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Anotacija

Straipsnyje pateikiami 1989-2012 m. Vytauto DidZiojo universiteto Kauno botanikos
sode atlikty dekoratyviniy augaly rizosferos mikroskopiniy gryby jvairovés tyrimai.
Mikroskopiniai grybai buvo iSskirti taikant biologin; gryny kultiiry iSskyrimo metoda.
Analitiniu—teoriniu metodu atlikus Kauno botanikos sode auginamy dekoratyviniy augaly
rizosferos mikologinius tyrimus, nustatyta gryby komplekso priklausomyb¢ nuo augalo risies,
buklés, aplinkos salygy.

Raktiniai Zodziai: dekoratyviniai augalai, mikroskopiniai grybai, rizosfera.

Ivadas

Siuolaikinés technologijos leidzia gilintis j organizmo vidine sandara, funkcijas,
struktiirg. Dél polimorfizmo, greito dauginimosi, gebéjimo jsisavinti jvairius substratus,
mikroorganizmai tapo patogiu molekulinés biologijos, biotechnologijos, biomedicinos ir kt.
tyrimo objektu (Lugauskas ir kt., 2003; Jankevicius, Liuzinas, 2007). Pagrindiné terpé¢, kurioje
gyvena mikroorganizmai: heterogeninis substratas — dirvozemis bei vanduo.

1960 m. vadovaujant dirvozemio mikrobiologijos tyrimy pradininkui Lietuvoje, prof.
A. Lugauskui buvo pradéti Vilniuje Botanikos institute augaly rizosferos gryby jvairovés ir
praktinio pritaikymo tyrimai (Lugauskas, 2012), o 1989 m. Vytauto Didziojo universiteto
Kauno botanikos sode pradéti dekoratyviniy augaly rizosferos tyrimai (Stankeviciené, 2016).

Augaly buklé didele dalimi priklauso nuo mikrobiologiniy procesy vykstanciy jy
aplinkoje (Stankeviciené, Lugauskas, 2007). Mikobiotos ir kity organizmy santykiai nuolat
kinta, juos salygoja organizmy biologiniai savitumai, aplinkos veiksniai. Gamtoje nuolat
funkcionuojanciy gryby riiSiy pazinimas, jy veiklos reguliavimo galimybiy paieska yra svarbi
moksliné ir praktiné problema (Lugauskas, 2003).

Darbo tikslas — apibendriti dekoratyviniy augaly rizosferos mikologinés biklés
tyrimus Lietuvoje.

Metodika (metodai)

1989-2012 m. Vytauto DidZiojo universiteto Kauno botanikos sode (VDU KBS) buvo
atlieckami dekoratyviniy augaly rizosferos mikroskopiniy gryby jvairovés tyrimai.

Tyrimo objektas. VDU Kauno botanikos sodo oranzerijoje ir lauko kolekcijose augantys
dekoratyviniai augalai.

Meéginio paruosimas. Eminiai imami i§ 4 augalo rizosferos viety ir dedami j
polietileninius maiSelius (konteinerius) su etikete (émimo vieta, laikas, pastabos). Atliekant Siuos
darbus bitina laikytis sterilumo: 96% stiprumo spiritu dezinfekuoti jrankius. Siekiant paimti
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éminj i§ gilesniy rizosferos sluoksniy (iki 50 cm), naudojamas kiauraviduris zondas su atviru per
visg ilgj Sonu. Méginiai analizuojami tg pacia dieng, o nesant galimybei jie laikomi Saldytuve prie
4 °C ir analizuojami po 14 pary (ne véliau).

Terpés paruosimas. | sterilias kolbas (ne daugiau 0,5 talpos) pripilti pirmo varymo
nealkoholinés bemielés alaus misos, atskiestos steriliu distiliuotu vandeniu iki 7% cukringumo
(matuoti sacharometru). Jdéti 25 g agaro j 1 1 vandens. Kaitinti autoklave 0,5 val. prie 0,5 atm
(arba kaitinimo spintoje 112 °C temperatiiroje 0,5 val.). Siuo metu galima jsigyti paruosty terpiy
supilstyty i kolbas arba j Petri 1éksteles.

Pasiruosimas gryby gryny kultiry isskyrimui. Gryby kultiry iSskyrimas atlieckamas
taikant biologinj gryny kulttry i$skyrimo metoda, laikantis sterilumo. Jungtinis (vienas) bandinys
sudaromas i§ 4 gerai sumaiSyty éminiy, paimty i§ numatyty tirti augaly Saknyno zonos viety. Po
to kiekvieno bandinio analizé atlickama trimis pakartojimais, taikant nuplovimo — praskiedimo
metoda. 10 g susmulkinto dirvoZzemio suberiama j 100 ml sterilaus distiliuoto vandens kolbg. Ji
intensyviai purtoma 15 min. I$ gautos suspensijos ruoSiama skiedimy serija iki 10 000 (Sis
skiedimas yra optimalus dekoratyviniy augaly rizosferos tyrimams). PasiruoSiama kiekvienam
bandinio pakartojimui po 3 mégintuvelius su 10 ml sterilaus distiliuoto vandens: j pirmajj
meégintuvel] jpilame 1 ml suspensijos 1§ kolbos. Siekiant duomeny tikslumo suspensija Siame
mégintuvelyje sumaiSoma, t.y. tris kartus neiStraukiant pipetés jtraukiama j pipete ir keiCiant jos
panardinimo gylj iSpilama. Po to 1 ml perneSamas i§ Sio mégintuvelio j antrg mégintuvely, o 1§ jo
— ] trecia, atliekant juose sumaiSymo procediirg.

Gryby kolonijy auginimas drégny kamery biidu. 1 ml suspensijos 1§ tre¢io mégintuvélio
supilama ] Petri l¢kstele ir sukamuoju judesiu iSsklaidoma. Uzpilama 10 ml agarizuotos,
atvésintos iki 30—40 °C (prilietus prie kiino Silta), i§lydytos terpés. Taip paruoSiamos 4 léksteles
(pakartojimai). Palaukiama, kol gerai sustings terpé, o po to apvertus lékstele paséliai dedami |
termostatg. Léksteles apversti dugnu j virSy biitina, kad susikaupgs kondensatas netrukdyty augti
grybui. Pasé¢liai 5—7 paras inkubuojami termostate 26+2 °C temperatiiroje, tamsoje.

Gryby kolonijy apskaita. Jei 1eksteléje iSauge daug kolonijy, reikia markeriu ant apatinés
lekstelés pusés pazyméti atskirus plotus, o véliau susumuoti juose esanciy kolonijy skaiciy.
Skaiciuoti atidziai ir i$ lekStelés virSaus, ir i§ apacios.

Gryby prady skaiciaus nustatymas. Nustatomas absoliu¢iai sausas svoris. Kiekvieno
éminio atsveriama po 1 g. Atviruose biuksiukuose jie kaitinami 10542 °C temperatiroje iki
pastovaus svorio 0,0001 tikslumu. ISémus 1§ kaitinimo spintos biuksiukus reikia uzdengti ir déti
1 eksikatoriy (kad neprisigerty drégmés i$ oro) ir sverti. Prady skaiCius 1 g absoliuciai sauso svorio
substrate (a) apskai¢iuojamas pagal formule:

a=bcd/e, Cia: b — vidutinis kolonijy skaicius léksteléje; ¢ — skiedimas i§ kurio atliktas
s¢jimas (10000); d — suspensijos kiekis pasétas j Petri lékstele (1 ml); e — absoliuciai sauso
dirvozemio svoris, paimtas analizei.

Gryby risiy identifikavimas. VDU KBS kolonijos buvo iSgrynintos iki monokultiiros ir
identifikuotos pagal kulttirinius ir morfologinius pozymius auginant ant salyklo ekstrakto agaro
terpés su antibiotiku (250 mg/l — chloamfenikolio, streptomicino ar kt.). Iskilus neaiSkumams
identifikuojant grybus, dar galima auginti sintetinéje Capeko ir kukuriizy ekstrakto terpése.
Botanikos instituto Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje (véliau FTMC Chemijos institute) buvo
atlickamas gryby riisiy identifikavimas. Morfologiniai pozymiai tirti Sviesinés mikroskopijos
metodais. Gryby riiSys identifikuotos vadovaujantis jvairiy autoriy (Domsch et al., 1980; Ellis,
1971; 1976; Ramirez, 1982; Lugauskas ir kt., 2002 ir kt.) apbiidintojais. Kiekvieno tirto objekto
vyraujancioms tipiSkoms gentims ir ri$ims nustatyti apskaiCiuotas aptinkamumo daznis
(procentiné¢ iSraiSka santykio tarp pavyzdZiy, kuriuose aptikta grybo rusis ir i§ viso tirty pavyzdziy
skai€ius) ir populiacijos tankio (procentine iSraiSka santykio tarp tam tikros grybo ruSies izoliuoty
ir i§ viso aptikty izoliuoty skaiciaus) (Mupunsk, 1988).
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Grybai sistematiSkai aprasyti pagal D. L. Haksworth ir kt (1995), jy vardai apraSyti
pagal interaktyvy sgvada ' www.indexfungorum.org.

Rezultatai

VDU KBS dekoratyviniy augaly rizosferos mikobiotos tyrimai pradéti 1989 m.
Tyrimams vadovavo dirvozemio mikologijos Lietuvoje pradininkas prof. A. Lugauskas
(Botanikos institutas). Pradzioje tyrimo objektas buvo tikrasis gvazdikas, po to interjere
auginami augalai, lauko kolekcijose auginami dekoratyviniai augalai su pazeista antzemine

dalimi ir t.t. Rezultatai pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Mikroskopiniy gryby jvairové dekoratyviniy augaly rizosferoje, 1989-2012 m.
Table 1. Fungal diversity of ornamental plant rhizosphere, 1989-2012

Tyrimo objektas (literatiira)

Rezultatai

1989-1993 m. — tikrojo gvazdiko veislé 'Red Sim'
(Dianthus caryophyllus L. 'Red Sim")

(Grincevi¢iené,  Lugauskas, 1993;  SnieSkiené,
Stankeviciené, 1997, Stankeviciené, 2000;
Stankeviciené et al., 2006; JIyrayckac u ap., 1991)

Identifikuota 138 riiSys, 43 gentys. RiSiy jvairové
vegetacijos metu mazéjo, o didéjo atskiry risiy
aptinkamumo daznis. Antroje vegetacijos puséje
buvo aptinkami patogeniniy gryby pradai: Fusarium
spp. — 2,33-6,98%, o pacioje vegetacijos pabaigoje
5,88-47,06%; Verticillium spp. 2,33-23,53%;
Sclerotinia sp. - 10,37-23,26%; Botrytis
cinerea—3,51-11,76%

1991 m.— antagonisto Trichoderma viride Pers. poveikis
tikrojo  gvazdiko Sakny patogenams (Fusarium
oxysporum Schltdl., F. solani (Mart.) Sacc., Umbelopsis
isabellina (Oudem.) W. Gams (sin. Mortierella
isabellina), Verticillium albo-atrum Reinke &

Berthold). (Grinceviéiené, Snieskiené, 1993;
Stankeviciené, 2000; Stankeviciené, Lugauskas, 1999;
Stankeviciené, Snieskiené, 2003; CHelikene,

I'punusgBuyene, 1991)

Augaly, | kuriy substrata buvo jterpta grybo
antagonisto pradai buiklé pastebimai buvo geresné.

1997-2012 m. — vazonuose auginami dekoratyviniai
augalai (Stankeviciené ir kt., 1999).

Pradéjus | Lietuvg jvezti jvairius interjero
dekoratyvinius augalus, didele dalj jy sudaré
Silkmediniy $eimos (Moraceae) Ficus L. augalai.

1997-2008 m. — trijy adaptacijos grupiy augalai auginti
optimaliomis ir nepalankiomis salygomis
(Stankeviciene et al., 2008; 2009; Stankeviéiené,
Lugauskas, 2003a, b; Stankevi¢iené, Snieskiené, 2010,
2010a;  Stankevitiené,  Varkulevi¢iené, 2006a;
Cuemkene wu jp., 2004; 2006; Stankeviciené,
Lugauskas, 2007).

Ypatingai  dekoratyviis  augalai: Dizygotheca
elegantissima (Veitch.). Vig. et Guillaumin ir Schefflera
arboricola (Hayata) Merr. (Stankeviciené ir kt., 2010).
Ivairiy taksonominiy grupiy augalai: Dieffenbachia,
(Snieskiené, StankeviGiene, 1999); Bromeliaceae
(Stankeviciené, 2007; Varkulevi€iené, Stankeviéiené,
2005), Agavaceae (StankeviCiené, Lugauskas, 2001;
Stankeviciené et al., 2003; Stankeviciené ir kt., 2000),
Dracaena  (Stankevicieng, Snieskiené,  2011),
Marantaceae (Varkulevi¢iené, Stankeviciené, 2004).

Silpstant augalui, patogeny veikla suintensyvéja.
IStyrus 46 taksonus sunkios, 26 — vidutini$kos, 25
lengvos adaptacijos augalus, juy rizosferoje
dominavo Fusarium spp., Pythium spp., Verticiliium
spp. grybai. Vriesea splendens  (Brongn.)
Lem.(sunkios adaptacijos) rizosferoje identifikuotos
gryby 55 rasys, 22 gentys ir 4 rasys, 16 genciy
anamorfiniy.

Identifikuota 33 riisiy, 15 genc€iy grybai-saprotrofai
ir patogenai: Pythium spp., Rhizoctonia sp.,
Sclerotinia sp., Myrothecium sp.

Nustatyta, kad gryby kompleksai Saknyno zonoje
skyrési tarpusavyje, t.y. Sakny metabolitai jtakojo
gryby jvairove rizosferoje.

1999-2007 m. — augalai augantys penkiose oranzerijos
sekcijose (atograzy — 18 éminiy, drégnyjy atograzy — 15,
dykumy-pusdykumiy — 14, Siltyjy paatograziy — 11,
vésiyjy paatograziy — 10 éminiy) (Stankeviciené, 2008;
Stankeviciené, Lugauskas, 2006, 2008)

Identifikuota 115 risiy, 36 gentys, 3 Seimos, 3 eilés,
3 klasés, 3 skyriai ir anamorfiniai: 94 rasys, 30
genciy. maziausiai riisiy i$skirta vésiyjy paatograziy
sekcijoje (43), daugiausiai drégnyjy atograzy (58).
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2002 m. — skirtingy ekologiniy poreikiy augalai
(Hibiscus rosa-sinensis, Ficus elastica, Cyclamen
persicum, Euphorbia trigona): 6 ménesius augo
optimaliose salygose, substrate prisotintame létai
tirpstan¢iy maisto medziagy (Stankeviciené ir kt., 2008;
Stankeviciené, 2012).

Prady skaicius buvo atvirksciai proporcingas maisto
medziagy kiekiui, t. y. senkant maisto medziagy
atsargoms, daugéjo gryby prady skaicius Saknyne.
Identifikuota 82 riisys, 30 genciy, 3 Seimos, 1 klasés,
1 skyriui ir anamorfiniai grybai: 71 raisis, 24 gentys.

2010 m. — daugiameciai arekiniy Seimos (Arecaceae)
augalai, augantys ilgai nekeiciant substrato (iki 20—40
mety) (Stankeviciené, Lugauskas, 2011;
Varkuleviciené, Stankeviciené, 2011).

Identifikuota 47 rusys, 26 gentys gryby; dominavo:
Mucor (50%), Mortierella (35,4%), Trichoderma
(35,4%), Aspergillus (33,3%) ir Penicillium (23%).
Nedidelis aptinkamumo daznis (nuo 2,1 iki 22,9%).

2008-2010 m. —ruosiamo komposto mikobiotos analizé
(Stankeviciené, 2013)

Ivairové nedidelé: 21 rusis, 13 genciy, o vyravo, kaip
jprasta substratuose Penicillium spp. — 5 rasys

2006-2009 m. — augalai su paZeista antzemine
dalimi — sumedéje (Abies balsamea, Picea sp., Thuja
sp., Rhododendron spp.) ir Zoliniai (Dahlia sp., Paeonia
spp.)  (Stankevi¢iené,  SnieSkiené, 2010b, c;
Stankevic¢iené  ir  kt., 2010; Stankeviciené,
Varkuleviciené, 2006b; VarkuleviCiené, StankeviCiené,
2006).

Paeonia lactiflora x hibridus hort veislés 'Virgilijus' ir
'Darius-Girénas'

Identifikuoti grybai priklausantys 62 rasims, 26
gentims, 5 Seimoms, 4 eiléms, 3 klaséms bei 3
skyriams ir anamorfiniy grybai: 20 genciy, 54 rusys.

Aptikti patogenai: Fusarium oxysporum bei Botrytis
cinerea (pavojingas bijino pazeidéjas).

2010-2012 m. - intensyviai plintantis Europoje
agresyvus patogenas (Phytophthora spp.):
Rhododendron sp., Pieris sp., Alnus glutinosa rizosfera
(Snieskiené ir kt., 2012; Vitas et al., 2012)

Genominés DNR, iSskirtos i§ dirvoZzemio,
koncentracija (svyravo nuo 5,8 iki 10,0 ng/ml),
patvirtino, kad S$iy augaly Saknyno zonoje yra
Phytophthora spp. pradai.

Analitiniu — teoriniu metodu atlikus 1989-2012 m. VDU KBS auginamy dekoratyviniy
augaly rizosferos mikologinius tyrimus, nustatyta priklausomybé nuo augalo riiSies, biiklés, aplinkos
salygy. Nustatyta, kad daugiameciy augaly (Dianthus caryophyllus) vegetacijos eigoje gryby risiy
jvairové mazgjo, o did¢jo aptinkamumo daznis. IStyrus trijy adaptacijos grupiy augaly auginimo
salygy jtaka (auginti optimaliomis ir nepalankiomis sglygomis) nustatyta, kad silpstant augalui,
patogeny veikla suintensyvéja. IStyrus 46 taksonus sunkios (Bromeliaceae seimos augalai, Maranta
spp., Dierffenbachia spp., Spathiphyllum spp. ir kt. ), 26 — vidutiniskos (Echeveria sp., Ficus spp.,
Scheflera spp. ir kt.) ir 25 lengvos adaptacijos (Yucca sp., Dracaebna spp., Agave spp. ir kt.) augalus,
dominavo Fusarium spp., Pythium spp., Verticillium spp. grybai. Vriesea splendens (Brongn.)
Lem.(sunkios adaptacijos) rizosferoje identifikuota 55 rtiSys, 22 gentys gryby ir 4 riisys, 16 genciy
anamorfiniai grybai. Atlikus maisto medziagy jtaka rizosferoje funkcionuojantiems grybams
nustatyta, kad skirtingy ekologiniy poreikiy augaly (Hibiscus rosa-sinensis, Ficus elastica,
Cyclamen persicum, Euphorbia trigona) rizosferoje prady skai¢ius buvo atvirk$¢iai proporcingas
maisto medziagy kiekiui, t. y. senkant maisto medziagy atsargoms, daugéjo gryby prady skaicius
Saknyne. 6 ménesius auginti optimaliomis sglygomis augalai, kuriy substratas buvo prisotintas l¢tai
tirpstan¢iy maisto medziagy, identifikuota 82 r@iSys, 30 gen€iy grybai priklausantys 3 Seimoms, 1
klasei, 1 skyriui ir anamorfiniai grybai: 71 rasis, 24 gentys. Tiriant Arecaceae Seimos augalus
nustatyta, kad ilgalaikis auginimas, nekeiCiant substrato, salygoja augaly Sakny metabolity
itakag — maz¢ja jvairove, dominuoja riiSys, budingos tai augalo rusiai. Patogeniniy gryby pradai
aptinkami dar augalui esant geros buklés. Lauko kolekcijose auganciy augaly (Abies balsamea,
Picea sp., Thuja sp., Rhododendron spp., Dahlia sp., Paeonia spp.) su antzeminés dalies
pazeidimais, Saknyno zonoje aptikti patogenai: Fusarium spp., Botrytis cinerea, Phoma exiqua ir kt.

Jau 2003 m. prof A. Lugauskas nuogastavo, kad atlickama maziau dirvoZemio
mikroorganizmy tyrimy, be kuriy sunku jvertinti procesus, kurie vyksta rizosferoje veikiant
jvairiems antropogeniniams veiksniams (Lugauskas, 2003). Siuo metu Lietuvoje dekoratyviniy
augaly rizosferos tyrimai neatliekami.
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ISvados

1989-2012 m. analitiniu — teoriniu metodu atlikus Vytauto DidZiojo universiteto Kauno

botanikos sode auginamy dekoratyviniy augaly rizosferos mikologinius tyrimus, nustatyta
rizosferos mikobiotos priklausomybé nuo augalo riiSies, buklés, aplinkos salygy. Nustatyta, kad
daugiamec¢iy augaly (Dianthus caryophyllus) vegetacijos eigoje gryby rasiy jvairové mazéjo, o
didéjo aptinkamumo daznis. Ilgalaikis auginimas, nekeiciant substrato, salygoja stiprig augaly
Sakny metabolity jtaka — mazéja gryby rusiy jvairové, dominuoja riisys, budingos augalo riisiai.
Patogeniniy gryby pradai aptinkami dar augalui esant geros buklés. Lauko kolekcijose auganciy
augaly (Abies balsamea, Picea sp., Thuja sp., Rhododendron spp., Dahlia sp., Paeonia spp.) su
antzeminés dalies pazeidimais, rizosferoje aptikti patogenai: Fusarium spp., Botrytis cinerea,
Phoma exiqua ir kt.
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METHODS AND RESULTS OF ISOLATION OF MICROSCOPIC FUNGI FROM
THE RHIZOSPHERE OF ORNAMENTAL PLANTS
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Summary

Article presents the research data of microscopic fungi studies on rhizosphere of
ornamental plants, carried out during 1989-2012 at Kaunas Botanical Garden of Vytautas Magnus
University. Microscopic fungi were isolated by applying biological isolation method of pure
cultures. The dependence between plant species, status, environmental conditions were assessed
using analytical-theoretical research method during the mycological study (1989-2012) on
rhizosphere of ornamental plants grown at Kaunas Botanical Garden of Vytautas Magnus
University. Study disclosed the decreasing variety of fungi species and increasing detection
frequency during vegetation stage of perennial plants (Dianthus caryophyllus). The long term
growth at one substrata results plant root metabolite — diversity decreases, prevail species specific
to species of this plant. The rudiments of pathogenic fungi are detected while the plant is still
healthy. At the root zone of plants with over ground injuries (Abies balsamea, Picea sp., Thuja sp.,
Rhododendron spp., Dahlia sp., Paeonia spp.) grown at the outdoor collections there were detected
pathogens: Fusarium spp., Botrytis cinerea, Phoma exiqua, etc.
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