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I1$radimas priklauso mikrobiologijos, biotechnologijos sritims, butent mikroorganizmy kamienams,
slopinantiems fitopatogeniniy mikroorganizmy vystymasi, jy gavimo bldui ir gali buti panaudotas organiniy
medziagy utilizacijai, augaly apsaugai nuo ligy sukéléjy ir kt. Trichoderma harzianum C82-93 kamienas,
slopinantis fitopatogeniniy mikroorganizmy vystymasi gamtiniuose substratuose (deponuotas Botanikos
Instituto Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje, LT, kolekcijos Nr. C82-93) gautas i§ Kauno botanikos sode
esandiy durpiy, naudojamas pagreitinti komposto ruosima, tam Trichoderma harzianum C82 kamieno biomase
augina laboratorinémis salygomis, po to ruoia uzaugintos grybo biomasés vandening suspensijg, i§ anksto
paruodta apie 2-3 m® substrata uzkreia grybu, po to substrata permaio, esant natiiralioms salygoms, palaiko
jo drégme ir temperatiira, tinkamg daugintis grybui, kol grybas kolonizuoja visa substrata, paruosta uzkrata
(substratg) santykiu apie 1:3 sumai$o su paruosta kompostavimui mase ir natiiraliomis sglygomis, tinkamomis
grybui daugintis, paruo$ia naudojimui tinkama komposta. Paruodtas kompostas naudojamas augaly apsaugai
nuo ligy sukéléjy, slieky auginimui, dirvos tesimui.
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ISradimas priklauso mikrobiologijos, biotcchnologijos sritims, blitent mikroorganizmy
kamienams, slopinantiems fitopatogeniniy mikroorganizmy vystymasi, jy gavimo
bidui ir gali biiti panaudotas organiniy medziagy utilizacijai bei utilizacijos proceso

pagreitinimui.

Zinomas Trichoderma viride BKM F-2636]1 kamienas, apraSytas TSRS a.l. Nr.260370
iSradimo apraSyme (deponuotas mikroorganizmy kolekcijoje ITymuno, Mockosckas
o61). Sis kamienas yra sintetiniy polimeriniy medzZiagy biodestruktorius
ekstremaliomis salygomis, skirtas, pavyzdZiui, patikrinti naudojamy medzZiagy
atsparuma mikroorganizmy poveikiui kosmoso salygomis, taciau yra neefektyvus

gamtiniy substraty destruktorius.

Zinomas Trichoderma viride BKM F-2904]1 kamienas, aprasytas TSRS a.l. Nr.291054
1Sradimo apraSyme (deponuotas mikroorganizmy kolekcijoje ITywnro, Mockosckas
o6n). Sis kamienas yra sintetiniy polimeriniy medziagy biodestruktorius
ekstremaliomis sglygomis, skirtas, pavyzdziui, patikrinti naudojamy medzZiagy
atsparumg mikroorganizmy poveikiui kosmos\d salygomis, taiau yra neefektyvus

gamtiniy substraty destruktorius.

Zinomi Trichoderma polysporum ATCC 20852 ir Trichoderma viride ATCC 20853
kamienai, apraSyti JAV patento Nr. 5 192 686 iSradimo apraSyme (deponuotas
American Type Culture Collection), naudojami augaly rizosferos apsaugai nuo Sakny

ligy sukeléjy.

Siy kamieny esminis trikumas - siauras antibiotinio veikimo spektras ir gana ribota

panaudojimo sritis.
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Artimiausias savo veikimu sililomam kamienui yra Trichoderma viride M10
(“Moldova”) kamienas, pasiZzymintis antibiotiniu aktyvumu. Sio kamieno pagrindu
Kedainiy biochemijos gamykla gamino biopreparata “Trichoderminas”, kurj naudojo

augaly apsaugai nuo ligy.

Sio kamieno pagrindinis trikumas - nedidelis jo fermentinis ir antibiotinis aktyvumas,
del $iy savybiy kamieno panaudojimo sfera yra siaura. Kamienas silpnai utilizuoja

organines atliekas.

ISradimo tikslas - i8skirti kamiena, kuriam biidingas didesnis fermentinis ir antibiotinis
aktyvumas, igalinantis praplésti jo panaudojimo sfera, biitent slopinti fitopatogeniniy

mikroorganizmy vystymasi ir pagreitinti organiniy medziagy utilizacija.

Sitdlomas mikroorganizmo kamienas buvo iSskirtas i§ Kauno Botanikos sode esanéiy
durpiy. Isskyrimo biidas apima durpiy vandeninés suspensijos paruoima, paruostos
durpiy suspensijos uzséjima ant agarizuoty alaus misos ir Capeko terpiy, naudojamy
grybo populiacijos iSgryninimui ir monosporinés kultiiros i§skyrimui, grybo kultiiros
auginimg termostate 26 + 2°C temperatiroje apie 3eSias paras ir kamieno
identifikavima pagal kultirinius ir morfologinius poZymius, naudojant M.A. Rifai

klasifikacija.

Kamienas deponuotas Botanikos instituto -Biodestruktoriy tyrimo laboratorijos

mikroorganizmy kolekcijoje, kolekcinis numeris C82-93.

SiGlomas mikroorganizmo Trichoderma harzianum C82-93 kamienas auginant ant

skirtingy terpiy pasizymi Zemiau i$vardintomis savybémis.

Agarizuota alaus misos terpé. Kamieno kolonijos auga labai greitai, po trijy pary

augimo jgyja 9 cm diametrg . Sporuliuojanéio grybo kolonijos pavirsius tampa panasus
| tamsiai Zalios spalvos tankig veléng, kuria sudaro susijung¢ puriis gumuléliai. Orinis
micelis yra neauk3tas. Apatiné kolonijos pusé - bespalvé. Kultiiros kvapas specifinis,

primena kokoso kvapa.
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Agarizuota Capeko mineraliné terpé. Kamieno kolonijos auga lé¢iau ir 9 cm diametrg

igyja po 4-5 pary augimo. Sporuliucjanéios zonos sudaro koncentriskus ratus. Laikui
bégant, sporuliuojanéiy zony spalva nuo $viesiai Zalios pasikei¢ia | ryskiai Zalia, o
veliau | tamsiai Zalig. Kolonijos centriné dalis islieka $viesiai Zalios spalvos. Apatiné

kolonijos pusé - bespalvé.

Agarizuota bulviu - sacharozés terpé. Kamieno kolonijos auga greitai, gausus orinis

micelis. Konidijos susidaro 3-ojoje augimo paroje. Perséjant padidéja kultdriniy-

morfologiniy savybiy kintamumas.

Grifai septuoti, i$siSakojg, lygiasieniai, bespalviai, 1,5-12 p skersmens. Soninés 3akelés

dazniausiai i$sidésCiusios grupémis po 2-3.

Fialidés trumpos, kégliy pavidalo, jy pagrindas siauresnis nei vidurinioji dalis, kuri
staigiai pereina | konuso formos smailéjantj kaklelj, 5-7 x 3-3,5 u dydzio, dazniausiai
i$sidésto grupémis po 5, taip pat gali biiti pavienés ir nereguliariai iSsidésciusios iSilgai
mazesniy Soniniy $akeliy. Konidijako¢iy $akeliy gale fialidés yra paprastai ilgesnés ir

plonesnés, iki 18 x 2,5 ..

Kolonijos smulkios, rutulio arba kiauinio formos, daZnai su nusklembtu pagrindu,
lygiasienes, Sviesiai Zalios, sankaupoje - zalios spalvos, issidéséiusios fialidZiy vir§inése
ir sudaro rutulio pavidalo netikras galvutes. Vidutinidkas kolonijy dydis - 3,2x 2,5 p.

Chlamidosporos dazniausiai interkaliarinés, apvalios. lygiasienés iki 12 p skersmens.

Fiziologinés savybés.

Anglies Saltiniai: kamienas gerai jsisavina gliukoze, ksiloze, manitg. Silpnai jsisavina

organiniy riigs¢iy druskas, maltoz¢ ir glicerina.

Azoto $altiniai: kamienas gerai jsisavina peptona, asparaging, gliutomino ragstj,

glicering, NaNOs;. Silpnai jsisavina amonio druskas: (NH4)NO; ir (NH,4),HPO,.



4 LT 4560 B

Kamienas gerai auga ant kiety gamtiniy substraty, pavyzdZiui, ant rugiy gridy ir
panasiai. Kamieno augimo maksimali temperatiira yra 32 - 35°C, minimali yra 5-7°C.
Kamienas auga labai skirtingo ragStingumo terpése, kuriy pH nuo 3,0 iki 9,2.

Optimalus rdgstingumas - pH = 5 - 6,5.

Fermentinis aktyvumas. Kamieno celiuliazinis aktyvumas buvo vertinamas pagal

augimg ant filtrinio popieriaus, o taip pat pagal indikatoriumi Congo red nudazomy
zony dydj, kultivuojant gryba ant terpés su 1,0 % NaKMC (karboksilmetilceliuliozé).
Kiekybiniam celiuliazinio aktyvumo (endo-1,4-B-gliukonazés) nustatymui panaudotas
viskozimetrinis metodas Na-KMC klampumo maZéjimas fermento jtakoje. Kamieno
endogliukonazinis aktyvumas prie 28°C temperatiiros yra 55 % ir prie 40°C

temperatiros - 72,5 %.

Proteolitinio aktyvumo nustatymui panaudotas modifikuotas Ansono metodas.
Amilazinis, lipazinis, tirazinazinis, laktazinis fermentinis aktyvumas ir organiniy

rigsciy biosinteze jvertinta kokybinés analizés metodais.

Sitlomas kamienas pasiZymi aukStu amilaziniu aktyvumu, aktyviai produkuoja
proteazg ir organines rigstis. Tirazinazés ir laktazés biosintezé §iam kamienui yra

maziau biidinga.

Rasis Kamieno Nr. | Proteolitinis endo-1,4-B-  gliukonazinis
aktyvumas vnt./ml | aktyvumas %
. | 28°C 40°C
Trichoderma C82-93 . 35,6 55,0 72,5
harzianum
Trichoderma M-10 19,2 22,7 36,3
viride

Antagonistinés savybés. Kamienui yra bidingas aukStas antibiotinis aktyvumas

tokiems fitopatogeniniams grybams kaip: Fusarium oxysporum, F. culmorum, F. solani,
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Fusarium sp., Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Sclerotinia sp., Altemaria
alternata. Fitopatogeniniai grybai buvo isskirti i$ serganciy augaly rizosferos bei nuo

ju Sakny arba kity augaly daliy.

Sidlomo Trichoderma harzianum C82-93 ir Trichoderma viride M10 kamieny
antibiotinio aktyvumo palyginimas pateiktas lenteléje. Lenteléje pateikti rezutatai

buvo gauti panaudojus “difuzijos j agarg” metods.

Test - kultiira Slopinimo zona, mm
Trichoderma harzianum Trichoderma viride
C82 M10

Fuzarium culmorum 36 56 40
F. oxysporum 11 29 15
Fusarium sp. 20 48 20
Sclerotinia sclerotiorum 4A 34‘ 27
Botrytis cinerea 7B 56 42

“Auk$Ciau pateikty duomeny apibendrinimas rodo, kad sillomas kamienas
Trichoderma harzianum C82-93 turi Zymiai didesnj fermentinj ir antibiotinj aktyvuma
nei Trichoderma viride M10 kamienas ir gali bliti naudojamas organiniy medziagy

atlieky utilizacijai.

Antibiotinés kamieno savybés leidZia kamienui geriau adaptuotis ir i§gyventi naujomis

salygomis, pavyzdziui, uZkreiant kamienu utilizuojamga substratg.

Fermentinés kamieno savybés pagreitina utilizuojamo substrato destrukcija.
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1 pavyzdys.
Sitlomo Trichoderma harzianum C82-93 kamieno panaudojimo organiniy medziagy

utilizacijai biidas.

Substrato uzkratui grybo biomas¢ augina laboratorijoje steriliomis sglygomis. Tam
naudoja agarizuotas mitybos terpes (alaus misa, Capeko terpé ir kt.). Po 5-6 pary
grybo kultivavimo 26 - 28°C temperatiiroje ruosia suspensija. Grybo micelj ir
konidijas nuo agarizuotos terpés pavirSiaus nuplauna steriliu vandeniu, po to
suspensijg gerai iSmaiSo. Didelio substrato kiekio uzkratui suspensijg praskiedzZia
iSlaikant 1 ml grybo prady tifrq nemaZesnj negu 15-10 x 107 . Pavyzdziui, 1 1 talpos

inde gauta uZauginto grybo suspensijg galima praskiesti 10-12 karty.

Paruodia substrata, tam ,pavyzdZiui, kiauliy méslg sumaifo su pjuvenomis ir

suformuoja substrato 2-3 m’ kriiva.

Vykdo pirminj substrato uzkretima grybu, tam substratg laisto arba apipurskia grybo
suspensija (20 1/3,0 m® ) ir gerai pcrmai§o. UzZkrésta grybu substratg natdraliomis
salygomis (esant 15-30°C temperatiirai, palaikant atitinkama substrato drégme,
vengiant substrato iSdZiuvimo ir per didelio drégmés kiekio jame), laiko 2 savaites ir
ilgiau, kol mikrobiologiniai tyrimai parodo, kad grybas kolonizavo substratag ir
prislopino kity mikroorganizmy vystymasi. Tuomet substrata naudoja kaip uzkrata

didesniems substrato kiekiams uzkrésti.

Vykdo antrinj substrato uzkrétimg grybu, tam paruostg uzkrata gerai sumaiso
(perkasa) su paruoSta kompostavimui mase santykiu apie 1:3. Natdraliomis

palankiomis saglygomis substratas kolonizuojamas grybu per 10-20 dieny.

AuksCiau apraSytu blidu paruo§tame substrate, lyginant su kontroliniu pavyzdziu,
kuriame nebuvo Trichoderma harzianum C82-93 grybo uzkrato, vidutiniskai sumazéjo
lignino kiekis 22,4%, celiuliozés -19,7%. Po 20-30 dieny grybu uzkrésta méslo masés

konsistencija pastebimai pasikeité, suminkstéjo ir tapo tinkama slieky veisimui, lauky
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treSimui, kaip biopreparatas augaly apsaugai nuo ligy sukeléjy, arba komposty

gamybai (augaliniy atlieky kompostavimui).

2 pavyzdys.
Auks¢iau apradyto komposto, praturtinto Trichoderma harzianum C82-93 grybu

panaudojimas augaly apsaugai.

Siltnamiuose ir atvirame grunte kompostas dedamas po augalo $aknimis (apie 0,5
kg/m®) prie§ sodinant darzoviy daigus. Daigynuose kompostas sumai§omas su
dirvozemiu santykiu apie 1:3 ir dedamas prie§ séjant séklas arba sodinant daigus.
Sodinant vaiskriimius bei vaismedzius j duob¢ dedama apie 2 kg komposto (dedamo
komposto kiekis dar priklauso nuo organiniy medziagy kiekio esancio dirvoZzemyje).
Naudojant nurodytus komposto kiekius, Zymiai sumazéjo augaly ir vaiskriimiy
pazeidimai fitopatogenais Fusarium oxysporum, F. culmorum, F. solani, Fusarium sp.,

Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Sclerotinia sp., Alternaria alternata.

3 pavyzdys.

Slieky auginimui paruo3tas kompostas dedamas j slickams auginti skirtas lysves 15 cm
aukscio sluoksniu, kai sliekai jveisiami nuo pavasario iki rudens ir 25-30 cm aukscio

sluoksniu, kai sliekai jveisiami Ziema.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Trichoderma  harzianum  C82-93  kamienas, slopinantis  fitopatogeniniy
mikroorganizmy vystymasi gamtiniuose (organiniuose) substratuose (deponuotas

Botanikos Instituto Biodestruktoriy tyrimo laboratorijoje , LT, kolekcijos Nr.C82-93).

2. Trichoderma harzianum C82-93 kamieno gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad
apima durpiy (Kauno Botanikos sodas) méginio vandeninés suspensijos paruosima,
paruodtos suspensijos uZs¢jima ant agarizuoty alaus misos ir Capeko terpiy,
naudojamy grybo populiacijos igryninimui ir monosporinés kultdros iSskyrimui,
grybo kultiiros auginima termostate 26 + 2°C temperatiiroje apie 3eSias paras ir
aktyviausiai slopinangio fitopatogeniniy mikroorganizmy vystymasi, mikroorganizmo
kamieno atrinkima pagal kultdrinius ir morfologinius poZymius naudojant M.A. Rifai

klasifikacijg.

3. Trichoderma harzianum C82-93 kamieno panaudojimo komposto ruoimui bidas,
besiskiriantis tuo, kad Trichoderma harzianum C82-93 kamieno biomas¢ augina
laboratorinémis salygomis, naudojant mitybines terpes ir tam tikrg laika sudarant
tinkama augimui temperatiirg, po to ruosia uZzaugintos grybo biomasés vandening
suspensija, kurioje grybo prady titras 1ml blity ne mazesnis kaip 15-10 x 107, i§ anksto

3 substrata uzkredia grybu jj laistant arba purskiant gauta

paruodtg apie 2-3 m
suspensija, po to substrata permaiso ir esant natiiralioms salygoms palaiko jo drégme
ir temperatiirg tinkama daugintis grybui, kol grybas kolonizuoja visg substrata,
paruodta uZkrata-substrata santykiu apie 1:3 sumaio su paruoSta kompostavimui
mase ir natiiraliomis sglygomis, tinkamomis grybui daugintis, per laika, pakankama

grybui kolonizuoti, paruosia naudojimui tinkama kompostg.
4 Paruoito komposto pagal 3 punkta panaudojimas augaly apsaugai nuo ligy sukélejy.

5. Paruoito komposto pagal 3 ir 4 punktus panaudojimas augaly apsaugai nuo pilkojo

puvinio, fuzariozés, alternariozés, sklerotinio puvinio ligy.

6. Paruo$to komposto pagal 3 punkta panaudojimas slieky auginimui.

7. Paruogto komposto pagal 3 punktg panaudojimas dirvy tredimui.
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