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SANTRAUKA

Siekiant kaip jmanoma labiau padidinti derliy, kvieciai daznai yra treS§iami mineralinémis
tragSomis. TrasSos padidina derliy, taciau neretai padaro ir zalos. TraSos patenka j pavirSinius ir
gruntinius vandenis, sukelia vandens telkiniy biotos Zitj, eutrofikacija. Nualinus dirva suprastéja
derlius ir derliaus kokybé. Didé¢jantis démesys aplinkai ir Zmoniy sveikatai saugioms kultiiriniy
augaly auginimo technologijoms kelia naujy uzdaviniy mokslui — pasitlyti cheminei augaly ap-
saugai alternatyvius metodus ir priemones.

Darbo tiriamasis objektas — azotg fiksuojanciy bakterijy poveikis paprastojo kvie¢io (Triti-
cum aestivum) daigy vystymuisi. Kvie€iai apdoroti bakteriniais preparatais buvo daiginami ze-
meéje ir rulonéliy metodu. Darbo tikslas — istirti optimalioje terpéje uzauginty azota fiksuojanciy
bakterijy poveikj vasariniy kvie¢iy (lot. Triticum aestivum) vystymuisi, nustatyti pagrindinius
bakterijy fermentinius aktyvumus. Uzdaviniai — nustatyti bakterijy augimui optimalig terpg ir jy
gyvybinguma, jvertinti bakterijy antimikrobinj ir fermentinius aktyvumus prie§ gridy grybelius,
jvertinti bakterijy poveikj jomis apdoroty kvie€iy daigy ir Sakny vystymuisi.

Tyrimy metu nustatyta, kad bakterijos turi teigiamg poveikj pries grybelius. 68,7 % kontro-
linés grupés kvieciy buvo uzsikréte grybeliais, bakterijomis apdoroty kviec€iy uzsikrétimas grybe-
liais svyravo nuo 32,7 % iki 53,3 %. Didziausig invertazinj aktyvuma turéjo kvieciai, kurie buvo
apdoroti Azospirillum bakterijomis ir sudaiginti zemégje — 0,63 AV/ml. Azospirillum bakterijomis
apdoroty kvieciy invertazinis aktyvumas net 21 kartg didesnis uz kontrolinés grupés kvieciy. Di-
dziausig proteazinj aktyvumg turéjo Azotobacter 1 bakterijomis apdoroti ir rulonéliuose sudai-
ginti kvieciai — 0,05 AV/ml, tai yra 10 karty didesnis aktyvumas nei Kontrolinés grupés ruloné-
linose sudaiginty kvieciy invertazinis aktyvumas. Ureaziniu aktyvumu pasizyméjo visi naudoti
bakteriniai preparatai, i$skyrus Rhizobium. Bakterijomis apdoroty ir rulonuose sudaiginty kvieciy
daigai buvo iki 2,64 karto ilgesni, Saknys iki 1,26 karto ilgesnés, daigai tur¢jo iki 1,47 karto dau-
giau Sakny nei kontroliné grupé. Bakterijomis apdoroti ir ] zeme paséti daigai buvo tik 1,1 karto

ilgesni, taciau Saknys iki 1,4 karto ilgesnés, daigai turé¢jo iki 1,45 karto daugiau Sakny.
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SUMMARY

Wheat is often fertilized with mineral fertilizers in order to maximize crop yields. Fertiliz-
ers increase yields, but also often does damage. Fertilizers enter the water and groundwater,
causing the loss of water biota and eutrophication. When the soil runs out of growth materials,
the yield of grains reduces as well as its’ quality. Attention to the technologies of cultivating
crops that are safe for the environment and human health is increasing. The new challenges for
science ir being raised - to offer alternative methods and means to chemical plant protection.

The research object of this study is the effect of nitrogen fixing bacteria on the develop-
ment of common wheat (Triticum aestivum). The wheat was treated with bacterial preparations
and then sown to the soil or by roll method. The aim of this study was to investigate the effect of
nitrogen fixing bacteria grown in optimum medium on the development of summer wheat (Triti-
cum aestivum) and to determine the main enzyme activity of the bacteria. Objectives - to deter-
mine the optimum medium for bacterial growth and their viability, to evaluate bacterial antimi-
crobial and enzymatic activity against grain fungi, to estimate the effect of bacteria on the devel-
opment of wheat germs and roots treated with them.

Studies have shown that bacteria have a positive effect on fungi. 68.7 % of the control
wheat were infected with fungi, bacterial-infected wheat infections with fungi fluctuated from
32.7 % to 53.3 %. The highest invertase activity was determined in the wheat sample, which was
treated with Azospirillum bacteria and sown to the soil (0.63 AU / ml). The invasive activity of
Azospirillum bacteria treated wheat is 21 times higher than the result control group has shown.
The highest protease activity was determined in the sample of Azotobacter 1 bacteria (grown by
roll method) 0.05 AU / ml, which was 10 times higher than the invertase activity of the control
group in rolls. Urease activity was determined in all bacterial samples except Rhizobium. Wheats
processed with bacteria and germinated by roll method was up to 2.64 times longer, roots up to
1.26 times longer and had up to 1.47 times more sprouts than the control group. The seeds treat-
ed with bacteria and seeded to the soil were only 1.1 times long, but had up to 1.4 times longer

roots and up to 1.45 times more roots.



SANTRUMPOS

Y5M15 — terpés sudétyje yra mieliy ekstrakto 5 g/l, manitolio 15 g/I.

Y 1M1 — terpés sudétyje yra mieliy ekstrakto 1 g/l, manitolio 1 g/I.

Y1M5 — terpés sudétyje yra mieliy ekstrakto 1 g/l, manitolio 5 g/l.

G5M5 — terpés sudétyje yra gliukozés 5 g/1, manitolio 5 g/l.

M20 — terpés sudétyje yra manitolio 20 g/1.

G20 — terpés sudétyje yra gliukozes 20 g/l.

KSV - Kolonijas sudarantys vienetai.

GEV - gliukozés ekvivalento verté gradavimo ties¢je

PF — praskiedimy faktorius

AV/ml — fermento aktyvumo vienetai mililitre.

Aps/min — centrifugos apsisukimai per minutg.

D, a.v. — Sugertis, sugerties vienetai.

DSMZ — Leibniz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultu-
res.



JZANGA

Kvieciai yra vienas pagrindiniy ir labiausiai naudojamy maisto Saltiniy pasaulyje. Uz kviecius
gaminama daugiau tik kukurtizy produkcijos, tac¢iau didzioji dalis kukuriizy yra sunaudojama gyvii-
ny pasarams ir biokuro gamybai. Kvieciai taip pat naudojami maisto, gérimy, medicinos pramoneése,
0 kvieciy atlickos naudojamos kaip biokuras Silumos energijai iSgauti. Kokybiskuose kvie¢iuose
gausu angliavandeniy, baltymy ir vitaminy. KvieCiuose esantis krakmolas lengvai suvirSkinamas,
kaip ir dauguma kviecio baltymy. Valgant kvieCius organizmas gauna reikalingy skaiduly.

Siekiant kaip jmanoma labiau padidinti derliy, kvie¢iai daznai yra tr¢Siami mineralinémis trg-
Somis. TraSos padidina derliy, taciau neretai padaro ir zalos. TraSos patenka j pavirSinius ir grunti-
nius vandenis, sukelia vandens telkiniy biotos zutj, eutrofikacija. Trasy perdozavimas sukelia dirvo-
zemio druskéjima, padidina riigS§tinguma. Pakitus dirvos savybéms netenkama dirvozemio mikroor-
ganizmy ir dirvozemyje gyvenanciy gyviiny, inaktyvuojami dirvoje naturaliai randami fermentai,
sutrikdoma jy naturali sintezé. Nualinus dirva suprastéja derlius ir derliaus kokybé. Didéjantis dé-
mesys aplinkai ir zmoniy sveikatai saugioms kultiiriniy augaly auginimo technologijoms kelia naujy
uzdaviniy mokslui — pasitilyti cheminei augaly apsaugai alternatyvius metodus ir priemones.

Bakteriniai preparatai yra daug zadantys ir vis daugiau démesio susilaukiantys tyrimy objektai.
Augaly simbiotinés bakterijos augalams gali teikti didel¢ nauda, nes bakterijos geba fiksuoti azota,
1§skirti antimikrobines medziagas ir fitohormonus, kurie yra identiski augaly fitohormonams. Sim-
biotinés bakterijos augalus daznai kolonizuoja per Saknis, paZeistus lapus. Bakteriniais preparatais
apdoroti augalai auga geriau, yra atsparesnis abiotinés gamtos veiksniams, duoda gausesn;j ir koky-
biSkesnj derliy. Tokie preparatai nekenkia gamtai, nes bakterijos natiiraliai yra randamos aplinkoje,
dirvozemj] praturtina ekstralgsteliniais fermentais, papildo jy atsargas dirvoje.

Projekto tikslas — istirti azota fiksuojanciy bakterijy Rhizobium leguminosarum, Azospirillum
lipoferum, Azotobacter vinelandii, Azotobacter chroococcum ir Azotobacter vinelandii 1 savybes bei
jy panaudojimo vasariniy kvie¢iy augimo gerinimui galimybes. Siam tikslui pasiekti buvo iskelti
tokie uzZdaviniai:

1. Parinkti Rhizobium leguminosarum, Azospirillum lipoferum, Azotobacter vinelandii,
Azotobacter chroococcum ir Azotobacter vinelandii 1 bakterijy augimui tinkama anglies Saltin;.

2. Nustatyti bakterijy fermentinius aktyvumus (invertazinj, proteazinj ir ureazinj) bei is-
tirti jy antimikrobinj poveikj gridy mikroskopiniams grybeliams.

3. Ivertinti naujy bakterijy padermiy preparaty ir komerciniy biologiniy preparaty po-

veiki kvie¢iy daigumui, daigy auksciui, Sakny ilgiui ir jy skaiciui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Paprastojo kviec¢io (lot. Triticum aestivum) bendrosios Zinios

Moksliné¢ klasifikacija:

Domenas: eukariotai

Karalysté: augalai (lot. Plantae);

Skyrius: magnolijanai (lot. Magnoliophyta);

Klasé: lelijainiai (lot. Liliopsida);

Poklasis: lelijaziedziai (lot. Liliidae);

Seima: migliniai (lot. Poaceae);

Gentis: kvietys (lot. Triticum);

Rusis: paprastasis kvietys (lot. Triticum aestivum).

Paprastasis kvietys (lot. Triticum aestivum) vienas i§ dazniausiai kultivuojamy kultiiriniy au-
galy Lietuvoje. Kvietys yra vienametis augalas. Kvie¢io séklos gali biiti s¢jamos ruden] (zieminiai
kvieciai, turintys Sal€io atsparumo geng) ir pavasarj, pasibaigus stiprioms Salnoms (vasariniai kvie-
¢iai, neturintys Sal¢io atsparumo geno). Kvieciai naudojami gyviiny paSarams, maisto ir gerimy

pramonéje, medicinoje ir kaip biokuras — silumos energijai iSgauti [1].

1.1 pav. Kvieciai

1.2 Paprastojo kviecio (lot. Triticum aestivum) morfologija

Subrendgs kvietys turi vieng pagrindinj stieba ant kurio lapai auga prieSingose pusése. Stiebas

yra sudarytas i§ pasikartojanciy segmenty — fitomery, kuris turi mazga, tus¢ig vidinj mazga, lapus ir
10



Sonines atSakas randamas vienoje aSyje su lapais. Lapai i§sidésto ratu aplink stiebg taip palaikydami
atrama greitai auganciam tgliui [2].

Lapy struktiira susideda i§ apvalkalo lapy mentés, kurie susiformuoja i§ skirtingy meristemy.
Lapy mentés apacioje, kur lapo menté jungiasi prie apvalkalo yra struktiiry pora sudaryta i§ vidinés
Serdies ir prieSirdzio. Lapai auga prieSingose stiebo pusése ir sunumeravus visus lapus, lyginiai lapai
bus vienoje puséje, o nelyginiai kitoje stiebo puséje. Lapai tjsta j ilgj nuo lapo pagrindo. Lapy audi-
nys yra sudarytas i§ trijy audiniy tipy. Lasteliy tipai sudarantys lapo virSaus epidermj skiriasi nuo
apatinio lapy epidermio sluoksnio. Abu epiderminiai sluoksniai yra padengti vaSku. Mezofilinis
sluoksnis yra apsuptas epiderminiy sluoksniy ir perskiriamas indy audinio [2, 3].

Ataugos — tai Soninés Sakos, kurios auga i§ pagrindinio augalo stiebo. Ataugy lapai taip pat auga
priesingose stiebo pusése, kaip ir ant pagrindinio stiebo. Kai kurios ataugos geba subrandinti net
varpa, taciau tokiy ataugy skaicius néra didelis dél Sviesos ir maistiniy medziagy trikumo.

Subrende kvieciai turi du pagrindinius Sakny tipus — s¢klines ir mazgines Saknis. Séklineés Saknys
auga i$ griido, mazginés Saknys pradeda vystytis atsirandant Soninéms ataugoms [3].

1.3 Paprastojo kviecio (lot. Triticum aestivum) vegetacinis augimas

Zieminiai kviegiai j dirva sé¢jami rugséjo pabaigoje, spalio pradzioje. Jiems biitinas $al&io peri-
odas, kuris inicijuoja augalo vystymasi. Siy kviediy vegetacinis augimas trunka nuo 280 — 350 die-
ny. Vasariniai kvieciai ] dirva s€¢jami balandZio pabaigoje, geguzés pradzioje siekiant iSvengti Salny,
nes vasariniy kviec¢iy Zelmenys néra atsparts Sal¢iui. Kviecio sudygimas trunka nuo 4 iki 10 dieny,
minimali oro temperatiira 3 — 4 lapsniai, o optimaliausia 12 — 25 laipsniai. Kvie€iy Zydéjimas trunka
nuo 4 iki 15 dieny, minimali reikalinga temperatiira 14 laipsniy [2].

Kvie€iy Sakny augimas tiesiogiai priklauso nuo tiglio vystymosi, o visas suformuoty Sakny
skaiGius yra susijes su lapy skai¢iumi ant pagrindinio stiebo ir ataugy skai¢iaus. Saknys, kurios yra
kilusios 1§ kviecio ataugy (atzaly) pradeda formuotis tik ataugai turint tris ir daugiau lapy. Nustatyta,
kad néra jokios koreliacijos tarp kviecio auks¢io ir Saknijimosi gylio [2].

Po sudygimo vegetatyvinio tglio vir§iiné inicijuoja pirminio lapo vystymasi. Pirminiy lapy
skaicius gali kisti nuo 7 iki 15 ir priklausomai nuo genotipo, temperatiiros, Sviesos intensyvumo ir
dirvozemio turtingumo. Siluma turi didele jtaka lapy atsiradimui, vystymuisi ir ilgéjimui. Minimali
lapam ilgéti temperatiira yra beveik nuliné, optimali 28 °C, o maksimali 38 °C [4, 5].

Pagrindinio stiebo ilgéjimas sutampa su lapy, Sakny, ataugy augimu bei su zydéjimu. Stiebo
ilgéjimas prasideda, kai yra inicijuojama dauguma Ziedyny ant besivystancios varpos. Vasariniuose
kvie€iuose pirmiausia ilgéja pirmieji keturi vidiniai mazgai, kurie suformuoja 9 lapus, o like vidiniai
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mazgai iSlieka trumpi. Kai vidinis mazgas pasiekia puse¢ savo galutinio ilgio, vidiniai mazgai esantys
virs jo pradeda ilgéti. Si seka kartojasi tol, kol stiebo ilgéjimas yra visiskai uzbaigtas. Ziedkotis yra
paskutinis kviecio segmentas, kuris baigia ilgéti. Kviecio aukstis kinta nuo 30 iki 150 centimetry
priklausomai nuo genotipo ir augimo salygy. Kviec¢io aukstis priklauso nuo vidinio mazgo ilgio, o
ne nuo mazgy skaiciaus [3].

Pirmosios ataugos (atzalos) atsiranda tarp diegamakstés Sony ir pirmojo tikro lapo. Zieminiuo-
se kviecCiuose ataugos (atzalos) gali susidaryti ruden;j ar net ziema, jei oro salygos yra Svelnios. At-
augos sparciai pradeda atsirasti atéjus pavasariui ir kylant temperatiirai. Pagrindinis stiebas ir anksti
suformuotos ataugos geba iSsivystyti iki galo ir suformuoja griidus. Véliau suformuotos ataugos
gridy nesuformuoja dél prieslaikinio senéjimo [4, 5].

1.4 Paprastojo kviecio (lot. Triticum aestivum) ligos

Kvieciai, kaip ir dauguma kity augaly serga jvairiomis ligomis, kurios kenkia kvie€iui ir nelei-
dzia pasiekti norimo derliaus. Dazniausiai Sios ligos yra sukeliamos grybeliy, bakterijy, virusy ir
nematody. Nesiimant tam tikry priemoniy, kaip sékly apdorojimas fungicidais ar lapy purskimas
fungicidais derlius buina menkas, daznai netinkamas naudojimui. Tiesa, galimos ligos pavojy galima
iSvengti naudojant patikrintas ir sertifikuotas s¢klas, genetinj atsparumg tam tikroms ligoms turin-
Cias séklas. Kvieciy ligas galima skirtyti j tris grupes, pagal pazeidziama kviecio dalj:

1. Ligos paZeidziancios varpas ir gridus;
2. Ligos pazaidziancios lapus;
3. Ligos pazeidziancios stiebus ir Saknis [6].

Toliau bus apZvelgiamos dazniausiai pasitaikancios kvieCiy ligos, ka jos pazeidZzia, kaip tai
paveikia kvie€ius, kokios galimos prevencijos priemonés ligai sustabdyti.

Fuzariozé — kviecio varpas pazeidzianti grybeliné liga. Ant varpy matomi nudegimai ar $vel-
niai rudos spalvos pazeidimai. Kai kurios pazeistos varputés gali biti tamsiai rudos spalvos prie pa-
grindo, o lukstas aplipes oranZine grybo mase. Sia liga pazeisti griidai daznai biina susitrauke ir turi
baltg atspalvj, o kai kurie branduoliai yra rozinés spalvos. Norint iSvengti fuzariozes patariama kvie-
¢iy neséti | laukus, kuriuose pries tai buvo kukuriizai ir yra like jy liekany. Jau uzsikrétusius kviecius
purksti fungicidais [7].

Septoriozé — taip pat varpas pazeidzianti liga. Si liga sukelia tamsiai rudus arba roZinius pa-
zeidimus ant varpy. Pazeidimai geriausiai matomi ant lukSto virSutinés dalies, rudi dryziai plinta nuo

virSaus iki varputés pagrindo. Siai ligai i§vengti gali biiti naudojamas profilaktinis purskimas fungi-
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cidais, purSkimas fungicidais jau pasirodzius ligai, s€kly apdorojimas fungicidais. Yra kvieciy veis-
liy, kurios turi genetinj atsparumg septoriozei [6].

Lapy riidys — oranzinés — rudos spalvos paZeidimai atsirandantys ant lapy pavir$iaus. Sie
spuogelius primenantys pazeidimai dazniausiai atsiranda ant lapo apvalkalo ir gali plisti ant stiebo.
Sie paZeidimai daZniausiai biina maZesni, labiau apvaliis nei paZeidimai sukeliami stiebo radziy.
Ligai i$plitus, pazeisti lapai gali biiti stipriai pazeidziami, tod¢l lapai galiausiai nudzitsta. Prie$ lapy
ridis naudojami jvairtis purSkiamieji fungicidai. Taip pat yra i§vesta kvieciy veisliy, turin¢iy geneti-
nj atsparuma Siai ligai [6, 7].

Dryzligé — ant lapy matomi pailgi dryziai, kuriy centras yra tamsiai rudos spalvos, o prie pa-
Zeistos vietos ribos matoma geltona spalva. Dryziai eina iSilgai lapo. Daznai Sie pazeidimai gali su-
sijungti, todél dideli augalo plotai tampa pazeisti. Grybas, kuris sukelia dryzlige Ziemoja dirvoje, kur
anksciau buvo kvieciai, o pavasarj ant Siaudy suformuoja mazas, juodas reprodukcines strukturas.
Sios ligos galima i§vengti stengiantis neséti kvie¢iy j prie§ tai naudota dirva, purksti fungicidais ar
naudoti genetiskai atsparias veisles[6].

Sakny puvinys — §ia liga sukelia jvairdis grybeliai. Si liga sukelia prieslaikine kviediy Zitj.
Laukuose atsiranda daug balty démiy su jau zuvusiais kvieciais. Uzsikréte augalai daznai prie pa-
grindo yra tamsis, turi menkai iSsivys€iusig Sakny sistema. Ant kvieCio stiebo pagrindo matomi
tamsiai rudi pazeidimai, kurie leidZiasi Zemyn iki séklos liekany. Sios ligos galima i§vengti naudo-
jant fungicidus, ilsinant dirva arba periodiskai keiciant pasélius [6, 7].

Kvieciy javaklupé — kvie¢iy Saknis infekuojanti grybeliné liga. Paséliy liekanos yra pagrindi-
nis uzkrato Saltinis, taciau grybelio askosporos gali plisti oru. Javaklupe uZsikrétes vienas kvietys,
grybeline liga perduoda per Sakny sistema kitiems, Salia jo esantiems kviecCiams, taip liga plinta per
visg laukg ir matomi paZeisti kvie€iy lopiniai. Liga dazniausiai pasireiskia vietovése, kur prasta dre-
naziné sistema, laukai yra drégni. PaZeisti kvieciai prie stiebo pagrindo ir Sakny pajuoduoja. Siekiant
iSvengti ligos patartina keisti pasélius, beicuoti grudus [6, 7].

1.5 Maistiniy medziagy svarba kvie¢iams (lot. Triticum aestivum)

Norint kaip jmanoma labiau padidinti kvie¢iy derliy yra biitina juos papildomai tresti tragSomis.
Trys pagrindiniai reikalingi maisto Saltiniai geram kvie¢iy derliui uzauginti yra azotas, fosforas ir
kalis. Siera ir cinkas taip pat yra svarbus, ta¢iau $iy elementy kiekiai reikalingi praturtinti kvie¢iy
maisto Saltinj yra mazesni. Nustatyta, kad dviem tonoms viename hektare kvieCiy uzauginti reikia

42 kilogramy azoto, 9 kilogramy fosforo, 10 kilogramy kalio ir 2,5 kilogramo sieros [3].
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Baltymy gamyba kvieciy gruduose yra tiesiogiai priklausoma nuo esamo azoto kiekio dirvoje.
Azoto turincios traSos jprastai j dirvozemj yra jterpiamos prie$ kvieciy s€ja, taciau daznai azoto trg-
Somis kvieciai papildomai yra treSiami iki zydéjimo siekiant kaip jmanoma labiau padidinti derliaus
1Seigg ir baltymy kiekj griiduose. Dirvag azotu galima praturtinti j jg s¢jant ankstines kultiiras ant ku-
riy Sakny esantys mikroorganizmai fiksuoja azota.

Fosforo turinCias tragsas geriausia j dirva jterpti s¢jos metu. Fosforas yra reikalingas geram
kvie¢iy augimui ir kvie¢iy dauginimuisi, geresniam sékly nokimui [3, 8].

Kalis yra reikalingas optimaliam kvie¢iy augimui ir vystymuisi. Tinkamai kviecius patresus
kalio tragSomis, Zelmenys biina kokybiski dél suaktyvéjusios fotosintezés, padidéjusio atsparumo kai
kurioms ligoms ir geresnio vandens jsiurbimo. Visa tai padeda palaikyti gerg balansg tarp anglia-
vandeniy ir baltymy. Dél kalio kvieciy Siaudai tampa tvirtesni, kvie¢iai sunkiau yra iSguldomi véjo
[8].

Per didelis tr¢simas azoto tragSomis daro ir neigiama poveikj aplinkai. Kyla didelé grésmé dél
dirvos ir aplinkiniy vandens telkiniy rigstingumo padidéjimo, pavirSinio ir poZeminio vandens uzsi-
terSimui, invaziniy zoliy atsiradimui ragstingose dirvose. Dél kasmet gaminamy vis didesniy trasy
kiekio yra iSmetami dideli kiekiai Siltnamio efekta sukelianciy dujy [9].

Vis daugiau démesio sulaukia biologiniai preparatai, kuriy pagrindas yra azotg fiksuojancios

bakterijos. Bakterijos aplinkai yra visi§kai nepavojingos, nes jos yra randamos natiiraliai aplinkoje.

1.6 Dirvos fermentai

Dirvozemio fermentai yra fermentai, kurie natiiraliai randami zeméje ir turi didele jtakg dirvo-
zemio ekologijai, fizikinéms ir cheminéms savybéms, derlingumui ir sveikam dirvozemiui. Sie fer-
mentai yra svarbiis dél savo biocheminiy savybiy, nes skaido organines medZziagas atsidiirusias dir-
vozemyije. Fermentai esantys dirvoZemyje katalizuoja gyvybiskai svarbias reakcijas mikroorganiz-
mams esantiems dirvozZemyje, stabilizuoja dirvoZemio struktiirg, vykdo organiniy medZiagy degra-
dacija, organiniy junginiy susidaryma, palaiko maisto ciklg [10].

Fermenty kiekiai esantys dirvoZzemyje gali kisti priklausomai nuo dirvozemio savybiy: dirvo-
zemio drégnio, organiniy medziagy kiekio ir pobiidZio, mikroorganizmo aktyvumo, biologiniy pro-
cesy intensyvumo. Taigi, biocheminés reakcijos vykdomos zeméje esanciy fermenty turi didelg jtaka
mikroorganizmams, nes nuo fermenty priklauso ar mikroorganizmai gaus pakankamai maistiniy
medziagy [11]. Pastebéta, kad treSimas organinémis tragSomis turi priestaringg poveikj. Kai kurie
mokslininkai teigia, kad treSimas organinémis tragSomis padidina dirvoZemio biocheminj aktyvuma,
dél organiniy medziagy ir mikroorganizmy jterpimo j dirvozemj, taciau prastos kokybés trasy iter-
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pimas gali sumazinti dirvoZzemio biocheminj aktyvuma. Neorganiniy trasy jterpimas j dirvozem; gali
slopinti (inhibuoti) fermenty sinteze dirvoje, taiau neorganinés traSos stimuliuoja augaly augimg ir
fermenty i$skyrima | zeme per trasas [12].

Dirvozemyje galima rasti $iy fermenty: amilaziy, celiulaziy, fosfataziy, proteaziy, sacharaziy
(invertaziy), ureaziy ir kity. Pagal esancius fermentus dirvozemyje galima nustatyti dirvozemio tipa,
mikrobiologinj aktyvuma, dirvoZemio ekologinés sistemos poky¢ius, derlingumg [10].

Proteazés dirvozemyije atlicka svarby vaidmenj azoto mineralizacijos procese, reguliuoja pro-
cesus, nuo kuriy priklauso kiek azoto bus prieinama augalams ir pa¢iy augaly augima. Sis fermentas
yra susijes su neorganiniais ir organiniais koloidais dirvoZzemyje. Sio esktralastelinio fermento kiekis
ne tik nurodo biologing dirvozemio talpa, fermenty sunaudojamo substrato, bet turi didelés jtakos
mikroorganizmy ekologijai ir bendrai ekosistemoms. Reikia i§studijuoti visus galimus faktorius,
kurie gali paveikti natiiraliai aplinkoje randamy fermenty kiekj ir aktyvuma, nes nuo to priklauso
dirvozemis bus kokybiskas ir derlingas [13].

Ureazés fermentas yra atsakingas uz karbamido traSy hidroliz¢ j amoniakg ir anglies dvidege-
nj, dél ko pakyla dirvozemio pH. Tai lemia greitg azoto praradimg, dél amoniako iSgaravimo. Dél
Sitos savybés ureazés fermentas buvo pradétas intensyviai tyrinéti nuo jo atradimo. Procesas suke-
liamas ureazés fermenty apibiidinamas kaip gyvybiskai svarbus, dél kurio augalai yra apriipinami
azotu po treSimo karbamido trgSomis. Ureazés, randamos dirvozemyje, pagrinde yra kilusios i$ au-
galy ar mikroorganizmy. Ureazés iSskirtos augaly ar mikroorganizmy j dirvozemj yra greitai suskal-
domos proteolitiniy fermenty. Fermento aktyvumas dirvoje priklauso nuo daugelio faktoriy: derliaus
nuémimo, organiniy medziagy kiekio, dirvoZzemio tresimo, sunkiyjy metaly, temperatiiros ir drégnio.
Nustatyta, kad sunkiesiems metalams fermentas yra itin jautrus, o prie aukstesnés aplinkos tempera-
tiros ureazés aktyvumas padidéja [10].

Invertazés fermentai katalizuoja reakcijas, kuriy metu sacharozé skyla j gliukoze ir fruktozg.
Fermentas randamas daugelyje bakterijy, augaly, gyviiny, mikroorganizmy ir dirvoZemyje. Inverta-
z¢és aktyvumas dirvozemyje yra itin svarbus nes $io fermento substratas — sacharozé yra vienas 18
gausiausiai randamy tirpiy cukry augaluose. Invertazés dalinai yra atsakingos uz augaliniy atlieky
suirimg dirvozemyje [14].

Kiekybiskai dirvos fermentai sudaro labai maza dirvos dalj, taciau jie yra nepaprastai svarbi jo
dalis, nes visos biocheminés reakcijos priklauso nuo jy arba yra su jais susijusios. Fermentai dirvo-
zemyje nuolat yra sintetinami, kaupiami, inaktyvuojami arba suskaidomi, todél jie ypac yra svarbiis

zemdirbystéje, nes dalyvauja maistiniy medziagy perdirbimo cikluose [10, 13].
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1.7 Dirvos kokybé

Dirvozemis atlieka daugybe funkcijy, kurios yra labai svarbios gyvybei: suteikia terpg auga-
lams jsitvirtinti, teikia augalams vandenj, maisto medziagas, deguonj augaly Saknims ir mikroorga-
nizmy vystymuisi, sukuria tinkamg buvein¢ mikroorganizmams daugintis. Dirvozemiai, kuriuose
randama daug organiniy anglies junginiy dazniausiai yra laikomi kokybiskais dirvoZemiais, jei ne-
sukelia augalams ligy ar dirvozemyje néra dideliy parazity populiacijy [15, 16].

Neigiami poveikiai d¢l kuriy dirvozemis degraduoja gali buti suskirstyti i dvi kategorijas. Pir-
majai kategorijai priklauso dirvozemio praradimas dél vandens ir v&jy sukelty erozijy, antrajai kate-
gorijai priklauso fizikiniai, cheminiai ir biologiniai dirvoZzemio nualinimai. Antrajai kategorijai pri-
skiriami nualinimai atsiranda dél organiniy medziagy stygiaus, vandens nuleidimo, dél padidéjusio
druskingumo, riig§tingumo ir vandens $altiniy tarSos. Dél Zemés kokybés ir derlingumo suprastéji-
mo, sumazéja derlius ir derliaus kokybé [17, 18].

Dirvozemio mikroorganizmai ir jy iSskiriami fermentai nepaisant jy mazo kiekio yra atsakingi
uz azoto, sieros ir fosforo ciklus ir organiniy atlieky skaidyma. Todél mikroorganizmai ir jy isski-
riami fermentai dirvozem] palaiko kokybisku ir sveiku. Mikroorganizmai greitai reaguoja i besikei-
¢iancig aplinkag ir greitai prie jos prisitaiko, lyginant su aukstesniais organizmais ir bitent dél to mik-
roorganizmai yra puikiis dirvozemio kokybés indikatoriai [10]. Zinoma, kad geras dirvozemis pasi-
Zymi §iomis savybémis:

1. 8velnus ir lengvai trupantis;
gerai nusaus¢ja ir greitai susyla,
nepasidengia pluta po s¢jos;
islaiko drégme sausry metu,;
nevyksta erozija ir nepraranda derlingumo;
turi Zemei budinga kvapa,;
sudétyje yra didelé mikroorganizmy populiacija;

nereikalauja daug traSy geram derliui;

© © N o g bk~ N

iSaugina sveikus, geros kokybés gridus.

Pagrindinis tikslas Zemés kokybei palaikyti néra kaip jmanoma labiau pakelti bendra biologinj
aktyvuma, stabiluma, bet saugoti ir gerinti ilgalaike zemdirbyste, vandens kokybe ir bendra visy or-
ganizmy aplinka [12]. Kokybiskas dirvozemis geba uzauginti didelius paséliy kiekius nenaudojant

daug pridétiniy tragSy. Dirvozemyje daug organizmy rusiy, kurios natiiraliai yra randamos dirvoze-
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myje, nekenkia pas¢liams ir gyviinams. Produktai, pagaminti i§ paséliy uzauginty kokybiskame dir-
vozemyje, pasizymi aukSta maistine verte [16].

1.8 Augaly simbiotiniuy bakterijuy jvairové: endofitai ir epifitai

Simbiotinés bakterijos — bakterijos, kurios gyvena augalo vidiniuose audiniuose arba ant auga-
lo pavirsiaus ir su augalu sudaro simbiozés rysius. Endofitinés bakterijos randamos augalo vidiniuo-
se audiniuose, o epifitinés ant augalo pavirSiaus. PrieSingai nei jprasta, patogeninéms bakterijoms
kolonizavus augalo audinius ar pavir$iy, simbiotiniy bakterijy buvimas nerodo jokiy infekcijos po-
zymiy [19]. Simbiotinés bakterijos randamos — Saknyse, stiebuose, lapuose, zieduose ir net séklose.
Sie mikroorganizmai aptinkami daugelyje augaly, kai kurios bakterijos gali kolonizuoti tik tam tikra
augaly rGi§], o kitos gali daugintis net visai negimininguose augaluose. Sie mikroorganizmai gali ska-
tinti augalo augimg iSskirdamos tam tikrus fitohormonus — auksinus, citokininus bei giberelinus.
Geba fiksuoti azota, kuris biitinas augalo augimui. Taip pat bakterijos geba i$skirti antibiotines me-
dziagas, kurios slopina patogeny dauginimasi, taip jos uzsitikrina sau vieta dauginimuisi bei netie-
siogiai padeda augalui apsiginti nuo patogeny [20]. Bakterijy paplitimas priklauso nuo klimato saly-
gy.

DaZniausiai randamos simbiotinés bakterijos:

1. Enterobacter sp.;

2. Colletotrichum sp.;

3. Phomopsis sp.;

4. Paenibacillus sp.

Neretai augalai limituoja simbiotiniy bakterijy augima, todél bakterijos siekdamos uzsitikrinti
sau palankesne terpe augti, iSskiria tam tikras medziagas, kurios skatina augalo augima, gyvybingu-
ma, padeda prisitaikyti prie aplinkos ir taip uzsitikrina sau palankias salygas augti. D¢l Siy savybiy
Sie mikroorganizmai iSpopuliaréjo, tikimasi juos pritaikyti Zemés tikio agrokulttiroje, medicinoje bei
pramongje [20, 21].

Simbiotiniy bakterijy teikiama nauda augalui:

1. Azoto fiksacija;

Fitohormony sintezg;

2
3. Antimikrobiniy medziagy i$skyrimas;
4. Aktyviy medziagy sinteze;

5

Ektomikorizés skatinimas.
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Simbiotinés bakterijos turi gana daug ir efektyviy budy geresnéms aplinkoms sglygoms uzsi-
tikrinti augaly iSoré¢je ar viduje. Dauguma kvieciy epifitiniy bakterijy randama ant lapy, o jy skaicius
viename kvadratiniame centimetre gali siekti kelis milijonus. Bakterijy skaicius gali skirtis net ant
tos pacios riisies augaly, taip pat jtakos bakterijy skaiciui turi augalo augimo laikotarpis. D¢l nuola-
tinio kontaktavimo su aplinka bakterijy rasys ir kolonijy dydziai gali skirtis [22].

1.8.1 Azoto fiksacija

Tik nedaugelis bakterijy atmosferinj azotg N, gali paversti j NH3 amoniaka, kuris gali buti pa-
naudotas augaly. Bakterijos atsakingos uz azoto fiksacijg vadinamos diazotrofais, kurie gamina nit-
rogenaze, kuri atmosferinj azota paveréia j amoniaka. Sios bakterijos dazniausiai aptinkamos augalo
Saknyse, tac¢iau gali bati aptinkamos ir kituose organuose. Dazniausiai aptinkamos cianobakterijos
(Nostoc sp.), Azotobacter, Azospirillum spp., Rhizobium ir endofitinés (Paenibacillus sp.) [19, 23].
Azotas yra itin svarbus, nes azotas jeina j baltymy ir nukleino rtig§¢iy sudétj, taip pat yra chlorofilo,
ATP ir kity nukleozidtrifosfaty, daugelio kofermenty, vitaminy, kai kuriy fosfolipidy, augimo regu-
liatoriy (auksiny, citokininy), antrinés kilmés medziagy (glikozidy, alkaloidy) ir kity junginiy sudé-
tin¢ dalis.

Azoto fiksacijos lygtis:
N, + 8 H+ + 8 e- + I6ATP — 2 NH3 + H, + 16ADP + 16 Pi

Mikroorganizmai, kurie fiksuoja azota sunaudoja daug energijos — 16 moliy ATP (adenosino
trifosfato) vienam moliui azoto paversti ] amoniakg. Organizmai energija gauna oksiduodami orga-
nines molekules, nefotosintetinantys, laisvai gyvenantys mikroorganizmai energijg gauna i$ kity or-
ganizmy, fotosintez¢ vykdantys mikroorganizmai energijai gauti naudoja fotosintezés metu paga-
mintus cukrus. Simbiotiniai azotg fiksuojantys mikroorganizmai energija gauna i§ augaly Sakny sis-
temos. Tvirtus rySius su dauguma augaly suformuoja Azotobacter ir Azospirillum, Rhizobium ir
Bradyrhizobium dazniausiai yra randamos ant ankstiniy augaly $akny, taciau gali bati randamos ir
prie kity augaly Sakny [24].

Dé¢l itin didelio tresimo cheminémis tragSomis sutrinka azoto ciklas, dél ko padidéja pavirSinio
ir gruntinio vandens tarSa. D¢l padidéjusios azoto koncentracijos gélame ir stiriame vandenyje itin
sparciai vystosi jvairiis mikroorganizmai, o ypa¢ dumbliai, dél to prasideda vandens telkiniy eutrofi-
kacija. Gausus vandens zydéjimas dél dumbliy sunaudoja daug vandenyje istirpusio deguonies, o dél

sumazejusio iStirpusio deguonies mirSta planktonas. Dél iStirpusio deguonies stokos masiSkai ziva
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Jvairlis organizmai ir yra sukuriamos zonos, kuriose gyvybés yra labai mazai ar jos visai jau nelike
[25].

1.8.2 Antimikrobiniy medziagy iSskyrimas

Dauguma augalo simbiotiniy bakterijy, kurios yra isskirtos i§ augaly daliy, pasizymi antimik-
robinémis savybémis. I§ jy iSskirtos antimikrobinés medziagos padeda kovoti tiek su augaly, tiek su
gyviny patogeniniais mikroorganizmais. ISskiriamos medziagos inhibuoja patogeny augima, nelei-
dzia jiems toliau plisti, taip simbiotinés bakterijos pacios jsitvirtina augalo audiniuose bei padeda
augalui jveikti patogenus. DaZniausiai i$skiriami Sie augaly simbiotiai, kurie isskiria aktyvias anti-
mikrobines medziagas — Dothideomycetes sp., Alternaria tenuissima, Thielavia subthermophila,

Paenibacillus sp., Nigrospora oryzae, Colletotrichum truncatum [19, 20].

1.8.3 Fitohormony sintezé

Simbiotinés bakterijos sintetina lygiai tokius pat fitohormonus, kaip ir augalai. Bakterijy sinte-
tinami hormonai padeda sudygti jauniems augalams, iSkesti nepalankias salygas bei padidinti augaly
augimo greit]. Simbiotiniy bakterijy gaminami fitohormonai:

1. Auksinai — indolilacto riigitis (IAR). Sis fitohormonas skatina lasteliy elongancija,
pridétiniy ir Soniniy Saky formavimasi, daro didele¢ jtaka Sakny formavimuisi, indy audinio diferen-
ciacijai. Reikalingas vaisiy vystymuisi bei reguliuoja augalo tropinj judéjima — iigliy linkimg j Svie-
sa.

2. Citokininai — gausiausiai aptinkamas zeatinas, kuris turi adenino Ziedo ir N — 6 Soni-
n¢ granding. Citokininai skatina lgsteliy dalijimasi, naujy tigliy formavimasi, stabo lapy sen¢jima,
ziedy ir lapy kritima bei aktyvuoja ramybeés biisenoje esancius pumpurus.

3. Giberelinai — diterpenai, zymima GAx. Skatina tarpubambliy tjstamajj augima, stiebo
tisimg bei lapy vystymasi. Giberelinai maZina citoplazmos klampa, skatina transpiracija. Taip pat Sio
fitohormono déka aktyvinama nukleoriig§¢iy sintezé lasteliy branduoliuose [24—26].

1.8.4 Aktyviy medZiagy sintezé

Augaly simbiontai taip pat sintetina ir aktyvigsias medziagas, kurios padeda augalui jveikti ap-
linkos stresa ar apsiginti nuo kenkéjy. Siy bakterijy i§skiriamas aktyvias medziagas tikimasi panau-
doti zemes tkio kultiiroje, gaminant nattralius produktas, kurie degraduoja Zymiai lengviau bei ne-
lieka chemikaly liekany produktuose [27, 28]. Medicina taip pat jZvelgia simbioty iSskiriamy me-
dZiagy poveikio pritaikyma véZio terapijoje. Simbiotiniy bakterijy i§skiriamos aktyviosios medzia-

gos:
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1. Alkaloidai — 8i medziaga yra itin rugsti, todél ZolédZziai gyviinai yra atbaidomi. Alka-
loidai taip pat veikia centring ir perifering nervy sistemas, blokuoja eukariotinés topoizomerazés 1
prisijungima.

2. Amidai — amidai yra vieni dazniausiy metaboliniy simbioty produkty, kurie yra tok-
siSki vabzdziams, bet nedaro jokios jtakos Zinduoliams, tarp jy ir Zzmogui. D¢l Sios priezasties itin
susidométa amidy panaudojimu Zemés tikyje. Si aktyvioji medziaga lengvai ir greitai degraduoja,
nelieka jos buvimo pozymiy galutiniame produkte.

3. Terpenoidai — biologiniai chemikalai, kurie taip pat augalui padeda kovoti su abioti-
némis sglygomis, apsiginti nuo kenkéjy [28].

1.9 Bakterijy jtaka augaly abiotiniui stresui

Nustatyta, kad Saknis kolonizuojancios nepatogeninés bakterijos gali padidinti augaly atspa-
ruma biotinéms ir abiotinéms salygoms. Saknis kolonizuojanios bakterijos padeda augalams iskesti
sausras, dirvos druskéjima ir toksiniy metaly buvima dirvoje. Sios bakterijos sulaukia vis daugiau
susidoméjimo, nes padeda augalams prisitaikyti prie kintanciy aplinkos salygy. Labiausiai iStirtos
yra Azospirillum ir Azotobacter bakterijos, jy daroma jtaka kvieéiy atsparumui nepalankioms abioti-
néms salygoms [29].

Daigai apdoroti Azospirillum bakterijomis sausros metu prarasdavo zymiai maziau vandens
lyginant su daigais, kurie nebuvo apdoroti bakterijomis. Bakterijos skatino paséliy $akny augima,
bendros augalo masés padidéjima ir lapy uZimamo ploto padidéjima, prolino kaupimasi lapuose ir
Saknyse. Kvieciai apdoroti Azospirillum davé didesn;j derliy, griduose buvo zenkliai didesnis kiekis
magnio, kalio ir kalcio net ir po sausros periodo. Buvo pastebéta, kad augaly vandens kiekis, santy-
kinio vandens kiekis ir vandens potencialas augale buvo padidéje. Augalo elastiskumui jtakos turéjo
mazesnis lastelés sienelés tiiris, todél manoma, kad dél pasikeitusios augalo morfologijos, kvietys
igyja didesnj atsparumg sausroms. Taip pat kvieCiuose pastebétas kitas bakterijy sukeliamas povei-
kis. Azospirillum bakterijos neleidzia jvykti fosfolipidy struktiiros pokyciams Saknyse, kuomet padi-
déja fosfatidicholino kiekis, o fosfatidiletanolamino kiekis sumaz¢ja. D¢l augalo Saknies Igstelés
membranos elastiSkumo padidéjimo augalas tampa atsparesnis sausrai [29, 30, 31].

Rhizobium bakterijos padidina kvieCiy atsparumg stresui, augalai lengviau toleruoja sausras
arba jgauna joms atsparuma dél fitohormono abciso rigsties, lumichromo. Sios bakterijy i§skiriamos

medziagos sumazina zioteliy prasivérima, dél to augalas praranda maziau vandens kvépavimo metu

[32].
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Druskingose dirvose kvieciai ir kiti augalai sunkiai sudygsta, nes daug energijos sunaudoja
osmosinio slégio palaikymui, todél Zelmenys sunkiai auga. Dirvozemio druskingumas kasmet vis
didéja dél tr¢Simo jvairiomis cheminémis trgSomis. [vairios Azospirillum bakterijy rasys toleruoja
iki 3 % druskinguma. Bakterijos iSskiria auksing, kuris skatina sékly sudygima, Sakny ilgéjimag ir
didina bendrg Sakny biomasg¢. Bakterijy iSskiriamas auksinas skatina Sakny ilgéjima dél Iastelés ilge-
jimo ar pasidalijimo [33]. Kviec¢ius apdorojus druskingam dirvoZemiui atspariomis Azobacter rasi-
mis, dél padidéjusio azoto pasisavinimo, jvairiy bakterijy iSskiriamy augimo hormony ir antimikro-
biniy medziagy prie$ Sakny patogenus galima gauti 10 — 30 % didesn¢ iSeiga [34].

Esant neorganiniy maisto medziagy stygiui dirvozemyje, Rhizobium bakterijos padeda kvie-
Clams pasisavinti netirpius gelezies ir fosforo makroelementus iSskiriant organines rugstis, kurios
yra lengvai prieinamos augalams. Bakterijos pagerina apdoroty Sakny morfologines savybes dél ku-
riy pageréja vandens ir maisto medziagy pasisavinimo efektyvumas. Taip pat pagerina azoto jsisavi-
nimg augaluose. Nustatyta, kad naudojant Rhizobium bakterijas kartu su fosforo trgSomis, azoto,

fosforo ir kalio koncentracijas augaluose buvo didesné 20 % lyginant su kontroliniais augalais [32].
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1 Tyrimo objektai, naudotos medzZiagos ir griiddy apdorojimo badai

Darbo tiriamasis objektas — azota fiksuojancios bakterijos. Darbo metu tirtos 5 skirtingos azota
fiksuojancios bakterijos: Azospirillum (lot. Azospirillum lipoferum), Rhizobium (lot. Rhizobium le-
guminosarum), Azotobacter 1 (lot. Azotobacter vinelandii), Azotobacter 3 (lot. Azotobacter chroo-
coccum), Azotobacter 4 (lot. Azotobacter vinelandii 1) ir komercinis bakterinis preparatas BactoFil
(Vengrija).

Tyrimui naudota vasariniy kvie€iy veislé Hamlet, iSvesta selekcinéje kompanioje Wiersum
Plantbreeding (Olandija). Sios veislés kvie¢iai yra vidutinio aukicio ir vegetacijos trukmeés, pasizy-
mi dideliu atsparumu miltligei.

Bakterijos pirmiausia buvo sétos j sterilias Petri 1éksteles su standzia terpe, i$skirta kolonija,
kuri perkelta j skysta terpe ir padauginta (auginta 1 — 3 savaites 25 °C temperatiiroje, 150 aps./min).
Bakterijos padaugintos skystoje terpéje buvo naudotos griidams apdoroti.

Vasariniai kvie€iai apdoroti bakteriniais preparatais (iSlaikant 30 min) buvo daiginti rulonéliy
metodu ir Zemése.

Rulonéliy metodas. Apdoroti bakterijomis ar bakteriniu preparatu kvieciai susukami j filtrinj
popieriy buvo jstatyti j stiklinéle su vandeniu ir daiginami 9 dienas, tada iSmatuotas daigy ilgis, Sak-
ny ilgis ir Sakny skaicius.

Kvieciy daiginimo Zemése metodas. Apdoroti azota fiksuojanciomis bakterijomis vasariniai
kvieciai buvo paséti zemése ,,Nattralios sodo zemés kekkila, Suomija“ 1 cm gylyje.

Darbe naudotos medziagos ir jy charakteristikos pateiktos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Naudotos medziagos ir jy charakteristikos.

Medziaga Cheminé formulé Grynumas
Kalio fosfatas KH,PO, Chemiskai $varus, 99,0 %
Dikalio fosfatas K>HPO, Chemiskai $varus, 99,0 %
Magnio sulfato heptahidratas MgSO,4 x 7TH,0 p.a./G.R. 99,0 %
Natrio chloridas NaCl p.a./G.R. 99,0 %
Kalcio chloridas CaCl, p.a./G.R. 96,0 %
Gelezies trichloridas FeCl; ACS Reagentas 97 %
Natrio Molibdato dihidratas Na,Mo0O4 x 2H,0 Chemiskai $varus, 99,5 %
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Natrio malatas C4H4NayO5 Chemiskai $varus, 99,0 %
Mieliy ekstraktas C19H140, Mikrobiologijai.
Agaras C14H2409 Mikrobiologijali

Gelezies sulfato heptahidratas FeSO,4 x7H,0 ACS reagentas 99,0 %

Manitolis CeH1406 p.a./G.R. 98,0 %

Gliukozé CeH12054 Chemiskai $varus, 99,5 %

Natrio Sarmas NaOH Chemiskai Svarus, 99,0 %
Druskos rugstis HCI p.a./G.R. 36,5 %

Sabouraud Dextrose Agar

Chemiskai Svarus. 99,5 %

3,5 — dinitrosalicilo riigstis

(O2N)2CeH,-2-(OH)CO,H

Chemiskai $varus, 98 %

4 — hidroksi-benzhidrazida

Chemiskai Svarus

L-tirozinas O(CC(N)C(=0)0) Chemiskai §varus
Kalcio acetatas Ca(C2H;00), Chemiskai §varus
Natrio acetatas CH3COONa Chemiskai $varus, 99,9 %

Natrio karbonatas Na,COs p.a./G.R. 99,0 %
Folin & Ciocalteu‘s Phenol } Chemiskai §varus
Trichloracto riigStis ClsCCOOH Chemiskai Svarus, 100 %
Kazeinas } Technical grade.
Karbamidas (NH2).CO p.a./G.R. 99,5 %
Peptonas - Chemiskai Svarus, 99,9 %
Dekstroze CeH1205 p.a/G.R. 99,5 %
Fenolio raudonasis C19H1405S Chemiskai Svarus, 98 %

2.2 Azotg fiksuojanciy bakterijuy kultiiry paruoS$imas tyrimui

Norint padauginti kaip jmanoma grynesnes bakterijy kolonijas, biitina bakterijas paséti ant
standzios terpés. Padauginimui atlikti paruostos rekomenduojamos Azotobacter, Azospirillum ir Rhi-
zobium bakterijy terpés (2.2 lentel¢). UzSaldyti bakteriniai preparatai paséti ant standziy bakterijom
rekomenduojamy mitybiniy terpiy. | termostatg jdétos Petri Iékstelés su pasétomis bakterijomis lai-
komis 7 dienas. I$ Petri Ieksteliy paimtos vizualiai grynos bakterijy kolonijos persétos i skysta mity-

bing terpe. Persétos bakterijos idedamos j termostatg — purtykle, kur palaikoma 26 °C temperatira, ir
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150 apsisukimy per minute apsukos. D¢l nuolatiniy apsisukimy terpé nuolat yra maiSoma, todél bak-
terijos auga sparciai ir nepritriiksta maistiniy medziagy. Bakterijos buteliukuose augintos nuo 1 iki 3
savaiciy.

2.3 Tinkamo anglies $altinio mitybinei terpei parinkimas

Tinkamiausioms bakterijy mitybinéms terpéms nustatyti buvo naudotos rekomenduojamos

bakterijy terpés ir modifikuotos rekomenduojamos terpés, kuriose pakeistas anglies Saltinio kiekis.

2.2 lentelé. Rekomenduojamy bakteriniy terpiy sudétis.

Azospirillum Rhizobium Azotobacter
Medziaga g/l Medziaga g/l Medziaga g/l
KH,PO4 0,4 Mieliy ekstraktas 1 Gliukozé 5
K2HPO, 0,1 Manitolis 10 Manitolis 5
MgSO4 x 7H,0 0,2 Agaras 15 Agaras 15
NaCl 0,1 CaCl; x 2H,0 0,1 CaCl; x 2H,0 0,1
CaCl; x 2H,0 0,02 MgSO,4 x 7H,0 0,1 MgSO,4 x 7H,0 0,1
FeCls 0,01 | Na;MoO4x2H,0 | 0,005 | Na;MoO,4 x 2H,O | 0,005
Agaras 15 K2HPO, 0,9 K2HPO4 0,9
Natrio malatas 5 KH2PO, 0,1 KH2PO, 0,1
Mieliy ekstraktas | 0,05 FeSO4x7H,0 0,01 FeSO4Xx7H,0 0,01

Azospirilum padauginti buvo naudota mitybiné terpé pagal mikroorganizmy tiekéjo Leibniz
Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ) rekomendaci-
jas. Rhizobium bakterijoms buvo naudota ir DSMZ rekomenduojama terpé ir du terpés pakeitimai:
(1) naudota 5 g/l manitolio, 1 g/l mieliy ekstrakto ir (ii) 15 g/l manitolio, 5 g/l mieliy ekstrakto. Azo-
tobacter bakterijy terpei buvo naudota ir DSMZ rekomenduojama terpé ir Sie terpés pakeitimai: (i)
naudota 20 g/I gliukozés, kai nejdéta manitolio visai, ir (ii) 20 g/l manitolio, kai nejdéta gliukozés.

Ant standzios terpés, esant 26 ‘C temperatiirai, bakterijos buvo augintos 7 dienas. Tada sus-
kaiciuota, kiek kolonijy buvo suformuota ant kiekvienos terpés.

Bakterijy kiekiui suskaiciuti naudojama (2.1) formulé.

N=A-B-C (2.1)

¢ia: N — kolonijas sudarantys vienetai 1 ml terpés;

A —uzaugusiy kolonijy skai¢ius Petri 1éksteléje;

B — atliktas bakterijy suspensijos praskiedimas;

C — s¢jama 0,1ml, bet dauginama i$ 10, nes norimas bakterijy skaicius 1 ml.
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2.4 Bakteriju gyvybingumo nustatymas

Atrinkus tinkamg anglies Saltinj mitybinei terpei buvo tirtas bakterijy gyvybingumas. Tam nuo
Petri 1ékstelés agaro paimtos morfologiSkai grynai atrodancios bakterijy kolonijos, kurios buvo per-
keltos j buteliukus su skysta mitybine terpe (2.1 pav.). Bakterijos augintos termostate — purtykleje,
esant 26 °C temperatirai ir 150 apsisukimy per minute dazniui. Bakterijos buteliukuose i§ viso au-
gintos tris savaites. Gyvybingumui jvertinti bakterijos j Petri Iéksteles su standzia mitybine terpe
persétos pragjus savaitei ir trim savaitéms po auginimo skystoje terpéje. Atlikti deSimtkartiniai skie-

dimai kolonijy skaiciui nustatyti.

5 -

41.

2.1 pav. Bakterijos skystoje terpéje.

2.5 Rulonéliy metodas

Kviec¢iy grudai apdoroti naudojant bakterinius preparatus. 10 gramy kvieciy gridy buvo uzpil-
ta 100 ml bakterinio preparato. Griidai bakteriniuose preparatuose buvo laikyti po 30 minuciy. I$
Viso gautos 7 imtys — 6 apdorotos bakteriniais preparatais ir 1 apdorota vandeniu.

Tyrimui atlikti buvo naudoti filtrinio popieriaus lakstai (60 cm x 60 cm). Lakstai buvo pada-
linti j keturias dalis, kad kiekvienos dalies aukstis buty 15 c¢cm, o ilgis 60 cm. I8 kito filtrinio popie-
riaus laksto iskirpta siaura 5 cm ir 60 cm ilgio juostelé. Ant didesniosios juostos isdélioti kvieciai
yra uzdengti siauresnionios juostos. Kvie¢iy griidai ant linijos iSdélioti kas 1 cm. IS viso ant vienos
juostos i8déliota po 50 — 60 griidy. Juostos susukamos j rulon¢lius. Rulonéliai, kuriy grudai buvo
apdoroti su tuo paciu bakteriniu preparatu yra patalpinti j vieng 1000 ml stikling. ] stiklines jpilta po
500 ml vandens, o stiklinés su rulonéliais pastatomos ant palangés 9 dienoms. Rulonéliai visg laika
privalo buti vandenyje, kad séklos gauty pakankamai drégmés sudygti, kitu atveju kvieciai gali ne-
sudygti. Po 9 dieny i8 stikliniy iStraukti rulonéliai pateikti paveiksle (2.2 pav). Rulonélius stengia-
masi i§vynioti kaip jmanoma S$velniau, kad nepazeisti kvie¢iy Sakny. Atskirtus kvie¢ius matuoti po

vieng registruojant sudygusiy kvie¢iy Sakny skaiciy, ilgiausios Saknies ilgj ir lapy ilgj. Nuo iSmatuo-
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ty kvieciy atskirtos séklos yra sudedamos j Petri 1¢ksteles. Tolimesniems tyrimams atlikti naudoja-

mos i8dziovinti ir sumalti kvie¢iy grudai.

2.2 pav. Kvieciai sudaiginti rulonéliy metodu.

2.6 Kvie€iy daiginimas Zemése

Kviediy grudai apdoroti naudojant bakterinius preparatus. 10 gramy kvie¢iy gridy buvo uzpil-
ta 100 ml bakterinio preparato. Grudai bakteriniuose preparatuose buvo laikyti po 30 minuciy. I$
Viso gautos 7 imtys — 6 apdorotos bakteriniais preparatais ir 1 apdorota vandeniu.

I sékly daigyklas jpiltos zemés, zemés iSlygintos ir ant jy pavirSiaus pincetu eilémis isdélioti
gridai mazdaug kas centimetrg vienas nuo kito (5 eiles po 20 vienety kvie¢iy grudy). Griady séklos
apipursktos 200 ml vandens naudojant rankinj purkstuva. Apipurkstos séklos (2.3 pav.) Svelniai uz-
dengtos zemiy sluoksniu, zemés vél apipursktos tokiu pat vandens kiekiu. Visi ankséiau aprasyti
zingsniai kartojami ir su kitais paruostais preparatais. Daigyklos laistomos kas dvi dienas, kad zemes
¢iy Sakny ir daigy matavimo tyrimas. Kvieciai i$ zemés atsargiai iStraukti naudojant pinceta, kad
nepazeisti Sakny. [Smatuotas kvieciy Sakny skaicius, ilgiausios Saknies ilgis ir daigo ilgis. Nuo iSma-
tuoty kvie€iy atskirtos séklos i8dziovintos, sumaltos maltinu ir toliau naudotos fermentiniuose tyri-

muose.
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2.3 pav. Kvieciai paruosti séti.

2.7 Kvie€iy daigumo nustatymas

Kvie¢iy daigumui nustatyti buvo naudoti rulonélivose ir Zeméje sudaiginti kvieciai. Atlikti
kvieciy daigy matavimai (S8akny skaicius, Sakny ilgis ir daigo ilgis) ir suskai¢iuota kokia dalis kvie-
¢iy sudygo i visy paséty kvieciy. Séklos surinktos ir naudotos tolimesniuose fermentiniuose tyri-

muose.

2.8 Antimikrobinis tyrimas

Antimikrobiniui tyrimui atlikti buvo naudota bulviy dekstrozés agaro terpé. 10 gramy kvieciy
gridy apdorota 100 ml bakterinio preparato. I§ viso paruostos 7 stiklinélés — 6 su bakteriniu prepara-
tu ir 1 kontroliné grupé su vandeniu. Grudai stiklinélése su bakterijomis ir vandeniu buvo laikyti 30
minuciy, sumaiSant stikinéliy turinj kas 10 minu¢iy. Naudojant sterily pincetg griidai isdéliotii ant
bulviy dekstrozés agaro terpés eilémis po 3, 4 ir 3. Procedira kartota, kol su vienu bakteriniu prepa-
ratu iSdéliota po 150 kvie¢iy griidy. Paruostos Petri Iekstelés laikytos termostate 23 °C temperattiro-
je. Petri 1ékstelés termostate laikytos 2 dienas, tada atlikti skaic¢iavimai, kiek grudy uzsikrété grybe-
liu. Po atlikty skai¢iavimy griidai Petri 1ékstelése palikti termostate dar 3 dienoms, kad atsirasty spo-
ros ir buity galima fenotipiskai identifikuoti kokiais grybeliais buvo uzsikréte griidai (2.4 pav.). Fe-

notipiskai grybeliai nustatyti naudojant mikroskopa.
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2.4 pav. Azota fiksuojanciy bakterijy antimikrobinis tyrimas.

2.9 Invertazinio aktyvumo nustatymas

Invertazés aktyvumas iSmatuotas pagal susidariusius reakcijos produktus — gliukozés ir frukto-
z¢és misinj. Redukuojancius cukrus galima nustatyti kolorimetriniu metodu, naudojant 3,5 — dinitro-
salicilo riigstj (DNS reagentg) arba 4 — hidroksi-benzhidrazidg. Darbo metu naudotas 4 — hidroksi-
benzhidrazidas, su kuriuo redukuojantys sacharidai sudaro spalvotus junginius. Spalvos intensyvu-
mas jvertintas spektrofotometru iSmatavus monochromatinio spindulio sugertj tiriamuoju tirpalu.
Naudojant kalibracing gliukozés tiese rastas gliukozés ekvivalentas, iSlaisvintas i§ sacharozés, verte,
kurig naudojant paskaic¢iuotas fermento aktyvumas.

Gliukozés gradavimo tiesei sudaryti buvo naudotas acetatinis buferis (100 mM, pH 4,5), gliu-
kozés standartinis tirpalas (1 mg/ml) ir 4 — hidroksi-benzhidrazido tirpalas (5 mg/ml). ] 7 mégintuveé-
lius jpilta nuo 0,95 ml iki 0 ml acetatinio buferio, nuo 0,05 ml iki 1 ml standartinio gliukozés tirpalo,
] visus mégintuvélius jpilta po 2,9 ml 4 — hidroksi-benzhidrazido tirpalo. Tu$¢iam méginiui paga-
minti jpilta 0,9 ml acetatinio buferio ir 2,9 4 — hidroksi-benzhidrazido tirpalo be gliukozés. Gauti
misiniai kaitinti verdan¢io vandens voneléje. Po kaitinimo mégintuvéliai atvésinti po Saltu tekan¢iu
vandeniu. Atvésinti méginiai skiesti su distiliuotu vandeniu santykiu 1:9. Atlikus skiedima, spektro-
fotometru esant 410 nm bangos ilgio spindulio sugertis iSmatuota tiriamaisiais tirpalais. Atlikti trys
pakartojimai.

Pirmiausia, invertazés aktyvumas buvo nustatytas: (i) mitybinéje terpéje su bakterijomis, (ii)
griudy, kurie buvo daiginti rulonéliy metodu ir (iii) grudy, kurie buvo sudaiginti Zemése. Mitybiné
terpé su bakterijomis buvo nucentrifuguota, kad bakterijy lastelés nusésty ant mégintuvéelio dugno,
su automatine pipete paimta 1 ml terpés su joje esanciais fermentais. I§ gridy invertazé buvo iSgauta

18dZiovintus griidus sumalus maliinu ir apdorojus 10 mM natrio ir 5 mM kalcio acetatiniais buferiais,
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pH 7,5. Miltai stiklinélése su buferiu buvo laikyti 30 minuéiy, pamaiSant kas kelias minutes. Praéjus
laikui, 2 ml grudy ir buferio misinio buvo paimta ir nucentrifuguota. Tus¢ias méginys paruostas pa-
naudojant 0,9 ml acetatinio buferio. Kontrolinis méginys paruostas i§ 0,2 ml acetatinio buferio ir 0,8
ml sacharozeés tirpalo. Tiriamasis méginys paruostas i§ 0,1 ml acetatinio buferio, 0,8 ml sacharozés
tirpalo. Kiekvienai bakterijai atlikti trys pakartojamai. Mégintuvéliy turinys gerai iSmaisytas, mégin-
tuvéliai perkelti j 55 °C vonele ir buvo laikyti 10 minuciy. Praéjus 10 minuciy j tiriamuosius ir tuscia
meéginj buvo pridéta po 0,1 ml fermento ir buferio tirpalo. Mégintuvéliy turinys sumai$ytas, mégin-
tuvéliai perkelti j 55 °C vonelg 30 minuéiy. Po kaitinimo i$ kickvieno mégintuvélio paimta po 0,1 ml
méginio ir sumaisyta su 2,9 ml 4 — hidroksi-benzhidrazido tirpalo. Gauti mi$iniai buvo kaitinti 5
minutes verdancio vandens voneléje. Po kaitinimo mégintuvéliai atvésinti po tekanc¢iu ¢iaupo van-
deniu. Gauti méginiai skiesti su distiliuotu vandeniu santykiu 1:9. Spektrofotometru iSmatuota 410
nm bangos ilgio spindulio sugertis tiriamaisiais tirpalais ir i§vestas vidurkis. Fermento aktyvumas

(AV/ml) apskaiciuotas pagal (2.2) formule.

GEV -PF
30-0,1-2

AV/ml = (2.2)

¢ia: GEV — gliukozes ekvivalento verté gradavimo tieséje;
PF — praskiedimy faktorius;

30 — fermentinés reakcijos trukmé;

0,1 — paimtas fermento kiekis, ml;

2 — perskaiciavimo koeficientas: 1 pmol sacharozés hidrolizuotas j gliukozg ir fruktoze [35].

2.10 Proteazinio aktyvumo nustatymas

Laboratorijoje proteazéms nustatyti yra naudojamas kazeinas, kuris atlieka substrato vaidmen;.
Proteazés suskaido peptidinius rySius, todél yra gaunamas laisvas tirozinas, kitos amino ragstys ir
susidaro mélynos spalvos chromoforai, kuriuos kiekybiskai galima nustatyti naudojant spektrofo-
metra. Kuo intensivinesné spalva, tuo daugiau laisvo tirozino yra iSsiskyre, tuo aktyvesnis proteazes
fermentas. IS standartinés tiesés galima nustatyti proteazés bandinio aktyvumg iSreiksta vienetais,
kuris yra mikromoliai tirozino ekvivalento iSlaisvinto 1§ kazeino per minutg.

Tirozino gradavimo tiesei sudaryti buvo naudotas 1.1 mM L — tirozino tirpalas, 0,5 M natrio
karbonato tirpalas, 0,5 M Folin & Ciolcalteus reagentas. | 5 mégintuvélius jpilta atitinkamai 0,025,
0,05, 0,1, 0,2 ir 0,25 ml L — tirozino tirpalo. | tus¢ig méginj L — tirozino nepilta. Visy mégintuvéliy
taris privestas prie 1 ml naudojant distiliuotg vandenj. | visus 6 mégintuvélius buvo pridéta po 2,5

ml natrio karbonato ir iSkart pridéta 0,5 ml Folin & Ciocalteus reagento. Atlikti du pakartojimai pa-
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tikimiems rezultatams gauti. Gauti miSiniai $Sildomi 37 °C vandens voneléje 30 minuciy. Po Sildymo,
méginiai buvo atvésinti ir nucentrifuguoti. Mégintuvéliai su didziausia L — tirozino koncentracija
tamsiausi. Spektrofotometru matuojama 660 nm bangos ilgio spindulio sugertis tiriamaisiais tirpa-
lais ir iSvedamas vidurkis.

Proteazés fermentas buvo iSskirtas i§ visy bandiniy: terpés su bakterijomis, gridy uzauginty
rulonéliy metodu ir gridy, kurie buvo paséti j zeme. Proteazei isskirti i$ terpés su bakterijomis nau-
doti 2 ml ,,ependorf mégintuvéliai. | mégintuvélius jpilta 2ml terpés su bakterijomis pries tai jg ge-
rai sumai$ius. Mégintuvéliai centrifuguoti esant 5000 aps/min 5 minutes, gautas centrifugatas su
fermentu atskirtas nuo nusédusiy bakterijy lasteliy naudojant automating pipete. Proteazé iS pries tai
sudaiginty ir sumalty griidy i$skirta naudojant 10 mM natrio ir 5 mM Kkalcio acetatinius buferius, pH
7,5. Miltai stiklinélése buvo laikyti 30 minuciy, pamaiSant kas keleta minuciy. 100 mililitry 50 mM
kalio fosfato tirpale, kurio pH 7,5, istirpinta 0,65 gramo baltymo kazeino pakeliant temperatiirg iki
80 — 85 °C, gaunamas 0,65 % kazeino tirpalas. ] tiriamuosius mégintuvélius buvo jpilta po 2,5 ml
0,65 % kazeino tirpalo. Kazeino tirpalui leista susilti iki 37 °C ji palaikant vandens voneléje. | susi-
lusj kazeino tirpalg pridéta po 0,5 ml fermento tirpalo, iSmaiSoma ir vandens voneléje Sildoma dar
10 minuciy 37 °C temperatiiroje, tuséias méginys be fermento tirpalo. Po 10 minuciy buvo pridéta
po 2,5 ml 110 mM trichloracto riigsties, kuri nutraukia reakcija. | tusé¢ig méginj pridéta 0,5 ml fer-
mento tirpalo. Fermento pridéta tam, kad visuose mégintuvéliuose fermento absorbcija biity vieno-
da. Visi mégintuvéliai Sildomi 37 °C vandens voneléje 30 minuc¢iy. Po 30 minuciy j visus mégintu-
vélius pridéta po 2,5 ml natrio karbonato ir iSkart po pridéta po 0,5 ml Folin & Ciolcalteus reagento.
Meégintuvéliy turinys iSmaisytas ir Sildytas 37 °C vandens vonelé¢je 30 minuciy. Visiems méginiams
atlikti du pakartojimai. Spektrofotometru iSmatuota 660 nm bangos ilgio spindulio sugertis tiriamai-
siais tirpalais ir iSvestas vidurkis. Fermento aktyvumo vienetams viename mililitre apskaiciuoti nau-

dota (2.3) formulé

ISskirto tirozino ekvivalentas pmol-5,5
0,5-10-1

AV/ml = (2.3)

¢ia: 5,5 — bandinio tliris meégintuvélyje, ml;
10 — bandymo laikas, min;
0,5 — fermento tiris, naudotas bandyme, ml;

1 — taris naudotas kolorimetrinei analizei, ml [36, 37].
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2.11 Ureazinio aktyvumo nustatymas

Dekarboksilinant amino rtigstis yra gaunamas karbamidas. Hidrolizuojant karbamidg yra gau-
namas amoniakas ir anglies dvideginis. ISsiskyres amoniakas Sarmina terpg, pH pokyciai aptinkami
fenolio raudonojo spalvos pokyciu — Sviesiai oranziné terpés spalva tampa Sviesiai rozine. Organiz-
mai su dideliu ureaziniu aktyvumu terpés spalva gali pakeisti per 24 valandas, mikroorganizmams,
kuriy ureazinis aktyvumas yra mazesnis gali prireikti ir savaités pastebimiems spalvos pokyciams.

2.3 lentelé. Reagentai naudojami ureazinio aktyvumo nustatymui.

Reagentas g/l
Karbamidas 20
NaCl 5
KH,PO, 2
Peptonas 1
Dekstrozé 1
Fenolio raudonasis 0,012
Agaras 15

I sterilius mégintuvélius jpilta po 4 — 5 ml terpés. Mégintuvéliai palikti laminare kol terpé
tampa standi. Tada ant standzios terpés mégintuvéliuose uzlasintas lasas bakterijy kultiiros, lasas
buferio su maltais grudais i§ rulonélio metodo, laSas buferio su maltais grudais i§ Zemiy. IS viso gau-
ti 21 mégintuvéliai eksperimentui atlikti. Mégintuvéliai inkubuoti termostate 37 °C temperatiiroje 7
dienas. Po savaités patikrinta ar §viesiai oranziné terpés spalva pavirto j Sviesiai rozing [38].

2.12 Duomeny analizavimas

Eksperimentuose daigy skai¢ius buvo nuo 68 iki 93 vienety. Duomenys buvo registruoti praé-
jus 9 dienoms po apdoroty griidy susukimo j rulonélius ir 10 dieny po pas€jimo ] zeme. Matavimy
metu buvo registruoti daigy ilgiai, ilgiausios Saknies ilgis ir Sakny skai¢ius. Po matavimy gautiems
duomenims palyginti buvo naudotas Welch‘s dvipusis t — testas, matavimams su galimai nevieno-

domis imtimis, Microsoft Excel programoje.

31



3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Anglies Saltinio jtaka azotg fiksuojanciuy bakterijy gyvybingumui

Bandymo metu nustatyta ar i$ tiesy rekomenduojama mitybiné terpé yra optimali bakterijy au-
gimui. Bakterijos skystose terpése termostate esant 26 °C temperatiirai ir 150 apsisukimy per minute
augo savaite laiko, po to buvo persétos | standzias terpes, pra¢jus savaitei po persé€jimo ant standziy
terpiy, buvo skaiciuotas bakterijy skaicius.

Azospirillum (lot. Azospirillum lipoferum) bakterijoms auginti buvo naudota DSMZ rekomen-
duojama terpé. Nustatyta, kad terpéje ruostoje i§ 5 g/l natrio malato, 0,05 g/l mieliy ekstrakto ir 15
g/l agaro, pragjus savaitei po jy perkélimo j buteliukus, Azospirillum bakterijy buvo 5,3 x 10’
ksv/ml.

Terpés jtaka Rhizobium (lot. Rhizobium leguminosarum) bakterijy augimui pateikta 3.1 pa-
veiksle. Daugiausiai kolonijas sudaran¢iy vienety — 1,97 x 10° ksv/ml buvo terpéje, kurioje manito-
lio jdéta 15 g/l, 0 mieliy ekstrakto 5 g/l. DSMZ rekomenduojamoje Rhizobium bakterijy terpéje bu-
vo 1,59 x 10° ksv/ml. MaZiausiai kolonijas sudaranéiy vienety viename mililitre (1,8 x 10°) buvo
modifikuotoje terpéje, kurioje mieliy ekstrakto ir manitolio buvo po 1 g/l. Tolimesniems griidy ap-
dorojimo tyrimams pasirinkta naudoti modifikuota mitybiné terpé, kuri sudétyje turi daugiau mani-
tolio ir mieliy ekstrakto (5 g/ mieliy ir 15 g/l manitolio), nes Sioje terpéje bakterijos augo geriau

lyginant su rekomenduojama bakterijy terpe.

2,5

[

Bakterijy skai¢ius, x10° ksv/ml

Y1iM1 Y5M15 Y1MS
Terpés sudétis

3.1 pav. Rhizobium bakterijy skaicius skirtingose terpése: Y1M1 — po 1 g/l mieliy ir manitolio, YSM15
— 5 g/l mieliy ekstrakto ir 15 g/l manitolio, Y1MS5 — 1 g/l mieliy ekstrakto ir 5 g/l manitolio.
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Terpés jtaka Azotobacter 3 (lot. Azotobacter chroococcum) bakterijy augimui pateikta 3.2 pa-
veiksle. Daugiausia 5,4 x 10° Azotobacter 3 kolonijas sudaran¢iy vienety buvo modifikuotoje terpé-
je, kurioje manitolio koncentracija 20 g/l. Rekomenduojamoje terpéje ir kitoje modifikuotoje terpé-
je, kurioje gliukozés koncentracija 20 g/1, kolonijas sudaranéiy vienety skai¢ius panaSus — rekomen-
duojamoje 8,2 x 10°, o modifikuotoje 1,3 x 10° ksv/ml terpés. Tolimesniems tyrimams pasirinkta
naudoti modifikuotg terpg, kurioje manitolio koncentracija yra 20 g/l, nes Sioje terpéje bakterijos

augo geriausiai.

(6]
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Bakterijy skaicius, 106 ksv/ml

[XY

o
|

G5M5 M20 G20
Terpés sudétis

3.2 pav. Azotobacter 3 bakterijy skaicius skirtingose terpése: GSM5 — po 5 g/l gliukozés ir manitolio,
M20 — 20 g/l manitolio, G20 — 20 g/I gliukozés.

Terpés jtaka Azotobacter 1 (lot. Azotobacter vinelandii) bakterijy augimui pateikta 3.3 pa-
veiksle. Daugiausia Azotobacter 1 8,7 x 10’ ksv/ml buvo modifikuotoje terpéje, kurioje manitolio
koncentracija 20 g/l. Beveik tris kartus maziau 3,5 x 10" ksv/ml buvo rekomenduojamoje bakterijy
terpéje, o maziausiai kolonijas sudaranciy vienety 1,6 x 10" buvo terpéje, kurioje maisto Saltinis bu-
vo tik gliukoze, gliukozés koncentracija 20 g/l. Toliau tyrimuose naudota modifikuota terpé, kurioje

kaip maisto Saltinis naudojamas tik manitolis, o jo koncentracija siekia 20 g/l.
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G5M5 M20 G20
Terpés sudétis

3.3 pav. Azotobacter 1 bakterijy skaiCius skirtingose terpése: G5M5 — po 5 g/l gliukozés ir manito-
lio, M20 — 20 g/I manitolio, G20 — 20 g/1 gliukozés.

Terpés jtaka Azotobacter 4 (Azotobacter vinelandii 1) bakterijy augimui pateikta 3.4 paveiks-
le. Daugiausia Azotobacter 4 bakterijy buvo gamintojo rekomenduojamoje terpéje (5 g/l gliukozés ir
5 g/l manitolio) — 5,8 x 10" ksv/ml. Du kartus maziau 2,6 x 10" ksv/ml buvo modifikuotoje terpéje,
kurioje manitolio koncentracija 20 g/l. MaZiausiai bakterijy uzaugo terpéje, kurios sudétyje buvo 20
g/ gliukozés — 3,4 x 10° ksv/ml. Tolimesniems tyrimams pasirinkta bakterijy terpé, kurioje Azoto-

bacter 4 skai¢ius buvo didZziausias.
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Bakterijy skai¢ius, 108 ksv/ml
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|

G5M5 M20 G20
Terpés sudétis

3.4 pav. Azotobacter 4 bakterijy skaiCius skirtingose terpése: GSMS — po 5 g/l gliukozés ir manitolio,
M20 — 20 g/l manitolio, G20 — 20 g/ gliukozés.
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3.2 Auginimo trukmés jtaka azotg fiksuojanciy bakteriju gyvybingumui

Bandymo metu buvo nustatyta auginimo trukmés jtaka azota fiksuojanciy bakterijy gyvybin-
gumui auginant 26 °C temperatiiroje prie 150 aps./minute termostate — purtyléje. Tyrimui atlikti bu-
VO naudotos tos terpés, kuriose ankstesnio tyrimo metu bakterijy skai¢ius buvo didziausias. Azospi-
rillum naudota DSMZ rekomenduojama terpé, Rhizobium modifikuota terpé, kurios sudétyje yra 15
g/l manitolio ir 5 g/l mieliy ekstrakto, Azotobacter 1 ir Azotobacter 3 naudota modifikuota terpé su
20 g/l manitolio, Azotobacter 4 naudota DSMZ rekomenduojama bakterijy terpé. Gyvybingumui
nustatyti bakterijos j Petri 1éksteles su standziomis terpémis buvo persétos praéjus savaitei ir trim
savaitéms po jy paséjimo j buteliukus. Bakterijos ant standzios terpés buvo augintos savaitg esant 26
°C temperatirai, dél 1éto bakterijy augimo ant standzios terpés.

Auginimo trukmés jtaka azota fiksuojanciy bakterijy gyvybingumui pateikta 3.5 paveiksle.
Azospirillum, Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 skaifius praéjus trims savaitéms po jy
perkélimo ] buteliukus buvo Zenkliai didesnis lyginant su bakterijy skai¢iumi praéjus savaitei po
paséjimo j buteliukus. Azospirillum skaigius praéjus savaitei po perséjimo buvo 5 x 10° ksv/ml, o po
trijy savaiGiy auginimo buvo 8,6 x 10° KSV/ml. Po 3 savai¢iy bakterijy skai¢ius padidéjo 1,72 karto
lyginant su vienos savaités auginimu. Azotobacter 1 skaiGius po savaités sieké 1,4 x 107 ksv/ml, pra-
¢jus trim savaitéms 2 x 107 ksv/ml, o tai 1,42 karto daugiau nei po savaités. Azotobacter 3 skaiGius
po savaités sieké 1,3 x 10° ksv/ml, pra¢jus trims savaitéms 5,6 x 10° ksv/ml, o tai 4,3 karto daugiau
nei praéjus savaitei po perséjimo j buteliukus. Azotobacter 4 skaifius po savaités sieké 1,2 x 10°
ksv/ml, po trijy savai¢iy bakterijy skaiCius 9,9 x 10® ksv/ml, o tai 8,25 karto daugiau nei praéjus sa-
vaitei po perkélimo | buteliuka. Vienintelés Rhizobium bakterijos buvo jautresnés laiko poveikiui ir
gyvybingiausios buvo praéjus savaitei po jy perséjimo j buteliukus su skysta mitybine terpe. Rhizo-
bium bakterijy skaiCius pragjus savaitei po perséjimo j buteliukus sieké 9,1 x 10° ksv/ml, o praéjus
trim savaitéms bakterijy skaiCius sumazéjo ir sieké 3,4 x 108 ksv/ml, o tai 2,6 karto maZiau nei praé-
jus savaitei po bakterijy perséjimo j buteliuka. Toliau tyrimams atlikti buvo naudotos bakterijos su
didZiausiu gyvybingumu ir didziausiu skai¢iumi — Rhizobium bakterijos buteliukuose buvo augina-
mos savaite, o Azospirillum, Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 bakterijos buteliukuose

buvo auginamos po tris savaites.
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3.5 pav. Auginimo trukmés jtaka azotg fiksuojanciy bakterijy gyvybingumui.

3.3 Azota fiksuojanciy bakterijy jtaka kvieciy augimui vertinant rulony metodu

Tyrimui atlikti buvo naudojami vasariniai kvieéiai, kurie buvo apdoroti bakteriniais prepara-
tais, kvie¢io griidus 30 minuciy palaikant bakteriniame preparate. Bakterijos uzaugintos joms opti-
malioje terpéje, Azospirillum, Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 augintos po tris savaites
iki apdorojimo griidais, Rhizobium bakterijos augintos savaite¢ iki apdorojimo gradais. Tyrimo metu
nustatyta, kaip bakteriniai preparatai jtakoja kvie¢iy Sakny skaiciy, Sakny ilgj ir daigo ilgj. Papildo-
mai vertinta komercinio preparato BactoFil jtaka kvieCiy Sakny skaiciui, Sakny ir daigy ilgiui.
Kiekviena imtis sudaryta i§ 100 kvieciy.

Daigy ilgio priklausomybé nuo naudoty bakterijy, 0 taip pat komercinio preparato BactoFil
jtaka kviec¢iy daigy ilgiui pateikta 3.6 paveiksle. Visos naudotos bakterijos ir komercinis preparatas
BactoFil turéjo teigiamos jtakos kviecio daigy ilgiui. Kontroliniy kvie¢io griidy vidutinis daigy ilgis
pragjus savaitei po apdorojimo buvo 4,58 cm. Komerciniu bakterijy preparatu apdoroty grudy daigy
vidutinis ilgis buvo 9,83 cm, o tai 2,14 karto ilgesni daigai nei kontroliniai. Rhizobium bakterijomis
apdoroty griidy daigy ilgis sieké 8,61 cm, o daigai buvo 1,88 karto ilgesni. Azospirillum bakterijos
tyrimy metu rodé geriausius rezultatus, vidutinis daigy ilgis sieké 12,12 cm, o daigai buvo ilgesni
net 2,64 karto lyginant su kontroliniais daigais. Azotobacter 1 bakterijomis apdoroty grudy daigy
vidutinis ilgis sieké 8,4 cm, o tai 1,83 karto ilgesni daigai nei kontroliniai. Azotobacter 3 bakterijo-
mis apdoroty grudy daigy vidutinis ilgis panasus j Rhizobium ir Azotobacter 1 apdoroty griidy daigy

vidutinj ilgj — 8,61 cm, o tai 1,88 karto ilgesni daigai lyginant su kontrole. IS visy naudoty bakterijy
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maziausiai vidutiniam daigy ilgiui jtakos turéjo Azotobacter 4 bakterijos. Siomis bakterijomis apdo-

roty gridy daigy vidutinis ilgis buvo 7,43 cm, o daigai 1,62 karto ilgesni lyginant su kontroliniais
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3.6 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvie¢iy daigy auks¢iui. * zymi patikimg skirtumg tarp bak-
terijomis apdoroty ir kontroliniy daigy (p<0,05).

Bakteriniy preparaty, o taip pat komercinio preparato BactoFil jtaka kvie¢iy Sakny skaiciui pa-
teikta 3.7 paveiksle. Komercinis bakterinis preparatas BactoFil ir trys tiriamosios bakterijos turéjo
teigiamos jtakos apdoroty griidy Sakny skaiciui. Kontroliniai kvieéiai, kurie buvo apdoroti tik van-
deniu, vidutiniskai turéjo po 3,28 Saknies. Komerciniu bakteriniu preparatu BactoFil, Azotobacter 3
ir Rhizobium bakterijomis apdoroti griidai atitinkamai suformavo 3,8, 3,7 ir 4,1 Saknies. Lyginant su
kontroline kvie¢iy grupe, komerciniu bakteriniu preparatu apdoroti kvie¢iai suformavo 1,1 karto,
Azotobacter 3 1,1 karto ir Rhizobium 1,2 karto daugiau Sakny nei kontroliné kvie¢iy grupé. Dau-
giausia Sakny suformavo kvieciai, kurie buvo apdoroti Azospirillum bakterijomis, suformuoty Sakny
skaicius sieké 4,84 Saknies, o tai 1,5 karto daugiau Sakny, nei kontrolingje grupéje. Azotobacter 1 ir
Azotobacter 3 reikSmingo0s jtakos kvieCiy Sakny skaiciui neturéjo. Azotobacter 1 bakterijomis apdo-
roty kvie¢iy vidutinis Sakny skaicius sieké 3,4, 0 Azotobacter 4 bakterijomis apdoroty kvieéiy vidu-

tinis Sakny skaicius 3,3 Saknies.
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3.7 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvie¢iy Sakny skaiciui. * zymi patikimg skirtuma tarp bakte-
rijomis apdoroty ir kontroliniy daigy (p<0,05).

Bakteriniy preparaty jtaka kvie¢iy Sakny ilgiui pateikta 3.8 paveiksle. Komercinis bakterinis
preparatas BactoFil ir dar trys bakterijos — Rhizobium, Azotobacter 1 ir Azotobacter 3 turéjo teigia-
mga poveikj gridy Sakny ilgiui. Kontroliniy kvieciy vidutinis Sakny ilgis sieké 8,6 cm. Komerciniu
bakteriniu preparatu ir Azotobacter 3 apdoroty kvie¢iy vidutiniai Sakny ilgiai sutampa — 10,88 cm.
Lyginant su kontroline grupe, komerciniu bakteriniu preparatu ir Azotobacter 3 apdoroty kvieciy
Saknys buvo 1,26 karto ilgesnés. Rhizobium bakterijomis apdoroty kvie¢iy vidutinis Sakny ilgis sie-
ke 10,77 cm, o Saknys 1,25 karto ilgesnés nei kontroliniy kvie€iy Saknys. PrieSingai nei kituose
kviec¢io daliy (Sakny) matavimuose, Azospirillum bakterijos patikimo Sakny ilgio skirtumo neturéjo.
Azospirillum apdoroty kvie¢iy Sakny ilgis sieké 9,53 cm, o Siomis bakterijomis apdoroty Sakny ilgis
tik 1,1 karto ilgesnés nei kontroliniy kvie¢iy. Azotobacter 4 bakterijomis apdoroty kvieciy Sakny
vidutinis ilgis buvo artimiausias kontrolinei grupei ir sické 9,36 cm, o Saknys buvo ilgesnés tik 1,08

karto.
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3.8 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvieciy Sakny ilgiui. * Zymi patikimg skirtumga tarp bakterijomis
apdoroty ir kontroliniy daigy (p<0,05).

3.4 Kviefiy daiginimas Zemése

Tyrimui atlikti buvo naudojami vasariniai kvieciai, kurie buvo apdoroti komerciniu bakteriniu
preparatu ir penkiomis skirtingomis azota fiksuojan¢iomis bakterijomis. Bakterijos buvo uzaugintos
parinktoje joms optimalioje terpéje. 10 gramy kvieciy griidy buvo laikyta 100 ml terpés su bakteri-
jomis 30 minuc¢iy. Praéjus laikui, terpé buvo nupilta, o gradai eilémis iSdélioti ant zemiy. Gautos
eilés véliau buvo uzbarstomos Zemémis ir naudojant rankinj purkstuva apipurkstos 250 ml vandens.
Kiekviena imtis sudaryta i§ 100 daigy.

Bakteriniy preparaty jtaka kvie¢iy daigy auksciui pateikta 3.9 paveiksle. Nei komercinis bak-
terinis preparatas Bactofil, nei tiriamosios bakterijos patikimos ir reikSmingos jtakos apdoroty griidy
daigy aukséiui neturéjo. Tiek bakterijy preparatais apdoroty, tiek kontroliniy kvieciy daigy auksciai
buvo panasiis — kontroliniy daigy vidutinis aukstis sieké 14,99 cm, o komerciniu bakteriniu prepara-
tu ir bakterijomis apdoroty daigy vidutinis aukstis buvo nuo 14,55 cm iki 16,57 cm. Maziausi daigai
buvo imtyje, kuri buvo apdorota Rhizobium bakterijomis, didziausi daigai buvo komerciniu bakteri-
niu preparatu ir Azospirillum bakterijomis apdoroty daigy. Literatiros Saltiniuose nurodoma, kad
Azotobacter bakterijomis apdoroty kvie¢iy daigai, auge Zeméje, buvo aukstesni, varpos ilgesnés, o
gridy iSeiga didesné, palyginus su kontroline grupe [39]. Nustatyta, kad Azospirillum lipoferum pa-
sizymi dideliais fitohormony iSskiriamais kiekiais, kurie reikSmingai padidina augalo augima, taciau

tik maza dalis fiksuoto azoto yra perduodama i$ bakterijy kviec¢iams [40]. Taip pat nustatyta, kad
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Rhizobium bakterijomis apdoroti kvie¢iai neZenkliai duoda didesnj derliy, taciau zymiai padidéja

Siaudy iseiga [41].
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3.9 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvieciy daigy aukséiui.

Bakteriniy preparaty, o taip pat komercinio preparato BactoFil jtaka kvieciy Sakny skai¢iui pa-
teikta 3.10 paveiksle. Kontroliné grupé vidutiniSkai formavo 2,62 Saknies. Daugiausia Sakny sufor-
mavo gridai apdoroti Azospirillum ir Azotobacter 4 bakterijomis. Azospirillum bakterijomis apdoroti
griudai vidutiniSkai suformavo 3,65 Saknies, o Azotobacter 4 bakterijomis apdoroti griidai suformavo
3,82 Saknies, tai atitinkamai 1,4 karto ir 1,45 karto daugiau Sakny nei kontrolinéje kvieciy grupéje.
Vidutiniskai 3,14 ir 3,07 Saknies suformavo griidai apdoroti komerciniu bakteriniu preparatu ir Rhi-
zobium bakterijomis. Komerciniu bakteriniu preparatu apdoroti griidai suformavo 1,2 karto daugiau
Sakny, o Rhizobium bakterijomis apdoroti gridai 1,17 karto daugiau Sakny. Maziausiai Sakny sufor-
mavo Azotobacter 1 ir Azotobacter 3 bakterijomis apdoroti griidai. Azotobacter 1 bakterijomis apdo-
roti griidai suformavo 2,96 Saknies, Azotobacter 3 bakterijomis apdoroti griidai 2,88 Saknies. Azoto-
bacter 1 ir Azotobacter 3 bakterijomis apdoroti gridai atitinkamai suformavo 1,12 karto ir 1,1 karto

daugiau Sakny lyginant su kontroline grupe.
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3.10 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvie¢iy Sakny skaiciui. * zymi patikimg skirtumg tarp bakteri-
jomis apdoroty ir kontroliniy daigy (p<0,05).

Bakteriniy preparaty, o taip pat komercinio preparato BactoFil jtaka kvieciy Sakny ilgiui pa-
teikta 3.11 paveiksle Kontrolinés grupés vidutinis $akny ilgis sieké 7,74 cm. Ilgiausias Saknis turéjo
Azospirillum, Azotobacter 1 bakterijomis ir komerciniu bakteriniu preparatu apdoroti kviecio grudai.
Azospirillum, Azotobacter 1 ir komerciniu bakteriniu preparatu apdoroty griidy vidutinis Saknies
ilgis sieké atitinkamai 10,89, 10,8 ir 10,74, o tai 1,4 karto, 1,39 karto ir 1,38 karto ilgesnés Saknys
nei kontrolingje grupéje. Rhizobium ir Azotobacter 3 bakterijomis apdoroty gridy vidutiniai Sakny
ilgiai sieké 10,14 cm ir 9,82 cm, o tai atitinkamai 1,3 karto ir 1,27 karto ilgesnés Saknys nei kontro-
linés grupés kvieciy. I§ bakterijomis apdoroty griidy maziausias $aknis turéjo Azotobacter 4 bakteri-
jomis apdoroti grudai, vidutinis Sakny ilgis 9,66 cm, o tai 1,25 karto daugiau nei kontrolinés grupés
kvie¢iy. Literatiiroj Saltiniuose teigiama, kad Azotobacter bakterijomis apdoroty gridy Saknys taip

pat buvo pastebimai ilgesnés nei kontroliniy kvie¢iy [39].
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3.11 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvie¢iy Sakny ilgiui. * Zymi patikima skirtumg tarp bakterijomis
apdoroty ir kontroliniy daigy (p<0,05).

3.5 Lauko matavimai

Bakteriniais preparatais apdoroti kvieciy griidai buvo paséti j zeme 3 centimetry gylyje. Kvie-
¢iy daigy aukstis iSmatuotas praéjus ménesiui po sudygimo, po matavimy kvieciai pakartotinai api-
purksti bakteriniais preparatais. Kvieciai vél iSmatuoti pra¢jus ménesiui po to, kai buvo apipurksti.
IS viso tyrimas truko du ménesius. Bakteriniy preparaty itaka kvieciy daigy auksciui pateikta 3.12
paveiksle. Patikimy skirtumy tarp iméiy nenustatyta. Kontrolinéje grupéje vidutinis kvieciy aukstis
po 4 savaiciy buvo 24,8 cm, po 8 savaiiy 47,5 cm. Bakteriniais preparatais apdoroty kvieciy aukstis
pragjus 4 savaitéms po to, kai jie buvo apdoroti, aukstis kito nuo 25,3 cm iki 29,3 cm. Po keturiy
savaiciy auksciausi buvo Azospirillum bakterijomis apdoroti kvie¢iai — 29,3 cm. Pakartotinai api-
purksty kviec€iy aukstis po 8 savaiciy kito nuo 47,2 cm iki 51,2 cm. Auksciausi kvieciai buvo apdo-
roti Azotobacter 1 bakterijomis — 51,2 cm. Gauti rezultatai yra panasis, todél negalima teigti, kad
kazkuris bakterinis preparatas buvo pranasesnis uz kitus. Jtakos tyrimo rezultatams galéjo turéti ne-

palankios oro salygos.
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3.12 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvieciy daigy auksciui.

3.6 Bakterijuy antimikrobinis aktyvumas

Antimikrobiniam aktyvumui nustatyti buvo naudoti vasariniai kvie¢iai, kurie kaip ir ankstes-
niuose tyrimuose buvo apdoroti komerciniu bakteriniu preparatu BactoFil ir bakterijy kultGromis.
Kiekvienoje imtyje po 150 griidy. Gradai 100 ml stiklin¢lése su bakterijomis buvo laikomi po 30
minuciy pamaiSant kas keleta minu¢iy. Bakterijomis apdoroti griidai pincetu i8délioti ant Petri 1€ks-
teliy ir laikyti termostate 23 °C temperatiiroje 2 dienas. Praéjus dviem dienoms suskai¢iuojami gry-
beliu uzsikréte griidai, Petri 1€kStelés termostate laikytos dar tris dienas, kad biity galima fenotipiSkai
nustatyti grybelius.

Bakteriniy preparaty ir komercinio bakterinio preparato BactoFil jtaka kviecio mikroskopi-
niams grybeliams pateikta 3.13 paveiksle. Kontrolinéje grupéje grybeliu uzsikrété 68,6 % visy gri-
dy. I8 visy grybeliu uzsikrétusiy griidy pavyko identifikuoti Fusarium spp. Kontrolingje grupéje Fu-
sarium spp. grybeliu buvo uzsikréte 13,59 % grudy. Maziausiai grybeliu buvo uzsikréte griudai, ku-
rie buvo apdoroti Azotobacter 3 bakterijomis, uzsikrétusiy grudy dalis sudaré 32,7 %, o Fusarium
spp. 14,29 % nuo visy uzsikrétusiy gridy. Kiek daugiau grybeliu buvo uzsikréte griidai apdoroti
Azospirillum bakterijomis, uzsikrétusiy gridy dalis 42 %, o Fusarium spp. uzsikrété 15,87 % nuo
uzsikrétusiy gridy. Grybeliu uzsikrétusiy gridy procentiné dalis komerciniu bakteriniu preparatu,
Rhizobium ir Azotobacter 4 bakterijomis apdorotuose bandiniuose panasi, atitinkamai uzsikrété 46,7
%, 48 % ir 46 % visy giudy. Fusarium spp. atitinkamai buvo uzsikréte 12,86 %, 9,72 % ir 20,29 %

nuo grybeliu uzsikrétusiy griidy. Tyrimo metu i§ naudoty bakterijy maziausig antimikrobinj akty-
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vuma turéjo Azotobacter 1, o grybeliu buvo uzsikréte 53,3 % visy grudy. Fusarium spp. grybeliy

Sioje imtyje rasta 30 % nuo visy uzsikrétusiy grady.
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3.13 pav. Grybeliais uzsikrétusiy gridy skaiéiaus priklausomybé nuo apdorojimo bakterijomis.

Litertatiiroje nurodoma, kad atlikus bandymus su Azotobacte spp. bakterijomis, nustatytas $iy
bakterijy antimikrobinis aktyvumas. Nustatyta, kad bakterijos gamina antimikrobines medziagas,

teigiamai veikiancias pries Fusarium, Alternaria ir Trichoderma patogenus [39].

3.7 Bakteriniy preparaty jtaka kvieciy daigumui

Atlikus kiekvieng matavima, buvo suskaiCiuojama, kiek 1§ visy paséty sékly buvo daigios.
Bakteriniy preparaty jtaka kvieciy daigumui pateikta 3.14 paveiksle. Kontrolinése kvie€iy grupése,
kurios buvo pasétos j zeme ir suvyniotos j rulonélius, kvie¢iy daigumas atitinkamai buvo 73 % ir 68
%. DidZziausias daigumas nustatytas imtyje, kuri buvo apdorota Rhizobium bakterijomis ir paséta i
zemg, daigumas sieké 93 %. Tomis paciomis bakterijomis apdoroty kvieciy ir suvynioty j rulonelius
daigumas sieké 81 %. Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 bakterijomis apdorty kvieciy
griidy daigumas Zemé¢je buvo panasus, atitinkamai 89 %, 91 % ir 90 %. Tomis pafiomis bakterijo-
mis apdoroty ir j rulonélius suvynioty kvie¢iy gridy daigumas skyrési labiau ir atitinkamai buvo 78
%, 73 % ir 80 %. Azospirillum bakterijomis apdoroty ir j Zemg paséty kvieciy daigumas buvo 86 %,
o j rulonélius suvynioty gridy daigumas buvo 79 %. Komercinius bakteriniu preparatu apdoroty ir |
zemg paséty kvie€iy daigumas buvo 84 %, o 1 rulonélius suvynioty griidy daigumas 73 %. IS visy
naudoty bakteriniy preparaty kvieciai pras€iausiai dygo naudojant komercinj bakterinj preparata

BactoFil, taciau daigumas buvo didesnis nei kontrolinés grupés.

44



100

® Daiginti Zzeméje

Daiginti rulonuose

Kvie¢iy daigumas, %

Apdoroti bakterijomis

3.14 pav. Bakteriniy preparaty jtaka kvieciy griidy daigumui.

3.8 Bakteriju invertazinis aktyvumas

Tyrimo metu buvo nustatytas bakterijy esanciy mitybinéje terpéje, gridy apdoroty su bakteri-
jomis ir paséty j zemg, ir gridy apdoroty bakterijomis ir suvynioty j rulonus invertazinis aktyvumas.
Tyrimui Rhizobium bakterijos buvo augintos savaite¢ laiko, o kitos bakterijos (Azospirillum, Azoto-
bacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4) tris savaites. Gradai zeméje auginti 10 dieny, o rulonéliuo-
se 9 dienas. Po auginimo griidai surinkti (atskirti nuo Sakny ir daigy), i8dZiovinti krosneléje ir sumal-
ti maltinu. Taip paruosti griiddy bandiniai buvo skiesti ir naudoti invertaziniam aktyvumui nustatyti.
Invertazinis aktyvumas nustatytas pagal susidariusius reakcijos produktus — gliukozés ir fruktozés
misinj. Pirmiausia sudaryta gradavimo tiesé gliukozés ekvivalentui (3.15 pav.).
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3.15 pav. Gradavimo tiesé gliukozés ekvivalentui.
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Gauta gradavimo tiesés lygtis (y = 1.3339 x + 0.0243, R? = 0.9985) toliau naudota skaiGiavi-
muose.

Bakteriniy preparaty ir kvieciy griidy apdoroty bakteriniais preparatais invertazinis aktyvymas
pateiktas 3.16 paveiksle. Didziausig invertazinj aktyvuma turéjo Azospirillum bandiniai. Azospiril-
lum bandiniuose didziausig invertazinj aktyvumg turéjo grudai, kurie buvo daiginti zeméje — 0,63
AV/ml. Azospirillum bakterijy invertazinis aktyvumas 0,53 AV/ml, grudy sudaiginty rulonéliuose
invertazinis aktyvumas 0,34 AV/ml. Rhizobium bakterijy ir Rhizobium bakterijomis apdorotuose
bandiniuose (grudai zemése ir gradai rulonuose) invertazinis aktyvumas atitinkamai buvo 0,15
AV/ml, 0,04 AV/ml ir 0,16 AV/ml. Komerciniu biologiniu preparato BactoFil ir preparatu apdoroty
grudy Zemgje ir rulonuose invertazinis aktyvumas atitinkamai buvo 0,37 AV/ml, 0,18 AV/ml ir 0,05
AV/ml. Panasus invertazinis aktyvumas nustatytas tarp Azotobacter 3 ir Azotobacter 4. Bakterijomis
apdoroty griidy Zeméje ir rulonuose aktyvumas atitinkamai buvo: Azotobacter 3 — 0,09 AV/ml, 0,1
AV/m ir 0,12 AV/ml, Azotobacter 4 — 0,14 AV/ml, 0,1 AV/ml ir 0,22 AV/ml. Kontrolinio bandinio
ir Azotobacter 1 invertazinis aktyvumas maziausias: bakterijomis neapdoroty Zeméje ir rulonéliuose
sudaiginty griidy invertazinis aktyvumas 0,03 AV/ml ir 0,04 AV/ml, Azotobacter 1 bakterijy ir bak-
terijjomis apdoroty gridy Zemeje ir rulonélivose invertazinis aktyvumas atitinkamai sieke 0,025

AV/ml, 0,04 AV/ml ir 0,05 AV/ml.
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3.16 pav. Invertazinis aktyvumas bandiniuose
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3.9 Bakterijy proteazinis aktyvumas

Tyrimo metu buvo nustatyti bakterijy po auginimo mitybinéje terpéje, gridy apdoroty su bak-
terijjomis ir paséty j zemg, ir gridy apdoroty bakterijomis ir suvynioty j rulonus proteazinis aktyvu-
mas. Tyrimui Rhizobium bakterijos buvo augintos savaite laiko, o kitos bakterijos (Azospirillum,
Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4) tris savaites. Gridai Zeméje auginti 10 dieny, o rulo-
nélivose 9 dienas. Po auginimo griidai surinkti (atskirti nuo Sakny ir daigy) iSdziovinti krosneléje ir
sumalti maltinu. Taip paruosti griidy bandiniai buvo skiedziami ir naudojami proteaziniam aktyvu-
mui nustatyti. Proteazés suskaido kazeino peptidinius rysius, todél yra gaunamas laisvas tirozinas,
siu laisvu tirozinu ir susidaro mélynos spalvos chromoforai, kuriuos kiekybiskai galima nustatyti
naudojant spektrofotometra. Pirmiausia sudaryta gradavimo tiesé¢ L — tirozino ekvivalentui (3.17
pav.).
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3.17 pav. Gradavimo tiesé L — tirozino ekvivalentui.

Gauta gradavimo tiesés lygtis (y = 2.9407 x — 0.0006, R? = 0.9997) toliau naudojama skaicia-
vimuose proteazinio aktyvumo nustatymui. IS tiesés lygties paskai¢iuojama kiek mikromoliy tirozi-
no ekvivalenty i$laisvinama i§ kazeino per vieng minutg.

Bakteriniy preparaty ir kvieciy, apdoroty bakteriniais preparatais, proteazinis aktyvymas yra
pateiktas 3.18 paveiksle. Maziausias proteazinis aktyvumas buvo zeméje paséty ir j rulonélius suvy-
nioty gridy. Kontroliniy kvie¢iy uzauginty Zemé¢je proteazinis aktyvumas sieké 0,006 AV/ml, uzau-

ginty rulonéliuose — 0,005 AV/ml. Komerciniu biologiniu preparatu ir Rhizobium bakterijomis apdo-
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roty kvieciy ir bakterijy proteazinis aktyvumas labai panaSus. Kvie€iy uzauginty zeméje ir apdoroty
komerciniu bakteriniu preparatu proteazinis aktyvumas — 0,004 AV/ml, Rhizobium bakterijomis ap-
doroty kvieCiy proteazinis aktyvumas — 0,003 AV/ml. Komerciniu bakteriniu preparatu BactoFil
apdoroty kvie€iy ir sudaiginty rulonéliuose aktyvumas toks pat kaip ir Rhizobium bakterijomis apdo-
roty, ir rulonéliuose sudaiginty kvie¢iy — 0,009 AV/ml. Komercinio biologinio preparato ir Rhizo-
bium bakterijy proteazinis aktyvumas taip pat sutampa — 0,003 AV/ml. DidZiausig proteazinj akty-
vuma i§ zeméje sudaiginty kvieciy turé¢jo Azospirillum apdoroti kvieciai, o aktyvumas sieké 0,013
AV/ml. Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 bakterijomis apdoroty kvie¢iy sudaiginty ze-
meéje proteazinis aktyvumas atitinkamai buvo 0,008 AV/ml, 0,006 AV/ml ir 0,006 AV/ml. Didziau-
sig proteazinj aktyvuma i§ rulonéliuose sudaiginty kvie¢iy turéjo Azotobacter 1 bakterijomis apdoro-
ti kvie¢iai — 0,05 AV/ml, 2,5 karto mazesnj aktyvumg turéjo Azotobacter 3 bakterijomis apdoroti
kviec¢iai — 0,02 AV/ml. Azospirillum bakterijomis ir Azotobacter 4 bakterijomis apdoroty ir ruloné-
linose sudaiginty kvieciy proteazinis aktyvumas atitinkamai buvo 0,01 AV/ml ir 0,008 AV/ml. Tirty
bakterijy proteazinis aktyvumas buvo labai panasus ir svyravo nuo 0,001 AV/ml iki 0,004 AV/ml.
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3.18 pav. Proteazinis aktyvumas bandiniuose.

3.10 Bakterijy ureazinis aktyvumas

Tyrimo metu buvo nustatytas bakterijy, gridy apdoroty bakterijomis ir sudaiginty Zeméje, ir
gridy apdoroty bakterijomis ir sudaiginty rulonéliuose ureazinis aktyvumas. Rhizobium bakterijos
augintos savaite laiko, o Azospirillum, Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 augintos skys-

toje terpéje po tris savaites prie§ jomis apdorojant kviecio griidus. Bakterijoms hidrolizuojant kar-

48



bamidg yra gaunamas amoniakas ir anglies dvideginis. D¢l iSsiskyrusio amoniako karbamido hidro-

lizés metu, terpé tampa labiau Sarmine, o pH poky¢iai pastebimi fenolio raudonojo spalvos pokyciu

— Sviesiai oranzing terpés spalva tampa $viesiai rozine.

3.1 lentelé. Ureazinj aktyvumga turintys bandiniai.
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3.1 lenteléje matoma, kad ureazinj aktyvuma turéjo komercinis bakterinis preparatas BactoFil,

Azospirillum, Azotobacter 1, Azotobacter 3 ir Azotobacter 4 bakterijos, kurios buvo uznestos ant

standZios terpés ir Sviesiai oranzing terpés spalvg pakeité j Sviesiai rozing. Rhizobium bakterijos

ureazinio poveikio neturéjo, taip galéjo atsitikti dél to, kad bakterijy gyvybingumas jau buvo suma-

z¢jes. IS bandiniy, kurie buvo sudaiginti Zzemeéje po apdorojimo bakterijomis ureaziniu aktyvumu

pasizyméjo Azospirillum ir Azotobacter 4 bandiniai. I§ bandiniy, kurie buvo sudaiginti rulonéliuose

po apdorojimo bakterijomis, ureaziniu aktyvumu pasizyméjo tik Azotobacter 4 bandininys.
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4. REKOMENDACIJOS

Ateityje reikéty pakartoti lauko tyrimus, kuriy metu kvieciai po sudygimo biity nupurksti bak-
teriniais preparatais periodiSkai. Paskutinio matavimo metu reikéty iSmatuoti ir kvieciy Sakny ilgj,
suskaiciuoti kiek 1§ viso buvo Sakny.

Atlikus tyrima nustatyta, kad azotg fiksuojancios bakterijos daro teigiamg jtakg kvie¢iy daigy
ir Sakny ilgiui, bei Sakny skai€iui, kvie¢iy gridy daigumui, bakteriniais preparatais apdorota kvieciy
sékla pasizymi antimikrobiniu ir fermentiniais aktyvumais.

Remiantis mokslinémis Ziniomis nubraizyta principiné bakteriniy preparaty gamybos aparati-
riné schema (4.1 pav.). Pirmiausia gryna bakteriné kultira persé¢jama j Petri 1ékStel¢ su standZia ter-
pe kulttros patikrinimui. I§ Petri 1¢kstelés paimama viena gryna kolonija ir perkeliama j kultivavimo
kolba, kur bakterijos prisitaiko prie terpés ir yra pagausinamos. Kultiirai uZzaugus kultivavimo kolbo-
je, ji yra perkeliama ] mazo tiirio fermentatoriy i$ jo, kulttira yra perkeliama i gamybinj fermentato-
riy, kurio talpa yra didelé. Kultiirai sunaudojus maistines medziagas ji yra paimama siurbliy ir iSpils-

toma j buteliukus. Buteliukai sandéliuojami ir paruoSiami pardavimui.
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~_
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4.1 pav. Principiné bakteriniy preparaty gamybos aparatiiriné schema. 1 — gryna bakteriné kultiira, 2 —
kultiiros perséjimas j Petri IékSteles kulttiros patikrinimui, 3 — Kultivavimo kolba, 4 — fermentatorius inoku-
liantui, 5 — biomasés auginimo fermentatorius, 6 — i§ fermentatoriaus paimtas skystis, 7 — padaugintos kulta-

ros buteliavimas. 8 — paruosto produkto sandéliavimas.
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ISVADOS

1. Rhizobium leguminosarum tinkamiausia mitybiné terpé buvo su 5 g/l mieliy ekstrakto
ir 15 g/l manitolio. Azotobacter vinelandii tinkamiausia mitybiné terpé buvo su 20 g/ manitolio.
Azotobacter chroococcum tinkamiausia mitybiné terpé buvo su 20 g/l manitolio. Azotobacter vine-
landii 1 tinkamiausia mitybiné terpé buvo su 5 g/l gliukozés ir 5 g/l manitolio.

2. Bakteriniy preparaty ir bakteriniais preparatais apdoroty kvieciy gridy invertazinis
aktyvumas zémeje, rulonélivose atitinkamai buvo: 0,05 — 0,53 AV/ml, 0,04 — 0,63 AV/ml ir 0,04 —
0,34 AV/ml. Bakteriniy preparaty ir bakteriniais preparatais apdoroty kvie¢iy griidy proteazinis ak-
tyvumas Zémeje, rulonélivose atitinkamai buvo: 0,001 — 0,004 AV/ml, 0,004 — 0,013 AV/ml ir 0,008
— 0,05 AV/ml. Ureaziniu aktyvumu pasizyméjo visi bakteriniai preparatai iSskyrus Rhizobium legu-
minosarum bakterijas. Ureazinj aktyvuma turéjo Azotobacter vinelandii 1 apdoroti bandiniai pasétj j
Zemés bei suvynioti j rulonélius. Azospirillum lipoferum bakterijomis apdoroti kvieciai ir suvynioti j
rulonélius taip pat tur¢jo invertazinj aktyvuma. IS kontrolinés grupés mikroskopiniais grybeliais uz-
sikrété 68,7 %, 0 bakteriniais preparatais apdoroty grupiy uzsikrétimas grybliu kito nuo 32,7 % iki
53,3 %.

3. Bakteriniais preparatais apdoroty kvieciy daigumas Zzeméje buvo geresnis 11 — 20 %
lyginant su kontroline grupe. Bakteriniais preparatais apdoroty kvie¢iy daigumas rulonéliuose buvo
geresnis 5 — 13 %. Bakteriniais preparatais apdoroty ir j rulonélius suvynioty kvieciy daigai buvo 1,6
— 2,6 karto ilgesni, Saknys 1,1 — 1,26 karto ilgesnés ir formavo iki 1,5 karto daugiau Sakny nei kont-
roliné kvie¢iy grupé. Bakteriniais preparatais apdoroty ir j Zem¢ paséty kvieciy daigai buvo 1,1 kar-

to ilgesni, Saknys 1,2 — 1,4 karto ilgesnés ir formavo iki 1,45 karto daugiau Sakny.
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PADEKOS

Dékoju dr. Daliai CiZeikienei uz parapintus bakterinius preparatus, idéjas, pastabas ir suteiktas

konsultacijas raSant darba.
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