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Sidlomi fluorescentiniy Pseudomonas spp. kamienai, efektyvis kovai su ligomis, sukeliamomis vienos ar
keliy Rhizoctonia, Gaeumannomyces graminis, Phytium. Sitllomi biologiniai kamienai pasizymi unikaliu genotipu,
identifikuojamu pagal jiems charakteringg juostinj modelj. SiGlomiems kamienams bldinga $akny kolonizavimo
geba, i8siskirianti didesniu populiacijos tankiu ant $akny bei kolonizavimo aktyvumu, lyginant su Zinomais Gg
slopinanéiais kamienais. Kita savybé - kamieno gebéjimas atkartoti biologinés kovos lygj, natirafiai gaunama
dirvoje TAD ('i$Sutimo” slopinimo) salygomis. Pateikti biidai kamienams atskirti bei identifikuoti. Pateikti kamieny
panaudojimo budai kovoje su Gg sukeitomis ligomis. Aprasytos transgenines fluorescentinés Pseudomonas
rasys, pasizymingios uZkoduotomis antibiotiko 2,4-diacetilflorogliucinolio susidarymui padétimis, o taip pat
turin¢ios biosintezés vietas, koduojanéias stabiliai fiksuojamo genome antibiotiko fenazin-1-karboksirigsties
sinteze.
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Sis isradimas yra skirtas biologinei kovai su viena ar daugiau Rhizoctonia,

Gaeumannomyces graminis ir Pythium sukeliamomis augaly $akny, ligomis,
naudojant fluorescentinius Pseudomonas spp. kamienus ir ypa¢ kamienus,
kurie pasizymi unikalia smulkiagridziy kultary $akny kolonizavimo geba, ir
biologinés kovos su smulkiagridzZiy kultdry Sakny puviniu ir ligomis bei
velénos Zoliy “is8utimo” démeémis aktyvumu. ISradimas taip pat susijes su
atskyrimu ir identifikavimu biologinei kovai skirty kamieny, turinCiy savyje
biosintezés  vietas  (lokusus), kurios koduoja  antibiotiko  2,4-
diacetilflorogliucinolio gamyba, bei turi unikaly genotipg, jrodyta
charakteringu juostiniu modeliu. ISradimas taip pat yra susijgs su kamienais,
papildomai turinéiais biosintezés vietas, kurios koduoja antibiotiko fenazino-
1-karboksirligsties, kuri stabiliai fiksuojama genome, gamybg. Be to,
iSradimas apima transgeniniy kamieny gavimo bada ir jy pritaikyma kovai su
augaly Sakny ligomis.

Rhizoctonia, Pythium ir Gaeumannomyces graminis sukeliamos Sakny,
ligos kenkia svarbiy kultGry gamybai visame pasaulyje, mazina kultary
derlinguma ir dél to lemia Zymius ekonominius nuostolius. Sakny "i§sutimo”
liga, sukeliama dirvoZzemio grybelio Gaeumannomyces graminis (Gg) (ypac
rasies trtici (Ggt)), Rhizoctonia Sakny puvinys, sukeliamas Rhizoctonia
solani ir R. oryzae, ir Pythium $akny puvinys, sukeliamas bet kurios ar keleto
Pythium rasiy (ypat Pythium ultimum ir P. irregulare), yra svarbiausios
smulkiagridziy kultdry, kaip antai, kvie€iy, mieZiy, rugiy, kvietrugiy Sakny
ligos visame pasaulyje.

Rhizoctonia - bazidiomikotino klasés grybeliai sukelia daugelio
pasaulyje auginamy maistiniy, pluostiniy ir dekoratyviniy augaly, {skaitant
smulkiagrides kultiras, wvelénos Zole, Sparagus, kukurdzus, cukrinius
runkelius, pomidorus, bulves, Zirnius, ryZius, pupas, sojg, braskes,
prieskonius ir medvilng, Sakny bei stiebo puvima. Smulkiagrudziy kultdry,
Sakny puvimas, sukeltas Rhizoctonia, stebimas JAV §iaurés vakary dalyje,
Australijoje, Piety Afrikoje, sutinkamas vidutinio klimato regionuose, kuriuose
Sios kultiros auginamos, ypaC nejdirbtoje dirvoje (tiesiogiai sodinant
eilutémis). Puvimas, sukeltas Rhizoctonia solani AG8, pasireiSkia rusvais



: LT 4785 B

uZuomazginiy bei iSvystyty Sakny kenksmingais pazeidimais, kurie apsupa ir
nukerta $aknis. Augalai tokiomis sutrumpintomis Saknimis lieka sunyke ir
galy gale Ziva, nesukrove virsinés. Liga dengia augalus démémis. Todél ji
jvairiai vadinama - plikoji démétoji, purpuriniy démiy, duobeliné liga, mieziy
neizauga. Tarp visy smulkiagradziy kultlry mieZiai yra labiausiai paveikiami
R. solani AG8. Rhizoctonia oryzae uzkreCia dygstancCiy sékly gemalus,
stabdo dygimg ir riboja uzuomazginiy Sakny formavimg iki vienos ar dviejy;
kai tuo tarpu sveiki paséliai iSvysto penkias ar Sesias uZzuomazgines Saknis.
Pastaryjy dviejy Rhizoctonia rasiy, drauge su Rhizoctonia cerealis ir galblt
kitomis Rhizoctonia rasimis, poveikj lemia dirvoZzemis, séjos sistemos,
piktZoliy apdorojimo praktika ir galbat iki Siol nenustatyti kiti veiksniai.

Dirvoje besiformuojantis patogeninis Pythium spp. kompleksas apima
grybeliy, priklausanéiy labiausiai gajiems mikrobiniams . kolonistams
agrokultdriniame dirvoZemyje, grupe. Nustatyta, kad beveik visose pasaulio
kultivuotose dirvose yra maziausiai viena, dvi, trys ar net desimt Pythium
spory rasiy. Pythium - oomicetés grybeliy klasés.narys, kaip.ir. Rhizoctonia, . -
faktiSkai veikia visus maistinius, pluostinius ir dekoratyvinius-augalus:visame:
pasaulyje (ju pavyzdZiai pateikti auksciau). Pythium Zala smulkiagridziams-
prasideda gemalo infekcija ir su tuo susijusiu.vystymosi stabdymu, o po to -
smulkiyjy S$oniniy ($alutiniy) Sakneliy ir plaukeliy irimu. Pythium Sakny
puvinio paveikti augalai jgyja menkai treSiamy augaly iSvaizdg, nes liga,
ardomai veikdama $alutines Sakneles ir plaukelius, sumazina Sakny
absorbcine galig. Egzistuoja kelios Pythium rasys, gebanCios pulti javus,
dygstanéiy sékly gemalus, Sakny galiukus ir smulkigsias $akneles arba ir
visg jautry ir paprastai jaung arba meristeminj audinj.

Pladiai paplitusias smulkiagradziy kultdry ir velénos Zoliy ligas sukelia
dirvoZzeminis grybelis Gaeumannomyces graminis (Gg), priklausantis:
ascomycotina grybeliy klasei. Sios ligos lemia Zymius kultdry derliaus bei.
ekonominius nuostolius. “ISSutinimas”, Gg varianto tritici (Ggt) sukeliama liga,
pasireikia pasaulio regionuose, kur auginami kvieciai. Tai, galimas dalykas,
svarbiausia kvieéiy ir kity smulkiagradziy kultary Sakny liga. KvieCiy
"i8utimo” simptomai: iSilginiai Saknies pakenkimai, paastréjimo atvejais-visa
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Saknis pajuodusi, grybelis stiebu migruoja augalo vainiko link, kur prasideda
vainiko 3aknys, ir | Zelmenis. Sunkiai uZkrésti kvieciai laukuose nustatomi
pagal jy pabalusias virstnes, kai Sakny vainikg uzkrétgs grybelis nutraukia
vandens gabenimg | virSine ir augalas pirmo laiko Zlva. Tokiomis
aplinkybémis galima netekti iki 50 % derliaus. Iki Siol néra atspariy, kultivuoty
kviediy veisliy, o registruoti fungicidai ne visada efektyvis. Be to, kviediy
augintojai kaskart labiau skatinami silpninti jdirbima, siekiant kovoti su
erozija. Tokia praktika skatina "i§Sutimg" ir kitas Sakny ligas. Nors tik kvieciai
yra itin jautrGs “idSutimo” grybeliams, daugelis ir kity Gramineae - mieziai,
rugiai, kvietrugiai ir kt. taip pat gali bati uzkresti.

Paprastai su "i§sutimu" kovojama kultry séjomaina ir Zemes dirbimo
normatyvais, ty. veiksmais, mazinanciais patogeno kenksmingumo
potencialg. Taciau, kadangi ilgalaiké sé€jomaina neekonomiska, o zemes

idirbimas artina erozija, javy auginime einama link maZesnio jdirbimo

intensyvumo ir dviejy ar trijy kvieciy derliy pries pertrauka. Abi pastaros»@g@ ‘
priemonés skatina “isSutimg”. ki Siol genetiniai atsparumo Siai ligai éaltini@

kviediy sandaroje neZinomi. Tuo tarpu cheminés kovos budai yra nb., e

Todél, siekiant stiprinti Zemdirbyste, padaryti ja maziau priklausancig nuo
cheminiy pesticidy, batina vystyti kitokj poZidrj | kova su “isSutimu” ir klton{gi@g
dirvoZemio kilmés ligomis. |

Kiti Gg grybeliai, pvz. Gaeumannomyces graminis variantas avenae
(Gga) uzkretia avizas ir Zole “idSutimo” démiy pavidalu, labiau pastebimu
velénos Zoleje - smilgose. Gaeumannomyces graminis variantas graminis
(Ggg) uzkredia kai kurias Zoles ir, manoma, sukelia ryZiy vainiko apvalkalo
puvimag.

Visos kultdrinés dirvos tam tikru laipsniu pacios prieSinasi Ggt ir
kitiems dirvos patogenams. Tai vadinama “bendruoju slopinimu” (N. Gerlagh.
Netherlands Journal of Plant Pathology 74: (Suppl. 2) 1-97 (1968)) arba
“bendruoju pasipriesinimu” (D. Hornby, Annual Review of Phytopathology,
Annual Reviews Inc. Palo Alto, CA (1983), pp. 65-85). “Bendrajj
pasipriesinimg” apsprendzia bendras mikroorganizmy aktyvumas dirvoje. Be
to, Ggt grybelio specifinis slopinimas (biologiné kova, zinoma kaip “i§8utimo”
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slopinimas) - (TAD) tam tikromis sglygomis papildo “bendrgji slopinimg” ir
lemia praktiSkai visiSkg “iSSutimo™ kontrole. “ISSutimo” slopinimas (TAD) yra
natdrali biologiné kova su liga, apibddinama spontanisku ligos poveikio
sumazéjimu ir jautriy Ggt grybeliams paplitusiy monokultiry (pvz. kvieCiy,
mieziy) derlingumo padidéjimu. Pirmg karta TAD ("iSSutimo” slopinimas)
buvo pastebétas daugiau kaip prie§ 50 mety. Dabar S$is reiSkinys
pripaZjstamas pasaulinio masto fenomenu. PaZymétinas TAD pozymiy
panasumas placiame dirvoZzemiy rasiy, klimato, agronominiy salygy, kuriose
kultivuojami  kvieciai, mieziai ir kitos smulkiagridés kultiros, diapazone.
Lauko tyrimai aiSkiai parodé, kad visur TAD vystosi pagal vieng ir tg pat|
modelj, reikalaujantj nepertraukiamos smulkiagradiniy kultdry kultivacijos, kai
esama ‘“isSutimo” patogeny. Dirvos tipas ir ankstesné séjimo istorija -
veiksniai, vien tik moduliuojantys TAD apimtj ir vystymosi greitj. Nepaisant
TAD fakto, daugelis augintojy vengia atskiry monokultdry dél galimy zymiy
nuostoliy. Vis délto, kaip nustatyta, TAD leidZia tikétis derliaus. padidéjimo ir .
jo stabilumo, kol pasirinkta monokultlra  auginama:.Praktinis. TAD rei$kinio
panaudojimas. - tai galimybé natdraliai- biologiSkai: kovoti: suc.“%éutimu". Vis
délto empiriSkai reiSkinj naudojant, bdtina ~ nustatyti.ir pritaikyti - TAD
sukelianéius mechanizmus. Iki $io laiko buvo apsiribojama bendrais reiSkinio
aprasymais, o TAD iSsivystymo priezastys dar néra pilnai suprantamos.
Panasus "isSutimo" lopy, sukelty Gga, nykimas atsiranda jsiSaknijusioje
velénoje.

TAD buvo pladiai tirtas, turint tikslg nustatyti natdralaus “isSutimo”
slopinimo mechanizmus. Labiausiai apibendrintos teorijos, aiSkinanCios TAD
fenomena, remiasi mikrobiologinés dirvoZzemio blsenos pakitimais, priesisky
bakterijy susidarymu, grybeliy populiacijos ir patogenezés pakitimais bei
gynybiniy grybeliy buvimu (D. Hornby in “Take-All Decline: A Theorist's
Paradise”, Soil-Borne Plant Pathogens, Ed. B. Schippers and W. Gams,
Academic Press, New York (1979), pp. 133-156 ir D. Hornby, Annual Review
of Phytopathology, Annual Reviews Inc., Palo Alto, CA (1983), pp. 65-85).
Siuos aiskinimus apZvelgé ir apibendrino Hornby. Jis priéjo iSvados, kad
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pasauliniu mastu negali bati vieno TAD mechanizmo. Si pazitra buvo priimta
visy, dirbanéiy ligas slopinanciy dirvoZzemiy srityje.

Plagiausiai paplites TAD mechanizmo aiskinimas yra pagristas
mikroby tarpusavio sgveika: tarp “iSSutimo” patogeny ir specifiniy priesisky,
§akny mikroorganizmy (R.J. Cook and A.D. Rovira, Soil Biology and
Biochemistry 8: 269-273 (1976)). Mikroby, pasipriesinimo vaidmenj slopinant
Ggt patvirtina eilé pavyzdZiy. Pvz., Ggt slopinimg galima perduoti, jvedus |
“igSutimui” imlig dirva nedidelj (1-10 tdrio %) TAD dirvoZzemio kiekj. Be to,
ligos slopinimo efektas TAD dirvozemyje panaikinamas bandinio
pasterizavimu (esant 60 °C, 30 min.) drégnu karSciu apdorojant metilo
bromidu, ar auginant kultras, kurios néra patogeno Seimininkai.

Tiriant mikroby, pasipriesinima TAD procese, daug pastangy skiriama
specifiniy Ggt-priesisky mikroorganizmy nustatymui, jy perkélimui | dlrvef“
siekiant atgaminti slopinima. Plati iStirty mikroorganizmy {vairove parodé, kad*
specifiniai mikroorganizmy kamienai skiriasi jvairiuose TAD dirvozemiuose™

Cook ir Rovira (1976) padaré originalig prielaida, kad tarp prieSiskfF
mikroorganizmy svarbiausig vaidmenj TAD procese vaidina fluorescentinés® -

n,

Pseudomonas spp. rasys. JAV patente Nr. 4456684 aprasomi Pseudomonas’

kamienai, kurie slopina ligas, sukeltas “iSSutimo” ir kity Gg grybeliy, Patente’

pateikti kamieny atrankos ir panaudojimo budai.

Daugelis labiausiai efektyviy kamieny gamina antibiotikg 2.4-
diacetilflorogliucinolj (Phl) (C. Keel ir kt., Applied and Environmental
Microbiology 62: 552-563 (1996)). Phl yra fenolio metabolitas, pasizymintis
aktyvumu prie§ daugel| bakterijy, virusy ir grybeliy, jskaitant “i8sutimo”
patogeng (L.S. Thomashow and D.M. Weller, In: G. Stacey and N.T. Keen,
Plant-microbe Interactions, vol. 1, Chapman & Hall, Ltd. London, pp. 187-236
(1996)). J.M. Raaijmakers ir kt. (Applied and Environmental Microbiology 63:
881-887 (1997)) prane$a, kad Phl gaminancios fluorescentinés
Pseudomonas spp. buvo aptiktos ant kvieciy Sakny trijose TAD dirvose, JAV,
Vasingtono valstijoje. “I$§utimui” imliose dirvose, esanCiose arti TAD lauky,
Phl gaminancios fluorescentinés Pseudomonas spp. neaptiktos, ar aptikus -
ju tankis buvo 40 karty menkesnis, negu TAD dirvose. Nors mikrobiniy

s

s



LT 4785 B

6
biologinés kovos agenty, kaip praktiniy priemoniy kovoti su dirvozemyje

esanciais patogenais, naudojimo perspektyva palanki ir daug Zadanti, visi
publikuoti ar patentuoti biologinés kovos su “iSSutimu” agentai pasizymi
nestabilaus veikimo trikumu. Be to, kiekvienas jy yra specifinis tik tam tikrai
dirvai ir nepajégus atkartoti stabilios kovos lygj TAD dirvoje. Joks iki Siol tirtas,
mikroorganizmas nepademonstravo laukiamos i$ kamieno gebos kovoti su
liga kaip TAD atvejais. Dél to nenuostabu, kad joks biologinés kovos su
“i§sutimu” agentas nebuvo pardavinéjimas. Vadinasiyra reikalingos
biologinés kovos su “i§Sutimu” efektyviy agenty, atkartojanciy TAD dirvos
slopinima, nepriklausanciy nuo dirvos tipo ir stabiliai veikianciy, paieskos.

“|§Sutimo” ir Rhizoctonia $akny puvinio patogenai, kolonizuojantys
augalus - 3eimininkus, gyvena audiniuose hifos ar grybienos pavidalu.
Pythium raSys gyvena dirvoZzemyje storasieniy oospory ar sporangijy
pavidalu, susidariusiy naudojant augalo maistines medziagas parazituojant.
Visada visos trys ligos i§sivysto tuo pat metu tuose paciuose.augaluose, nors
viena $akny liga gali dominuoti. .

Nors Pythium riusys egzistuoja visose smulkiagridémis  kultiromis: -
apsétose dirvose, Pythium Zala Sioms kultdroms:(paseliy augimo ir stiprumo
stabdymas) yra didzZiausia drégname dirvozemyje, turinCiame savo sudétyje
daug molzemio ir mazesnj pH, negu 6,0. LeidZiant javams “savaime” (kai
pjities metu séklos iSbarstomos dirvos pavirSiuje) sudygti ir augti
sudorotame lauke, 1-2 dienas prie$ naujg séjg apdorojant herbicidais, pvz.,
glifosatu (Round-up®, Monsanto), naikinamos piktzolés, taCiau tai skatina
Pythium ir Rhizoctonia $akny puvinj. Kai kvieiai s€jami | pries tai nuimto
kviediy derliaus razienas, drékinant dirvos pavirSiy purkStuvu ir paliekant
nepasalintus Siaudus, stimuliuojamos visos trys Sakny ligos.

Pries daugelj kvieCiy, mieziy ir kity kultdry ligy kovojama auginant
atspariy patogenams kultdry veisles. Taciau pastaroji priemone efektyvesne’
kviediy, mieziy, rugiy ir kt. lapy, o ne Sakny susirgimams. Vienintelé zinoma
priemoné kovoje su “isdutimu” ir Rhizoctonia Sakny, puviniu yra tolimas
diploidinis giminaitis Daysapyrum villosum, tagiau jis nebuvo naudojamos del
geny pernesimo sunkumy, per tokj taksonomiskai didel| atstuma. Siuo metu




LT 4785 B

.
néra prekiaujama kvieCiais, mieziais, rugiais, ar kvietrugiais, atspariais

“isSutimui”, Rhizoctonia ir Pythium sukeliamam $akny puviniui.

Biologinés kovos su augaly grybeliniais patogenais bldai yra paremti
Pseudomonas bakteriniy kamieny, pasizyminciy specifiniu patogenams
aktyvumu, naudojimu. JAV patentas Nr. 4456684 apraSo Pseudomonas
kamienus, kurie slopina liga, sukeltg “iSSutimo”ir kity Gg grybeliy. Mikroby
antagonizmo tyrimai “isSutimo” slopinimo (TAD) procese, t.y. natlralioje
biologinéje kovoje su “i§Sutimu” (apibréZiamoje kaip spontaninis ligos
slopinimas ir jautriy Ggt poveikiui monokultdry, (kviediy, mieZiy) derlingumo
padidéjimas), yra nukreipti | specifiniy Ggt-antagonistiniy mikroorganizmy
identifikavima, jy jvedima | dirva patogeny slopinimui sukelti Dauguma
labiausiai efektyviy kamieny gamina antibiotikg 2,4-diacetilflorogliucinolj (Phl)
(C. Keel ir kt., Applied and Environmental Microbiology 62: 552-563 (1996)):

J. Raaijmakers ir kt. (Applied and Environmental Microbiology 63: 881-88%:
(1997)) pranesa aptike Phl gaminant] fluorescentinj Pseudomonas spp:

kvieciu, auginamy trijose JAV Vasingtono valstijos TAD dirvose, $aknyse. =

Nors apskritai mikrobiniai biologinés kovos agentai yra perspektyvi:

esandiy dirvoje patogeny kontrolés priemoné, visi publikuoti ar patentuoti
biologinés kovos su “iSSutimu” agentai veikia nestabiliai (nevienodu
aktyvumu), naudotini tik tam tikrose dirvose, neatkartoja kontrolés lygio,
esancio TAD dirvoje.

JAV patentas Nr. 4647533 apraso Pseudomonas kamienus, kurie
slopina Pythium sukeltas ligas. Pseudomonas kamieny bakterijos yra
Rhizoctonia solani arba Pythium ultimum inhibitoriai medvilnéje (Ziar. JAV
patenta Nr. 5348742, Howel ir kt.). Nurodoma, kad agentas Bacillus sp.
L324-92 tuo pat metu slopina Gaeumannomyces graminis, Rhizoctonia ir
Pythium rasis (Kim ir kt. Phytopathology 87: 5§51-558 (1997)). Vis délto joks
atskiras Pseudomonas kamienas, galintis efektyviai naikinti visus tris
patogenus, Siame patente neapraSomas.

Mes i§skyréme unikalius biologinius agentus, skirtus kovoti su ligomis,
sukeliamomis smulkiagridése kultlirose ir velénos Zoléje dirvoZzemyje

esandiy Gaeumannomyces graminis (Gg) grybeliy. ISradimas apima

S
e, lin
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unikalius fluorescentiniy Pseudomonas rasiy (spp.) unikalius kamienus, kurie

slopina (sulaiko, stabdo plitimg, sumazina astruma) ligas, sukeltas Gg
(tokias, kaip “i§Sutimas”’). Kamienai, naudojami maZomis dozémis,
kolonizuoja 3aknis, intensyviau negu Kitos Zinomos biologinés kovos su Gg
medziagos. Be to, siGlomy kamieny kolonizavimo geba ir biologinés kovos
aktyvumas nepriklauso nuo dirvos tipo.

ISradime pateiktos biologinés kovos medziagos realizuoja grieztesng:
kova, negu iki $iol Zinomos biologinés kovos su Gg sukeliamomis ligomis
(pvz.“is8utimu”) medziagos. Pateikti kamienai unikalls savo sugebeéjimu
atkartoti biologinés kovos, esancios TAD dirvose, lygj.

I5 vienos pusés, iSradime pateikti biologinés kovos agentai - tai
fluorescentiniy Pseudomonas spp. rasiy kamieno biologiskai grynos kultlros,
turinios biosintezés vietg (lokus), koduojanCig antibiotiko 2,4-
diacetilflorogliucinolio, kuris turi unikaly genotipa, gamybg (tai rodo
charakteringas atsitiktinis sustiprintas polimorfinés DNR profilis - (toliau tekste
jis bus Zymimas RAPD . (Random Amplified Polymorphic DNA)), rodo
biologinj aktyvuma 10-1000 karty mazZesnémis dozémis, lyginant su. iki Siol
Zinomais ‘“i§Sutimg” slopinanciais mikroorganizmais, ir  pasizymi Sakny
kolonizavimo gebos pranasumu (tai rodo 10-1000 karty.didesnis populiacijos
tankis). Mes nustatéme, kad i§skirti iSradime pateikiamy kamieny pavyzdziai
pasizymi §akny kolonizavimo geba, kuri net septyniuose auginimo cikiuose
pasireiSkia populiacijos tankiu, siekianCiu 10° CFU (kolonijos sudarymo
vienety) vienam gramui $akny, jskaitant rizosferos dirvoZzemj. Tokia Sakny
kolonizavimo geba yra beprecedenté. Naujieji kamienai veikia
nepriklausomai nuo dirvoZzemio tipo.

ISradimas taip pat apima $iy unikaliy kamieny iSskyrimo ir
identifikavimo badus. Bakterijy tyrimo protokolas yra pateiktas 6 figUroje.-
Toliau atrankos bldas yra apraSytas smulkiai.

Kitas iSradimo aspektas - unikaliy kamieny ar kompozicijy, turinCiy
kamienus, pritaikymas biologinei kovai su Gaeumannomyces graminis
sukeliamomis ligomis. Pateikti iSradime kamienai, panaudoti sékly, dirvos,

vagy apdorojimui arba laistymui, lauko salygomis slopina Gg ir demonstruoja
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beprecedentj slopinimo stabilumg, ekvivalentiSkg natdraliam TAD (ziar. 1

lentele), kas iki Siol nebuvo stebima. Be to, kadangi “iSSutimas” slopinamas
mazomis dozémis, kamieny auginimo ir pritaikymo kaina 10-1000 karty
Zemesné, negu kity vartojamy biologinés kovos su “iSSutimu” agenty.
Kamienas lemia ir natdraly TAD. Todél akivaizdu, kad laukui turi pakakti jy
vienkartinio panaudojimo. Tuo tarpu vartojant visus kitus Zinomus biologinés
kovos agentus, “iSSutimas” reikalauja pakartotinio jy panaudojimo.

Iradimo objektas yra pateikti unikalius fluorescentiniy Pseudomonas
spp. kamienus, intensyviau kovojancius su Gg sukeltomis ligomis, negu kiti
Zinomi ir biologinei kovai naudojami kamienai.

Kitas iSradimo objektas - pateikti biologinés kovos kamienus,
pasizyminéius $akny kolonizavimo geba (aukStesniu Sakny popullacuos
tankiu, platesniu poveikiu), kuri virSija bet kurio biologinés kovos su
“i§Sutimu” agento kolonizavimo geba. Pastaroji savybé itin vertinga, nes yra
Zinoma, kad $akny ligy, tokiy kaip "i§Sutimas", slopinime kolonizavimo gebos
padidéjimas lemia didesnj ir stabilesnj aktyvumag blologmeje kovoje. ®

Kitas iSradimo objektas - pateikti dirvos tipo ne[taKOJamus agentus
skirtus kovai su smulkiagradziy kultdry ir velénos zoliy ligomis, sukeltomts

,%‘

Gaeumannomyces graminis. |

Dar vienas iSradimo objektas - pateikti kamieny pagal iéradin;%
atrankos bidg, pagrista RAPD analize (zidr. aukSCiau) pagal charakteringg
juostinj model;.

Ir dar vienas iSradimo objektas - pateikti biologinés kovos su
smulkiagridZiy kultdry “isSutimu” ir velénos Zoliy démétumu bida, kuriame
naudojamasi  i§radime  pateiktais kamienais ir  agrokultdrinemis
kompozicijomis, kuriose yra Sie kamienai.

Kiti iSradimo objektai ir pranasumai iSryskés tolesniame aprasyme.

Antrame iSradimo jgyvendinime mes pagaminome transformuoty
fluorescentiniy Pseudomonas spp. kamieny grynas biologines kultdras,
turindias biosintezés vietas (lokus), kurios koduoja antibiotiko fenazino-1-
karboksirgsties gamyba. Si medziaga stabiliai jvesta | genomg ir slopina
ligas, sukeltas dirvoje esancios Rhizoctonia patogeno. Kamienai, be
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Rhizoctonia sukelty ligy pasirinktinai slopina dar ir Pythium arba

Gaeumannomyces graminis (Gg) sukeltas ligas, o taip pat turi galimybe
kovoti su visomis trimis ligomis.

ISradimo antrojo jgyvendinimo biologinés kovos agentai gaunami
stabiliai jvedant biosintezés vietas (lokus) fenazino-1-karboksirtigsties
susidarymui | fluorescentinio Pseudomonas spp. kamieno genoma.
Pastarasis kamienas, turintis biosintezés vietas (lokus), koduoja antibiotiko
2 4-diacetilflorogliucinolio susidaryma, Zymimas kaip iSradimo pirmojo
igyvendinimo kamienas. Jo unikaly genotipg patvirttina RAPD (atsitiktines
sustiprintos  polimorfinés DNR) profilis. Jam budinga pranasesné
kolonizavimo geba, kuri bus aptariama toliau.

Transformuoty kamieny rasiavimas, siekiant atrinkti kamienus, aktyviai
slopinanéius Rhizoctonia sukeliamas ligas, atliekamas naudojant Siltnamio
biologinius bandymas. Siltnamio. bandymai pasirinktinai gali bati atliekami
atrenkant transformuotus kamienus, taip pat efektyvius prie$ ligas, sukeitas
Gaeumannomyces graminis ar Pythium.. -

Prie§ Siltnamio biologinius bandymus pasirinktinai atliekamas
Rhizoctonia kultiros slopinimas in vitro transformuotu kamienu.

Vadinasi, antrojo iSradimo jgyvendinimo transformuoti Dbiologinés
kovos agentai tinka kovai su Rhizoctonia sukeltomis ligomis ir, pasirinktinai,
ligomis, sukeltomis Pythium ar Gaeumannomyces graminis. Mes nustateme,
kad pavyzdiniai isradime pateikti transformuoti kamienai Rhizoctonia Sakny
puvinj slopina labai mazomis dozemis (iki 10? kolonijg formuojangiy vienety,
vienai séklai: toliau Sie vienetai - “colony forming units” bus Zymimi CFU). Be
to, mes nustatéme, kad iSradime pateikti kamieny pavyzdZiai papildomai
iSlaiko pirmojo iSradimo jgyvendinimo sugebéjima slopinti kitas Sakny ligas,
t.y. ligas, sukeltas Gaeumannomyces graminis arba Pythium. Taigi, kamienai
pagal iSradimg yra aktyvis slopinant visas tris augaly Sakny ligas
(sukeliamas Rhizoctonia, Pythium ir Gaeumannomyces graminis).

Dar vienas iSradimo aspektas - unikaliy kamieny ar kompozicijy,
turinéiy_kamienus, panaudojimas biologinei kovai su augalo §akny ligomis.
Lauko saglygomis, kamienais apdorojus séklg, dirva, vagas dirvoje arba
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laistant, unikalds kamienai pagal iSradimg sugeba slopinti ligas, sukeltas
Rhizoctonia ir pasirinktinai gali slopinti ligas, sukeltas Pythium arba
Gaeumannomyces graminis.

Be to, Sio iSradimo pateikti biologinés kovos agentai gali buti
panaudojami biologinés kovos misiniy sudarymui. Tokio miSinio sudétyje yra
bent vienas iSradime pateiktas transgeninis kamienas. Kiti miSinio
komponentai - vienas ar keli kiti biologinés kovos kamienai (pvz. papildomas
kamienas pagal $io iSradimo pirmajj jgyvendinimg ir kiti biologinés kovos
kamienai). ISradimas pateikia agrokultdrines kompozicijas, savo sudétyje
turinéias bent vieng iSradime pateiktg kamieng ir tinkanCias kovai su bent
viena augaly Sakny liga.

Likusieji iSradimo objektai ir privalumai iSrySkés toliau pateiktame

s

~Lg

aprasyme.
ISradimas paaiskinamas bréZiniais, kur:
Fig. 1 - vaizdas, rodantis P. fluorescens Q8r1-96, ML4.9-96, L5.1-9‘§¥‘

kamieny juostinius modelius (RAPD). Pirmasis takas Zzymi 1-kb laiptelj ka:ﬁg'

s

standartg, palyginimui.

Fig. 2-4 rodo iSradime pateikto P. fluorescens Q8r1-96 kamieno koloni-
o

W

zavimo geba, lyginant su P. fluorescens M1-96 ir Q2-87 kamienais (nesusiéf

s

tais su iSradimu) Quincy, Lind ir Moses Lake pléSininése dirvose, atitinkamai.

Fig. 5 rodo iSradime pateikto P. fluorescens Q8r1-96 kamieno
kolonizavimo gebg Quincy, Lind ir Moses Lake plésSininése dirvose.

Fig. 6 rodo fenazino biosintezés vietos (lokus), suriStos su tac
promotoriumi, fizikinj Zemélapj. Strélémis nurodyti genai, koduojantys
fenazino biosintezés fermentus, ir jy genetinio kodo skaitymo kryptys.
Simbolis Py Zymi tac promotoriaus padét; ir orientacija.

Fig. 7 rodo pUTKm::phz plazmidés fizikinj Zemélapj. Pakreiptos linijos
Zymi fenazino biosintezés genus. Kanamicino atsparumo determinanto
transkripcijy padétis ir kryptys atvaizduotos atviros déZutés pavidalu. MazZi
langeliai, pazyméti “X“ rodo Tn5 19-bp baigmés galy padet].

ISradime sitlomi biologinés kovos agentai. ISradime sitlomi

biologiniai agentai turi savo sudétyje bent vieng biologiSkai gryng

b
Fed ki
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fluorescentiniy Pseudomonas spp. kamieng. Pirmajame iSradimo
igyvendinime $is kamienas charakterizuojamas tokiais badingais bruoZais:
kamienas turi biosintezés  vietag (lokus), kuri koduoja 2,4-
diacetilflorogliucinolio susidaryma; kamienas turi unikaly genotipg, kaip rodo
charakteringas, Zemiau smulkiai apraSytas juostinis modelis, ir Fig. 1;‘
kamienas slopina laukuose auginamy smulkiagridzZiy kultlry ar velénos Zoliy
ligas, sukeltas Gg; kamieno kolonizavimo geba apibldinama didesniu-
populiacijos tankiu ir plataus kolonizavimo aktyvumu, lyginant su zinomais
Gg slopinangiais kamienais.

Kamienui badingos $ios papildomos ypatybés: biologinés kovos
aktyvumas (ligos slopinimo geba) ir 8akny kolonizavimo geba,
nepriklausoma nuo dirvos tipo; irfarba smulkiagridése kultlrose kamienas
slopina Gg tokiu pat biologinés kovos lygiu kaip ir TAD sglygomis iSsivystes
lygis, t.y. jis atkartoja biologinés kovos lygj, stebimg "id8utimo" slopinimo
(TAD) dirvoje. Pirmojo iSradimo jgyvendinimo P. fluorescens kamieny
pavyzdziai: Q8r1-96, ML4.9-96 irL5.1-96. -

Antrajame iSradimo jgyvendinime  biologinés-kovos agentai-turi-savo .
sudétyje bent vieng biologiskai gryna fluorescentiniy Pseudomonas spp.
kamiena, kuris charakterizuojamas tokiais bddingais bruoZais:-kamienas turi
biosintezés vietas (lokus), kurios koduoja fenazino-1-karboksirtigsties,
stabiliai jvestos | jo genoma, susidarymg; kamienas i$laiko pirmojo
igyvendinimo kamieno biosintezés vietas (lokus), kurie koduoja 2,4-
diacetilflorogliucinolio susidaryma; kamienas slopina ligas, sukeltas
dirvoZzemio Rhizoctonia patogeno. Pasirinktinai kamienas slopina ligas,
sukeltas Pythium arba ligas, sukeltas Gaeumannomyces graminis (Gg) ir, be
to, ligas, sukeltas Rhizoctonia, arba blna aktyvus (iSreiSkia slopinimo geba)
prie§ visas tris Sakny ligas. Antrojo iSradimo jgyvendinimo P. ﬂuorescens‘
kamieny pavyzdziai: Z30-97, Z32-97, Z33-97 ir Z34-97.

Charakteringas juostinis modelis. BiologiSkai gryni fluorescentiniy
Pseudomonas spp. kamienai (priklausantys pirmajam iSradimo
igyvendinimui) pasizymi budingu juostiniu modeliu. Sis profilis gali bati
identifikuotas RAPD analize, naudojant masalg M13, kaip apraSyta Zemiau -
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1-ajame pavyzdyje. Fig. 1 rodo juostinius modelius (RAPD) P. fluorescens
Q8r1-96, ML4.9-96 ir L5.1-96 kamieny, kurie yra kamieny pagal iSradimg
pavyzdZiai. Pirmasis takas wvaizduoja 1-kb laiptelius kaip standartg
palyginimui. Kaip matyti i§ Fig. 1, kamieny bendros juostos yra: 330+20 bp;
600450 bp; 700450 bp; 800+50 bp; 900450 bp; 1100460 bp. 800150 bp
juosta intensyviausia.

Nagringjant iSradimo pirmajj jgyvendinima, kamienui charakteringas
juostinis profilis pasitvirtina, jei kamienas turi juostas ties 600+50 bp; 700+50
bp; 800150 bp; 900150 bp sglygomis, apraSytomis Zemiau, 1-jame
pavyzdyje. Pageidautiname jgyvendinime, kamienas taip pat turi juostas ties
330+20 bp ir 1100460 bp.

Kitas identifikavimo, ar kamienas turi pirmajam iSradimo jgyvendinimui
- charakteringg juostinj modelj, bidas - tiriamo kamieno ir P. fluorescens
kamieno Q8r1-96 vizualus juosty palyginimas, sugretinant tarp 600+50 bp:ir

900450 bp agaro gelio terpéje. Jei testuojamo kamieno profilis atitinka Q8f1-
96 profili Sioje srityje, testuojamas kamienas turi iSradimo apibréta
charakteringajj juostinj modelj (RAPD analizés parodyta DNR profil). ECE

Kitas identifikavimo bidas, nustatant, ar transformuotas kamienas turi
iSradimo pirmajam jgyvendinimui charakteringg juostinj modelj, yra iSradimo
pirmojo jgyvendinimo pavyzdzio P. fluorescens Q8r1-96, veikiancio pirmojo
igyvendinimo kamieno arba iSradimo kamieno pavyzdzio, tokio, kaip Z34-97,
sugretinimas agaro gelyje su tiriamu kamienu ir vizualinis palyginimas juosty
tarp apytikriai 600+50bp ir 900+50bp. Jeigu tiriamo kamieno profilis atitinka
pirmojo jgyvendinimo kamieno Q8r1-96 pavyzdZio, veikianCio motininio
kamieno arba iSradimo kamieno pavyzdZio Sioje srityje profilj, tai tiriamas
kamienas turi charakteringg juostinj profilj, jgyvendinta Siuo iSradimu.

Antrajame iSradimo  jgyvendinime transformuotas kamienas,
pageidautina, turi tokig papildomg identifikavimo charakteristika: kamienas
iSlaiko bent keturias charakteringas modelio juostas, badingas motininiam ar
pirmojo jgyvendinimo kamienui, koduojangiam 2,4-diacetilflorogliucinolj.
Antrojo jgyvendinimo transformuoti kamienai turi tokj identifikuojant]
charakteringg juostinj modelj kaip ir motininiai arba pirmojo jgyvendinimo

Ko
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kamienai. Sis profilis gali bati nustatomas RAPD analizés metodu, naudojant

M13 pradmenj, kaip aprasyta Zemiau, 5 ir 11-ajame pavyzdziuose. Fig. 1
vaizduoja RAPD juostinio modelio charakteri, gaunamg iSradimo pirmojo
igyvendinimo P. fluorescens Q8r1-96, ML4.9-96 ir L5.1-96, kurie yra pirmojo
igyvendinimo kamieny pavyzdZiai. Takas 1 rodo 1-kb laiptelius kaip,
standartg palyginimui. I$ Fig. 1 seka, kad pastarieji kamienai turi bendras
juostas ties 330+20 bp, 600+50 bp, 700+50 bp, 800+50 bp, 90050 bp ir’
1100160 bp. 800150 bp juosta bina intensyviausia.

Transformuotieji kamienai Z32-97, Z33-97 ir Z34-97 su savo motininiu
kamienu P. fluorescens Q8r1-96 turi tokias bendras juostas ties 330120,
600+50, 700150, 800+50, 900+50 ir 1100+60 bp. Transformuotas kamienas
Z30-97 su savo motininiu kamienu Q8r1-96, turi Sias bendras juostas:
600+50, 700450, 800+50 ir 900+50 bp.

Pagal §j iSradimg transformuotas kamienas turi motininio kamieno
pavyzdZio charakteringajj juostinj modelj, jei jis turi juostas ties 60050,
700450, 800150 ir 900150 bp 5-ajame ar’ 11-ajame‘Zemiau pateiktuose
pavyzdziuose nurodytomis sglygomis.-

Pageidautina, kad transformuoto kamieno juostos baty ties 330+20 bp ir
1000+60 bp.

Biologinés kovos aktyvumas. Biologidkai gryni iSradimo pirmojo
igyvendinimo fluorescentiniy Pseudomonas spp. kamienai sugeba slopinti
(stabdo veikimo sfera, aStruma) ligas, sukeltas Gg (pvz. “i$Sutima’)
smulkiagridése kultirose ar velénos Zoléje. Duomenys apie biologinés
kovos aktyvumg yra pateikti pavyzdZiuose, 1, 2 ir 4-ojoje lentelése (zidr.
Zemiau). 2-ojoje 3-0jo pavyzdzio lenteléje parodoma, kad Q8r1-96 kamienas
lauko salygomis 20 % sumazina kvieciy uzkréstuma “iSSutimu”. 4-ojoje 4-ojo,
pavyzdzZio lenteléje parodoma, kad Q8r1-96 beveik du kartus efektyviau
slopina “i§8utimg”, negu P. fluorescens Q2-87 kamienas (Zinomas -
slopinantis, Phl gaminantis kamienas), po devyniy kvie€iy auginimo cikly.

Kaip aptariama Zzemiau, Q8r1-96 atkartoja TAD dirvoZzemio biologinés

kovos lygi.
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Biologiskai gryni fluorescentiniy Pseudomonas spp. kamienai turi

biosintezés vietas (lokus), koduojancias antibiotiko fenazino-1-
karboksirGgsties susidaryma. Sis antibiotikas stabiliai jjungtas | genoma.
Toks kamienas slopina ligas (apriboja jy veikimo sferg bei aStrumg), sukeltas
dirvoje esancio Rhizoctonia patogeno. Pasirinktinai, Sie kamienai slopina
Pythium ar Gaeumannomyces graminis sukeltas ligas, papildomai ligoms,
sukeltoms Rhizoctonia. Kamienai gali slopinti ir visas tris ligas.

6, 7 ir 8-joje lentelése (8 pavyzdyje, Zemiau) yra pateikti duomenys
apie biologinés kovos aktyvuma. 6-ojoje lenteléje parodyta, kad
transformuoty Z30-97, Z32-97 ir Z34-97 kamieny dozés 10%-10° CFU
(kolonija formuojanéiy vienety) vienai séklai sumazina Rhizoctonia solani

AG8 uzkrésty kviecio Sakny procentg labiau negu ty paciy doziy motmmls

kamienas Q8r1-96, P. fluorescens 2-79 (fenazino-1-karboksirligsties genq
§altinis) ir du neapdoroti kontroliniai bandiniai. Kamienas (motininis) 08r1-§6

veikia ekvivalentiS$kai kamienams Z30-97 ir Z32-97 tiktai tada, jei sloplnant
Rhizoctonia yra naudojama didesné Q8r1-96 dozé. 7-0ji lentelé (8 pavyzdyjé
Zemiau) rodo, kad Pythium slopinimo eigoje Z34-97 kamieno doze 10? CFU
vienai séklai tiek pat efektyvi, kiek ir kamieno Q8r1-96 dozé 10° CFU VIenal
séklai. IS 8-osios (8 pavyzdys, Zemiau) lentelés matyti, kad Z34-97 kamienas
Zymiai slopina Gaeumannomyces graminis variantg tritici (Ggt). 4-8 Ientelég
(8 pavyzdyje, Zemiau) rodo, kad Z34-97 gali slopinti visas tris Sakny ligas.

Kolonizavimo geba. Biologiskai gryni fluorescentiniy Pseudomonas
spp. pirmojo jgyvendinimo kamienai rodo unikalig kolonizavimo geba, kuri
pasiZzymi tiek (a) didesniu populiacijos tankiu ant $akny pavirsiaus, tiek (b)
didesniu kolonizavimo aktyvumu, lyginant su Zinomais slopinanciais
kamienais, t.y. iSradime pateikti kamienai sugeba tiek kolonizuoti, tiek ir
igsilaikyti Saknies pavirSiuje. Zemiau pavyzdziais parodyta, kad iSradime
pateikti kamienai sugeba kolonizuoti Saknis, esant vidutiniam populiacijos
tankiui maziausiai 10° CFU vienam $akny masés gramui, jskaitant susijusj
rizosferinj dirvoZzemj, maziausiai 7-is vienas po kito einancius derliaus ciklus.
Fig. 2 vaizduoja kvieCiy (cv. Penawawa) Sakny kolonizavimg Q8r1-96
kamienu 9-is ciklus Quincy plésininiame dirvoZzemyje. 5-0jo ciklo eigoje Q8r1-
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96 populiacijos tankis buvo apie 1000 karty didesnis, negu P. fluorescens

Q2-87 ir M1-96 kamieny (pagal iSradima). Lind ir Moses Lake plésSininiuose
dirvozemiuose (Fig. 3, 4) Q8r1-96 taip pat parodé Zymiai didesnius
populiacijos tankius.

I8radimo pirmajam jgyvendinimui priklausantys kamienai pasizymi cha-
rakteringa geba kolonizuoti, jei jie kolonizuoja kvieciy $aknis, kai jy sukeltas
vidutinis populiacijos tankis siekia maziausiai apie 10° CFU vienam $§akny,
gramui, jskaitant $aknies plaukeliy zonas (rizosfera) bent 5-is vienas po kito
einandius auginimo ciklus, salygomis, apraSytomis Zemiau, 4-ajame
pavyzdyije.

Pagal isradimo antraji jgyvendinimg, biologiSkai gryni transgeniniai
kamienai sugeba kolonizuoti augaly séklas ir $aknis. 9-oje lenteleje (9
pavyzdys, zemiau) parodyta, kad iSradimo iliustracijai pateikty kamieny
pavyzdZiai sieké ta patj populiacijos tankij, kaip ir motininis kamienas, pragjus
66-ioms valandoms ir vienai savaitei po apdoroty sékly s&jos.

Nepriklausomumas. nuo. dirvos- tipo. Pagal isradimo- pageidauting.
igyvendinima, kamienas turi dar tokig savybe, kad jo biologinésv kontrolés -
aktyvumas ir $akny kolonizavimo geba nepriklauso nuo dirvos tipo. IS Fig. 5
galima jsitikinti, kad per 7-is ciklus Q8r1-96 kamieno populiacijos tankis
nepriklausé nuo dirvos tipo.

TAD (“i88utimg” slopinantios) dirvos biologinés kovos
atkartojimas. Kita iSradime sitlomo kamieno pageidautina savybé - gebéji-
mas slopinti smulkiagradziy kultary ligas, sukeliamas Gg, biologines kovos
lygiu, ekvivalentidku lygiui, kuris stebimas dirvoje “i$Sutimo” slopinimo (TAD)
atvejais, tai yra, kamienas sugeba atkartoti biologinés kovos lygj, pasiekiamg
TAD dirvoje. 1-oji lentelé (1 pavyzdys, Zemiau) rodo, kad séklas apdorojus
Q8r1-96 kamieno 10° CFU vienai séklai (kolonijg formuojanciy vie-
netu/séklai) doze ir jas paséjus Quincy pléSininiame laidZiame dirvozemyje,
jis tiek pat efektyviai slopino “i§8utimg”, kaip ir Quincy TAD dirva. Be to,
Q8r1-96 kamienas Lind plésininéje (laidzioje) dirvoje buvo toks pat efek-
tyvus, kaip ir Quincy dirvoZzemis TAD, pridéjus jo 10 masés %/masei i Lind
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plésininj dirvozemj. Sis “i§éutimo” s;;pinimo atkartojimas, ekvivalentiSkas
natdraliam “iSSutimo” slopinimui, yra beprecedentis.

Transgeniniy slopinangiy kamieny pritaikymas kovai su augaly
Sakny ligomis. Pagal antrgjj iSradimo jgyvendinima, transgeniniy
mikroorganizmy kamienai gali bati sékmingai naudojam kovai su augalo
$akny ligomis, kaip antai, su ligomis, sukeliamomis Rhizoctonia patogeno, ir
pasirinktinai, sukeliamomis Pythium bei Gaeumannomyces graminis.
ISradime pateikti biologinés kovos agentai ypatingai naudojami kovai su
smulkiagridziy kultdry (pvz. kvie€iy, mieziy, rugiy ir kvietrugiy) ir velénos
Zoliy ligoms. Be to, kamienai gali bati naudojami kovai su kity maistiniy,
pluostiniy ir dekoratyviniy augaly Sakny ligomis. Pastarieji augalai yra jautris
§akny ligoms, sukeliamoms dirvos patogeny: Rhizoctonia, Pythium ir
Gaeumannomyces graminis. Prie tokiy augaly priskirtini: $paragai, kanola;,

kukurtzai, cukriniai runkeliai, pomidorai, bulvés, Zirniai, ryziai, pupos, sojos,

braskés, molitgai ir medvilné. o

Biologinei kovai su gydomo augalo Sakny liga arba su konkretaus:

augalo ligomis realizuoti augalas buvo auginamas vieno ar daugiaty

fluorescentinio Pseudomonas kamieno pagal iSradimg veiksmingo slopinimui-

kiekio aplinkoje. Veiksmingas biologinei kovai kiekis yra apibréZziamas kaip
toks biologinés kovos agento kiekis, kuris reikalingas gydomo augalo Sakny
ligos ar ligy veiksmingam slopinimui (ligos veikimo, astrumo nuslopinimui ar
sumazinimui), lyginant su ligomis, atsirandanCiomis neapdorotame
dirvoZzemyje. PrileidZiama, kad vanduo, trg8os, dirvos ir oro temperatlra néra
gydomo augalo vystymasi lemiantys veiksniai. Tyrimy eigoje veiksmingas
kiekis nustatomas pakartotiniais Zinomais $ioje srityje bandymais.

Biologiné kova realizuojama, jvedus efektyvy biologinés kovos agento
kiekj | augalus, séklas ar j augalo ar séklos lokusa. Pvz., kamieng galima
jvesti sékly, dirvos, vagos apdorojimu ar dirvos bei velénos laistymu. Gali
blti panaudotos SvieZios ar Saliu iSdZiovintos Igstelés.

Kamienas gali bati jvedamas | kompozicijas, tinkamas naudoti
augalams, kuriems Sakny ligy slopinimas yra pageidaujamas. Jis gali bati
sumaiSomas su bet kuriuo agrokultiroje priimtinu nesikliu ar su agronomiskai

P
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tinkamu nesikliu, kuris neveikia kamieno aktyvumo. NeSikliy pavyzdziai -

vanduo, buferis, metilceliuliozé, durpZzemis ar vermikulitas. Kai kamienas
vartojamas suspensijos ar emulsijos pavidalo (skysto nesiklio terpéje), |
suspensijos ar emulsijos sudét] pasirinktinai gali jeiti jprastiniai priedai:
pavirSiaus aktyviosios medziagos bei drékinantys agentai, kaip kad Zinoma,
sioje srityje. Kamieno pagal iSradima sudétyje gali bdti kity kamieny, skirty
biologinei kovai, jskaitant kitus iSradimo antrojo jgyvendinimo kamienus,
pirmojo jgyvendinimo kamiena, arba kamienus, Zinomus $ioje srityje.

Naudojimo bldy pavyzdZiai ir efektyvis kiekiai yra aprasyti Zemiau.
Kiekis, atitinkantis atskiro atvejo veiksmingumo diapazona, nustatomas
eksperimentiniais bandymas.

Smulkiagridziy kultory, velénos Zoliy ar kity maistiniy, pluostiniy,
dekoratyviniy augaly sékloms apdoroti bakterijos pridedamos | 0,5-2,0 %
metilceliuliozés turindig suspensijg, siekiant sumazinti bakterijy dzitvima ir
skatinti jy sukibima su séklomis. Suspensija dedama | séklas ir maiSoma, kol
kiekviena sékla pasidengia- 10%-10° CFU vienai. séklai. - Apskritai,
pageidautinas kiekis yra apie 10%-10* CFU vienai séklai. Po §io apdorojimo-
seklos dziovinamos oru.

Apdorojant dirva, bakterijos suspenduojamos vandenyje ar buferyje ir
pilamos | dirva, kol pasiekiama apie 10%-10° CFU vienam dirvoZemio gramui.
Apdorojant veléng, bakterijos suspenduojamos vandenyje ar buferyje kaip
laistymo medziaga, turinti iki 10%-10° CFU vienam mililitrui.

Tiesiogiai apdorojant $aknis, jos panardinamos | bakterijy
suspensija10%10° CFU vienam suspensijos mililitrui.

Tipinis reikalavimas suspensijai, esant Kietam neSikliui (pvz.,
durpzemiui, vermikulitui), yra apie 10°-10° CFU vienam neSiklio gramui.
Esant skystam nesikliui, $is reikalavimas siekia 10%-10' CFU vienam
nesiklio mililitrui. Saldymu dZiovinty lasteliy atveju tipinis reikalavimas yra -
apie 10'°-10"" CFU vienam suspensijos gramui. Suspensijos su Saldymu
dziovintomis lastelémis gali blti su priedais, zinomais $ioje srityje.

Risiavimo biidas. I3radimo pirmasis jgyvendinimas apima bldus,
skirtus unikaliy, iSradime pateikty fluorescentiniy Pseudomonas kamieny
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atrankai. Naudojant masy bida, gaunami mikroorganizmy, kamienai,
pasizymintys auk$Ciau apraSytomis charakteristikomis. Trumpai tariant,
masy bldas apima Sias stadijas: (1) smulkiagradziy kultdry ir velénos Zoliy,
kultivavima vienas po kito einanCiy auginimo cikly metu, “i8Sutimg’
slopinanciame dirvoZzemyje (t.y. “i§§utimg” silpninanciame dirvoZzemyje),
praturtinant jj fluorescentinémis Pseudomonas spp., turiniomis biosintezes
vieta (lokus), kuri koduoja 2 4-diacetilflorogliucinolio gavima (taip pat -
nurodomomis kaip Phl gaminan&iomis fluorescentinémis Pseudomonas
spp.); (2) potencialiai slopinanciy fluorescentiniy Pseudomonas bakterijy
kamieny i§skyrima; (3) iSskirty kamieny rusiavima, siekiant atrinkti kamienus,
turindius biosintezés vietas (lokus), koduojancias 2,4-diacetilflorogliucinolio
susidaryma. Tai atlieckama kryzminant kolonijg  su 2,4-
diacetilflorogliucinoliniui  specifiniu DNR  bandiniu, siekiant nustatyti PHhl
gaminanéius agentus; ir (4) RAPD analizés panaudojimg turintiems
charakteringajj juostinj modelj (aprasyta auks¢iau) kamienams atrinkti. Po (3} -
stadijos gali bati pasirinktinai patvirtinamas Phl susidarymas. %

Sitlomas atrankos bidas pagal i$radima toliau yra aprasomas.
smulkiau.

1-0ji stadija. Einantys vienas paskui kita auginimo ciklai, praturtinantys
dirvg Phl gamintojais.

Sioje stadijoje smulkiagridés kultdros ar velénos Zolés yra
kultivuojamos paeiliui einanciais auginimo ciklais natlraliame “isSutimg’
slopinanciame dirvozemyje, siekiant praturtinti ji Phl gaminanciomis
fluorescentinemis Pseudomonas spp.. (a) - smulkiagridés kulturos ar
velénos Zolés auginamos TAD dirvozemyje Siltnamio sglygomis, maziausiai
3 savaites, esant salygoms, palankioms smulkiagridziy kultlry ar veienos
olés augimui, siekiant uzauginti daigus; (b) - surenkamas dirvoZzemis drauge
su smulkiagridziy kultdry ar Zoliy daigais ir Saknimis ir viskas gerai
sumaisoma; (c) - pakopos (a) ir (b) kartojamos bent 4 vienas po kito
einandius ciklus. Pasibaigus eiliniam ciklui, pakopoje (b) pagamintas misinys

naudojamas sékly daiginimui po to einanciame cikle.
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2-0ji stadija. Fluorescentiniy Pseudomonas spp. iSskyrimas i§ cikluose
i$sivysciusiy Sakny TAD dirvozemyje.

Sioje stadijoje potencialiai slopinantys flourescentiniy Pseudomonas
bakterijy kamienai iSskiriami i$ (1) stadijoje vienas po kito einandiais ciklais
kultivuoty smulkiagradziy kultdry, ar velénos Zoliy Sakny bei dirvoZzemio
susijusios rizosferos (Saknies plaukeliy). Tai atliekama auginant kamienus
Pseudomonas atrenkancioje terpéje. Parenkama tokia auginimo trukme bei
salygos, kad buty realizuotas efektyvus Pseudomonas augimas ir auganciy
terpéje kamieny atranka.

3-0ji stadija. Kolonijos kryzminimas (hibridizavimas) su specifiniais
bandiniais (zondais), siekiant nustatyti Phl gamintojus.

Sioje stadijoje iskirti 2-ojoje stadijoje kamienai yra rasiuojami, siekiant
atrinkti  kamieng, turintj Dbiosintezés vieta (lokus), koduojancig 2,4-
diacetilflorogliucinoliui (Phl) susidaryma, kryZminant kamieny kolonijg su 2,4-
diacetilflorogliucinolio specifiniu bandiniu (zondu) ir po to atrenkant
sukryZmintus su bandiniu kamienus. Atrinktos individualios kolonijos
~ surenkamos, paséjamos, dar karta séjamos ruoZeliais tol, kol kamienas
tampa stabilus ir grynas, t.y. kol pasidaro biologiSkai gryna kultdra. Kamienas
gali bati laikomas glicerolyje, -80 °C temperatiliroje, siekiant iSlaikyti jo
stabiluma.

3a stadija (pasirinktine). Phl gamintojy patvirtinimas PCR badu. Siame
pasirinktiniame etape patvirtinamas Phl gaminanciy kamieny egzistavimas.
Tai atliekama naudojant pradmenis, kurie amplifikuoja sekas Ph! biosintezés
vietose (lokus). Tie kamienai, kurie parodo teigiamg PCR reakcija,
atrenkami.

4-0ji stadija. RAPD analizé, siekiant nustatyti Phl gamintojus su
apibréztu jy juostiniu modeliu.

Sioje stadijoje atlickama RAPD analize, naudojant M13 pradmenj
(seka: GGTGGTCAAG) (ziar. auksciau, Keel ir kt.). Pradmuo M13 perkamaé
i Operon Technologies Inc., Alameda, Calif.. Atrenkami kamienai, turintys

juostas ties 600+50, 700+50, 800+50, 900+50 bp. Pageidautina, kad
kamienai taip pat turéty juostas ties 330+20, 1100+60bp.
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Naudodami §j blda, mes gavome P. fluorescens Q8r1-96, L5.1-96 ir
ML4.9-96 kamieny biologiSkai grynas kultdras, kurios priskirtinos iSradimo
pirmojo jgyvendinimo pavyzdziams.

Transgeniniy kamieny gavimas. ISradimo antrojo jgyvendinimo kamienai
gaunami pagal rekombinantinés DNR technologija, kurioje fenazino-1-
karboksirligéties biosintezés vieta (lokus) yra stabiliai jvedama | motininio
fluorescentinio Pseudomonas kamieno genomg, kurio charakteristikos
apraSytos Zemiau. Genetiné vieta (lokus) fenazino-1-karboksirlgsties
biosintezei, paimta i§ bakterijy kamieno (pvz., i§ fluorescentinio
Pseudomonas), modifikuojama jvedant fenazino biosintezés genus uZ
promotoriaus, tokio kaip tac. Si konstrukcija po to klonuojama plazmidéje.
tokioje kaip pUT, turin€ioje mini - Tn5 su klonavimo padétimis, tokiomis kaip
Sfil arba Notl ir sugebancioje tarpininkauti stabiliai jtvirtinant fenaziné

biosintezés genus recipiente fluorescentiniame Pseudomonas. Plazmidé

......

su fenazino biosintezés vietomis (lokus) ir promotoriumi perneSama ,1

kamiena, tokj kaip Escherichia coli S17-1 (Apir). Fenazino biosintezés genau‘
stabiliai jtvirtinami recipiento Pseudomonas kamiene, pastarajj suporuo;ant"
su E. coli kamienu. Po suporavimo kultlros suspenduojamos buferyje lri

auginamos ant KMB plius kanamicinas. Laikoma, kad fluorescentiniai lr
kanamicinui atsparts kamienai ir yra spéjamieji transformuoti (transgeniniai)
kamienai. ”
Kaip aptariama 5-jame pavyzdyje (Zemiau), genetiniy viety (lokus)
perne§imo variantas fenazino-1-karboksilinés ragsties biosintezei buvo
sukonstruotas, panaudojus fenazino biosintezés genus i§ Pseudomonas
fluorescens 2-79 (NRRL B-15132) kamieno. Fenazino biosintezés (phz) vieta
(lokus) yra lokalizuota P. fluorescens 2-79 kamiene 8, 505-bp Bg1ll-Xbal
DNR fragmente ir sudaryta i§ 9 genu, Zymimy: phzABCDEFG, phzl ir phzR.
Pilna gautos i§ P. fluorescens 2-79 phz vietos (lokus) geny seka yra
iSvardinta GenBank kompiuterinéje duomeny bazéje (kodas: L48616).
phzABCDEFG genai sudaro vieng operong ir yra atsakingi uz
fenazino-1-karboksirigsties (PCA) susidarymg kamiene P. fluorescens 2-79.
phzC, phzD ir phzE geny produktai panass j fermentus, skatinancius Sikimo
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ir chorizmo ragsciy medziagy apykaita, ir drauge su PhzF yra batini PCA

susidarymui. PhzG panasus | piridoksamino-5'-fosfatoksidazes ir, galbit, yra
PCA sintezuojanCiy fermenty kofaktoriaus $altinis. phzA ir phzB geny
produktai yra labai homologiSki vienas kito atzvilgiu ir gali stabilizuoti
spéjama PCA sintezuojant] multifermentinj kompleksa. Genai phzZABCDEFG .
yra lokalizuoti fenazino biosintezés vietos (lokus) (kamienas 2-79) 6,8-kb
Bglil-Xbal fragmente. Sis DNR fragmentas, kontroliuojant tac promotorium,”
buvo patalpintas ir po to klonuojamas tarpininkaujancioje, Zemiau aprasytoje
plazmidéje. Gauta plazmidé panaudota stabiliems chromosominiams
jjungimams (jsiuvams) | flourescentinj Psoudomonas spp. kamieng
generuoti, kurie (jungimai) patys savaime negali sudaryti fenazino junginiy.

Bakterijy kamienams konstruoti geny inZinerijos metodu buvo
panaudota sistema, pagrista Tn5 translokacijos savybémis ir plazmidés pUT
tarpininkavimu (V. de Lorenzo, V. Herrero, U. Jakubzik and K. N. Timmis,
Journal of Bacteriology 172:6568-6572 (1990)). pUT plazmidé pasizymi n
baltymo kilmés struktiros elementy pasikartojimu, bldingu R6K plazmidei.
Todél pUT issilaiko tik n baltymg gaminanciose bakterijose, pvz:, specialiai
sukonstruotame Escherichia coli S17-1 (Apir) kamiene. pUT taip pat pasiZymi
plazmidés RP4 onT perneS§imo ypatybémis. Dél to pUT uztikrina nasy
pernedima i§ donoriniy E. coli kamieny | recipientinius Pseudomonas
kamienus, iSreikSdamas RP4 jungiamasias funkcijas. Pagaliau, pUT nesa
IS50r gena tnp, koduojantj Tn5 minielementy perkelima. Si auk3giau
apraSyta pristatymo sistema jtvirtina fenazino biosintezés genus apdorojamo
Pseudomonas kamieno chromosomose, kur jie palaikomi nedideliu, daznai
natdraliy, kopijy skaiiumi bent teoriskai, turéty bati tokie stabills, kaip ir kiti
chromosomy genai.

Po suporavimo kultdros suspenduojamos buferyje ir auginamos ant
KMB plius kanamicinas. Fluorescentiniai ir kanamicinui atsparQs '
kamienai laikomi spéjamai transformuotais. Atrinktos individualios
kolonijos surenkamos, paséjamos ir dar kartg séjamos, kol kamienas

tampa stabilus ir grynas, t.y. jis tampa biologiSkai gryna kultira. Kamienas
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gali biti saugojamas glicerolyje, - 80 °C temperatiroje, siekiant ilaikyti ji

stabily.

Atranka Siltnamyje. Transformuoty kamieny rasiavimas, siekiant
atrinkti tuos, kurie slopina Rhizoctonia sukeliamas ligas (pvz., kvie€iy Sakny
puvinys), atliekamas Siltnamio biologiniuose bandymuose. Dirvozemis
uzkreéiamas Rhizoctonia kultra ir patalpinamas plastiko vamzdeliuose, kaip
apraSyta 8-ajame pavyzdyje, Zemiau. Tiriamos jautriosios kultros (pvz.,
kvieCiy) séklos yra apdorojamos transformuotu kamienu ir paséjamos | §j
dirvoZzemj. Jei norima atsirinkti transformuotus kamienus, kurie taip pat yra
efektyvis pie$ ligas, sukeltas Gaeumannomyces graminis (Gg) ar Pythium,
Siltnamiy_biologiniams bandymams atitinkamai naudojami Gg ar Pythium
spp. kaip séjamoji kultara.

Pasirinktiné in vitro atranka. Prie$ atranka Siltnamyje pasirinktinai

galima transformuotu kamienu slopinti Rhizoctonia kultirg in vitro:.

Transformuotas kamienas suporuojamas su patogenu ant agaro plokstelés'it
matuojama slopinamos zonos apimtis. Zemiau, 6-ajame pavyzdyje

nurodoma, kad iliustratyvis biologiSkai gryny transgeniniy kamieny:

pavyzdzZiai demonstravo intensyvesnj Gaeumannomyces graminis tritici
riSies, Rhizoctonia solani AG8 ir Pythium irregulare slopinima, negu
motininis P. fluorescens Q8r1-96 kamienas.

5 lenteléje (6-asis pavyzdys, Zemiau) parodyta, kad transgeniniy
kamieny slopinimo zonos Zymiai platesnés, negu Q8r1-96. Bendrai paémus,
kamienai slopina Pythium sukeitas ligas ar ligas, sukeltas Gg papildomai
ligoms, sukeltoms Rhizoctonia, arba sugeba kontroliuoti visas tris ligas.

ISradimo antrajame jgyvendinime taikant masy bddg, gavome
biologiskai grynas P. fluorescens kamieny kultiras: Z30-97, 232-97, Z33-97
ir Z34-97, kurios yra pavyzdzZiai pagal iSradimg. Pastarieji kamienai buvo
gauti transformuojant iSradimo pirmojo jgyvendinimo motininj kamieng
P. flourescens Q8r1-96, siekiant jvesti stabiliai | genomg biosintezeés vietg
(lokus) fenazino-1-karboksirGgsties susidarymui. Tai smulkiai aptariama 5-
ajame pavyzdyje, Zemiau. Motininis kamienas Q8r1-96 paprastai gamina
antibiotikg 2,4-diacetilflorogliucinolj (Phl). |vedimas | pastargjj kamieng

-

3
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fenazino-1-karboksirtigsties (PCA) biosintezés geny, suteiké
transformuotiems kamienams sugebeéjima gaminti PCA ir Phl drauge.

6-ajame  pavyzdyje (Zemiau) parodyta, kad fenanzino-1-
karboksirligéties biosintezés geny pridéjimas paveikia transformuotus
kamienus taip, kad jie daug aktyviau slopina Rhizoctonia sukeltg Sakny
puvinj, negu motininis Q8r1-96 kamienas ar fenazino-1-karboksirlgsties
biosintezés viety (lokus) $altinis - kamienas 2-79. Pavyzdyje pazymeta, kad
kamienas Z34-97 efektyviai slopina Rhizoctonia, esant maZai dozei 10%10°.
Tokia dozé 100-1000 karty mazZesné, negu Rhizoctonia slopinimui
reikalingos kamieny P. fluorescens Q8r1-96 ir Bacillus sp. L324-92 dozes.

Kamieny charakteristikos. Motininiam kamienui Q8r1-96 badingi
fiziologiniai poZymiai ir substrato naudojimo ypatumai yra tipiski P.
fluorescens kultrai, kaip nurodo Bergey Zinynas (ZiGr. 10 lentele Zemiau).
Q8r1-96 kamienas taip pat gamina antibiotikg 2,4-diacetilflorogliucinolj.
Transformuoti kamienai, gauti iSradime (jy pavyzdys - Z34-97), turi motininio
kamieno poZymiy, i§skyrus tai, kad transformuoti kamienai be 24-
diacetilflorogliucinolio gamina dar ir fenazino-1-karboksirﬁglét'[.

Deponavimo patvirtinimas. BiologiSkai grynds kamienq Q8r1-96,
L5.1-96, ML4.9-96 kultliros buvo deponuotos 1997 m. liepos 8 dieng pagal
Budapesto sutarties (Treaty in the Agricultural Research Culture Collection -
NRRL) 1815 North University Street, Peoria, lllinois 61604, reikalavimus.
Deponuotoms kultﬁroms suteikti atitinkami priéjimo numeriai: NRRL B-
21806, NRRL B-21807 ir NRRL B-21808. Kamienai, turintys NRRL B-21806,
NRRL B-21807 arba NRRL B-21808 identifikavimo charakteristikas, yra Sio
iSradimo produktai. Sis isradimas apima bet kurig kamieno kultlra, turinCig
kamieny NRRL B-21806, NRRL B-21807 arba NRRL B-21808 identifikavimo
charakteristikas, jskaitant subkultdras (ir ju variantus), kurioms budingos
koduojanéios antibiotiko 2,4-diacetilflorogliucinolio susidaryma vietos (lokus)
ir charakteringi juostiniai modeliai (aprasyti auksCiau) ir kurios iSlaiko Gg
sukeliamy smulkiagradziy kultdry ir velénos Zoliy ligy slopinimo bei
charakteringa $akny kolonizavimo geba. Terminu “variantai® Cia pazymeti
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transformantai ir mutantai, kuriems priskirtinos aukSCiau jvardintos
charakteristikos.

Biologiskai grynos P. fluorescens kamieny Z32-97, Z33-97 ir Z34-97
kultiros buvo deponuotos 1997 m. gruodzio 11 diena, o biologiskai gryna
P. fluorescens kamieno Z30-97 kultira deponuota 1997 m. gruodzio 15
dieng agrokultiry kolekcijoje (Agricultural Research Culture Collection)
(NRRL), 1815 North University Street, Peoria, lllinois 61604. Deponuotoms
kultdroms buvo suteikti atitinkami priéjimo numeriai: NRRL B-21905, NRRL
B-21906, NRRL B-21907 ir NRRL B-21908. Visi kamienai deponuoti pagal
Budapesto sutartj. Turintys NRRL B-21905, NRRL B-21906, NRRL B-21907
arba NRRL B-21908 identifikavimo charakteristikas kamienai yra Sio
iSradimo produktai. Sis iSradimas apima bet kuria kamieno kultdra, turinCig
identifikavimo charakteristikas NRRL B-21905, NRRL B-21906, NRRL B
21907 arba NRRL B-21908 kamieny, jskaitant subkultiras (ir jy variantus),
kurioms bddingos koduojancios antibiotiko fenazino-1- karboksirﬁgétie%
susidaryma vietos (lokus), stabiliai jvestos | genomg, kurios slopma
Rhizoctonia patogeno sukeltas ligas ir iSlaiko motininio kamieno 24-
diacetilflorogliucinolio vietas (lokus). Pageidautiname jgyvendinime kamlenas
taip pat islaiko keturias motininio kamieno genetinio profilio juostas (kalp
buvo parodyta auk$éiau). Terminu “variantas” Cia paZzyméti transformantai ir
mutantai, kuriems priskirtinos auk$&iau iSdéstytos charakteristikos. |

ISradime pateikty kamieny auginimas. Pirmojo [gyvendinimo
fluorescentiniy Pseudomonas spp. kamienai gali bati auginami bet kurioje
tinkamoje kietoje ar skystoje bakteriologinéje terpéje. Terpés pavyzdys -
Kingo B terpé. Kamienai auginami aerobinése salygose, esant temperatirai,
tinkamai organizmy vystymuisi, t.y. nuo 15 °C iki 30 °C. Labiausiai tinkamas
temperatros intervalas: apie 24-28 °C. MaitinanCios terpes pH yra
rekomenduotinas apytikriai neutralus, t.y. pH = 6,7-7,2.

ISradimo antrojo jgyvendinimo fluorescentiniy Pseudomonas spp.
kamienai gali bati auginami bet kurioje tinkamoje kietoje ar skystoje
bakteriologinéje terpéje. Kingo B terpé - pavyzdiné. Kamienai auginami
aerobinése saglygose, esant tinkamai organizmy vystymuisi temperatarai, t.y.

C et L AN
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apie 15-30 °C; labiausiai tinkamas temperatdros intervalas: 24-28 °C.
Maitinancios terpés pH yra rekomenduotinas neutralus, t.y. pH = 6,7-7,2.

Atsarginiy kultlry priezitra. Kiekvienas kamienas turi biti laikomas
salygose, uztikrinanCiose jo stabilumg. Tokios sglygos - glicerolio terpe
(-80°C). _

Gg slopinangiy kamieny naudojimas. ISradime pateikti
mikroorganizmy kamienai naudotini kovai su smulkiagridziy kultiry ar
velénos Zoliy ligomis, sukeltomis Gg. Smulkiagradziy kultry pavyzdziai -
kvieciai, mieziai, rugiai ir kvietrugiai. Gg sukeliamy ligy pavyzdZiu gali bati
sukeliamas Ggt “id$utimas”, kuris yra svarbiausia kvie€iy $akny liga, o taip
pat kity Graminae, tokiy kaip ir mieziai, rugiai ir kvietrugiai. Kiti grybeliai (Gg
grupés) Gga infekuoja avizas ir Zole. Jie identifikuojami pagal “is§utimo”
démes velénos Zoléje - ypac lauky Zoléje. Ggg taip pat infekuoja kai kurias
lauky Zoles.

Biologinei kovai su Gg sukeliamomis ligomis bdtina smulkiagrides
kultiras bei Zole auginti, pridéjus | dirva atitinkamg. iSradime pateikty
fluorescentiniy Pseudomonas kamieny (vieno ar keliy) reikalingg slopinimui
kiekj. Efektyvi biokontrolé apibréZziama tokiu biologinio agento kiekiu, kuris
slopina (sustabdo plétimasi, mazina astrumg) Gg grupés. sukeltas ligas,
lyginant su neapdorotu kontroliniu bandiniu. Optimaliai biologiSkai gryna
kultdra yra taikoma siekiant susilpninti augalo Sakny ligg maziausiai 15 %,
lyginant su neapdorotu kontroliniu bandiniu lauke, kur auginamos
smulkiagridés kultdros arba velénos Zolé. Biokontrolei realizuoti efektyvus
biokontrolés agento kiekis taikomas augantiems augalams ar jo sékloms,
arba yra jvedamas | augalo ar sékly lokusg (vietg). Pvz., kamienas yra
naudojamas apdorojant séklas, dirva, vagas ar drékinant veléng bei dirva.
Gali bati naudojamos 3al€iu dZiovintos lgsteles. —

Kamienas gali bati jmaiSytas | kompozicijas, kurios naudojamos-
smulkiagridéms kultdroms ir velénos Zoléms. Jj galima sumaiSyti su bet
kuriuo agrokultiros ar agronomijos siGlomu nesikliu, neturinCiu jtakos
kamieno aktyvumui. NeSikliy pavyzdziai - vanduo, buferis, metilceliulioze,

durpZzemis ar vermikulitas. Kai kamienas vartojamas suspensijos ar




emulsijos pavidalo (skysto nesSiklio terpéje), suspensijos ar emulsijos
sudétyje gali biti jprastiniai priedai: pavirSiaus aktyviosios medziagos bei
drékinantys agentai. I1Sradime pateiktas kamienas gali blti komponuojamas ir
su kitais, biologinei kovai tinkamais kamienais.

Naudojimo bady pavyzdziai ir efektyvis kiekiai aprasyti Zemiau.
Kiekis, atitinkantis konkretaus atvejo efektyvumo diapazong, nustatomas
eksperimentiniais bandymais.

Smulkiagridziy kultlry ar velénos zoliy séqu apdorojimui bakterijos
jvedamos | 0,5-2,0 % metilceliulozés suspensijg, siekiant iki minimumo
sumazinti bakterijy dziGvimag ir stimuliuoti jy sankabumag su séklomis.
Suspensija ir séklos maiSomos tol, kol kiekviena sékla pasidengia 10%-10°
CFU vienai séklai. Apskritai, pageidautinas kolonijg sudarangiy vienety kiekis
yra apie 10*-10° CFU vienai séklai. Apdorotos séklos iSdZiovinamos ore. :

Apdorojant dirvoZzemj, bakterijos suspenduojamos vandenyje ar
buferyje ir naudojamos pirmojo dirvoZzemio sudrékinimo metu, siekiant gauti
apie 10%-10° CFU vienam dirvozemio gramui. Apdorojant veléna, 2 ml
laistymo medziagos, turinéios 10>-10° bakterijy viename mililitre, supilama
cm diametro Zolés plota. =

Tipinis reikalavimas kolonizavimo aktyvumui, esant kietam nesSikliui
(pvz., durpZemiui ar vermikulitui), yra apie 10’-10° CFU vienam nesiklio gra-
mui. Kai nesiklis skystas, reikalaujama 10%-10'°CFU vienam nesiklio mililitrui.
Saldymu dziovintai konsistencijai tipinis kiekis yra 10'°-10" CFU vienam
konsistencijos gramui ir savo sudétyje gali turéti priedy, Zinomy Sioje srityje.

Motininiai kamienai transgeniniy kamieny pagal iSradimg
gavimui. ISradime gaunamiems transgeniniams kamienams sudaryti yra
tinkami motininiai kamienai, turintys Sias charakteristikas: kamienas turi
biosintezés vietas (lokus), koduojanCias 2,4-diacetilflorogliucinolio
susidarymg, ir unikaly genotipg, kaip parodyta bidingu jo genomui juostiniu
modeliu (smulkiai aprasSytu Zemiau, ir parodytu Fig. 1). Sis profilis gali buti
indentifikuotas RAPD analize, naudojant M13 pradmenj, kaip pavaizduota
Zemiau, 5-me pavyzdyje. Pavyzdiniai motininiai kamienai yra P. fluorescens
kamienai: Q8r1-96, L5.1-96 ir ML4.9-96, aptarti anksciau.
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Pagal §j isradimg motininis kamienas turi charakteringg juostinj profilj,
jei spektro juostos yra ties 600+50bp, 700+50bp, 800+50bp, 900+50bp,
esant salygoms, apraSytoms § pavyzdyje. Transgeniniame kamiene
motininio kamieno juostos pasipildo ties 330+20bp ir 1100+60bp. Norint
alternatyviai identifikuoti, ar motininis kamienas turi charakteringg juostinj
modelj, testuojamas kamienas agaro gelyje vizualiai palyginamas su P.-
flourescens kamienu Q8r1-96 600+50bp+900+50bp juosty intervale. Jet
tikrinamo kamieno profilis §iame intervale sutampa su Q8r1-96 profiliu,
tikrinamas kamienas turi charakteringg motininiam kamienui juostinj modelj ir
papildomai slopina sukeltas Gg laukuose auginamy smulkiagridziy kultdry,
arba velénos Zolés ligas bei rodo $akny kolonizavimo geba, pasiZzyminCig
tiek didesniu populiacijos tankiu, tiek didesniu kolonizavimo aktyvumu,
lyginant su Zinomais Gg slopinanciais kamienais.

Motininio kamieno aktyvumas biologinéje kovoje. Biologiskai gryny
fluorescentiniy ‘Pseudomonas spp. kamieny aktyvumas biologingje kovoje
aptartas auksciau.

TAD (“iS8utimg” slopinanéios) dirvos - biologinés  kovos
atkartojimas. |I3radime pateiktas motininis kamienas yra charakterizuojamas
kaip slopinantis smulkiagradziy kultdry Gg sukeltas ligas tuo paciu biologiniu
lygiu, kaip ir tada, kai smulkiagriidés kultdros auginamos natlraliose TAD
(“i88utimo” slopinimo) salygose. Tai yra, kamienas sugeba atkartoti
biologinés kovos lygj, budingg TAD dirvai. Pvz.,, pavyzdinio motininio
kamieno Q8r1-96 naudojimo dozé 10* CFU vienai séklai, po to pasétai
Quincy plésiningje pralaidzioje dirvoje, tiek pat efektyviai slopino “issutima’,
kaip ir Quincy TAD dirva. Be to, Q8r1-96 Lind pléSininéje pralaidZioje dirvoje
buvo tiek pat efektyvus, kaip ir Quincy TAD dirva, pridéta | Lind dirva 10
masés%/masés. “ISSutimo”  slopinimo atkartojimas, ekvivalentiékas-
natdraliam TAD, yra beprecedentis.

Motininiy kamieny, pageidautina, naudojamy kaip atsarginé medziaga
auk$&iau minetuose procesuose, gavimo budas yra aptartas auk$Ciau,
at?vilgiu motininiy kamieny - biologiskai gryny P. fluorescens kultiry
pavyzdziy: Q8r1-96, L5.1-96 ir ML4.9-96.
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Motininiy kamieny auginimas ir atsarginiy jy kultdry priezidra yra
vykdoma kaip aprasyta auksciau, rySium su transgeniniy kamieny paruosimu

pagal §j iSradima.
PAVYZDZIAI

Zemiau pateikti pavyzdziai yra skirti vien tik placiau iliustruoti iSradima,

o ne apriboti jo teising apimtj, kuri yra nustatyta apibréztyje.

1 pavyzdys

Sis pavyzdys apraso pirmojo iSradimo jgyvendinimo fluorescentiniy
Pseudomonas spp. atranka.

Apzvalga. Pseudomonas fluorescens kamienai Q8r1-96, L5.1-96,
ML4.9-96 buvo isskiti 1996 metais i§ kvieCiy, auginamy dirvozemyje,
surinktame i§ agrokultdriniy lauky, esanéiy TAD blsenoje, Sakny prie.
Quincy, Lind, Moses Lake, VaSingtono valstijoje (JAV). Q8r1-96 buvo
igskirtas i§ kviediy, auginty Quincy TAD dirvoje, Sakny, per 8 vienas po kito
einandius ciklus (trunkanéius po tris savaites); L5.1-96 iSskirtas i$ kvieCiy;
auginty Lind TAD dirvoje, Sakny, per vienas po kito einancius 5 ciklus;
ML4.9-96 - i§ kviediy Sakny, auginty Moses Lake TAD dirvoje per vienas po
kito einangius 4 ciklus (kiekvieno trukmeé - 3 savaités).

Toliau yra pateiktas smulkus dirvoZzemiy apraSymas ir iSskyrimo bei
charakterizavimo technika.

Dirvozemiai. Trys skirtingi dirvoZemiai buvo paimti i§ Quincy, Lind,
Moses Lake apylinkiy Vasingtono valst.(JAV) agrokultdriniy lauky, esanciy
TAD bisenoje. Visos trys dirvos yra slopinancios kvie€iy “idsutimg’. 1995
mety duomenimis, Lind TAD laukas buvo be pertraukos uzsejamas kvieciais
28 metus. Quincy ir Moses Lake TAD laukai (1980 m. duomenimis) buvo
kviediais be pertraukos uZséjami 22 metus, o 1980-95 metais juose augintos
alia kviediy ir kitos kultdros. Dirvy bandiniai buvo paimti 1995 m. kovo
ménesj i§ 30-ties cm virutinio dirvos sluoksnio ir dziovinami ore 1 savaite.

Po to, prie$ naudojima bandiniai buvo sijojami (sieto tankis - 0,5 cm dydzio
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skylutés). Bandiniy fizikinés ir cheminés savybés nustatytos Idaho
Universiteto Analitiniy moksly laboratorijoje.

1 etapas: vienas po kito einantys kvie€iy augimo ciklai, siekiant
pagausinti Phl gamintojus.

Po 12 kvieCio sékly buvo pasodintos keturkampiuose PVC
puodeliuose (aukstis - 8 cm, plotis - 7,5 cm), kuriuose buvo po 200 g sijofo
natlralaus dirvoZzemio (Quincy, Lind ar Moses Lake TAD dirvos), sudrékinto
50 ml vandens su metalaksilu (Novartis, Greensboro, NC), 2,5 mg-ml”
aktyvaus ingrediento, siekiant kontroliuoti Pythium $Sakny puvinj.
Pseudomonas pastarojo fungicido neveikiamos.Vir$ sékly buvo paskleistas 1
cm storio dirvozemio sluoksnis. Augalai buvo auginami kontroliuojamos
aplinkos kameroje, 16 °C temperatiroje, su 12 val. Sviesos periodu. Du
kartus per savaite | puodelius jpilama 50 ml atskiesto santykiu 2:3 turis/taris
Hoaglundo tirpalo (tiktai makroelementai). Praéjus 3-4 auginimo savaitems,
augaly Zelmenys buvo nupjauti prie dirvos pavirsiaus, o Zzemé su Saknimis
perdéta j plastiko maiSelj, stipriai plakama, siekiant aeruoti ir sumaisyti. Taip
“kultivuotas” dirvoZemis, ilaikytas apie savaite 15 °C temperataroje, vél
grazintas j ta patj puodelj ir i naujo uZsétas 12 kviedio sékly. Si augaly
auginimo ir nupjovimo proceddra kartota maziausiai 4 (iki 8) vienas po kito
einanciy cikly. Cikly mety buvo atsitiktinai atrenkami augalo keturi pavyzdziai
iS kiekvieno pakartojimo ir $akny pavyzdziai buvo ruodiami, siekiant nustatyti
antibiotikg gaminancio fluorescentinio Pseudomonas spp. populiacijos
mastq.

2 etapas: fluorescentiniy Pseudomonas spp. iSskyrimas iS TAD
dirvoZzemyije ciklais auginty kviecio Saknu.

Keturi atsitiktinai pasirinkti augalai, auginti 1-e etape, buvo imami nuo
kiekvieno pakartojimo, ir laisvai prilipusi Zemé buvo atsargiai nukratoma nuo
Sakny. 1 g Sakny su Sakny plaukeliais buvo suspenduojamas 5-iuose ml
sterilaus vandens ir vieng minute stipriai kratomas Vortex maiSiklyje. Po to
vieng minute bandiniy lastelés buvo ardomos ultragarsu ultragarsiniame
valytuve, ir eiliniai Sakny skiediniai uzneSami ant King'o B terpés [KMB]

agaro (proteozés peptonas - 20 g; glicerolis - 10 ml; K;HPO,4 - 1,5 g; MgSO4
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- 1,5 g; agaras -15 g; H,O -1000 ml), praturtinto cikloheksimidu (100 pg-mi™),

chloramfenikoliu (13 pg-mi™) ir ampicilinu (40 pg-mi™') [KMB']. Ploksteles
inkubuojamos 25 °C temperatiiroje. Po 48 valandy kolonijos buvo
sunumeruotas. Fluorescentiniy Pseudomonas spp. kolonijos ultravioletinéje
Sviesoje (bangos ilgis - 366 nm) buvo atskirtos nuo nefluorescentiniy
kolonijy.

3 etapas: Kolonijos kryzminimas (hibridinimas) su specifiniu zondu,
siekiant nustatyti Phl gamintojus.

Skaitlingos fluorescentinés Pseudomonas spp. radys, turinios Phl
gaminancius genus, nustatomos kolonijos hibridinimu. Bakterijy kolonijy
pernesimas | Hybond-N* nailono membranas (Amersham) buvo atliktas
standartiniais bldais. Sdziovintos ore membranos 1 val. Sildytos
vakuumingje krosnyje, 80 °C temperatiroje. Bakterijy [gsteliy atplaiSoms
pasalinti membranos buvo plaunamos 1,5 val. 42 °C temperatiroje, tirpale;
kurio sudétis: 2 x SSPE (20 mM NaH,PO, [pH 7,4]; 0,36 M NaCl, 2 mM
EDTA): 0,1 % natrio dodecilsulfato (SDS) ir proteinazés (100 pyg-mi™). Po to
membranos vél plautos 1 val. 56 °C temperatiroje, 2 x SSPE ir 0,1 % SD§
tirpale. Hibridinimas atliktas standartiniais badais, iSlaikant itin grieztas
salygas: 1,5 val. iSankstinis hibridinimas 65 °C temperatiroje, 12 va}‘.
hibridinimas 65 °C temperatlroje, du kartus membrana plaunama po 5
minutes kambario temperatiroje 2 x SSC ir 0,1 % SDS tirpale, du kartus ji
plaunama 30 minuciy 65 °C temperatiroje 0,1 x SSC ir 0,1 % SDS tirpale.

Zondai generuojami i$ seky biosintezés vietose (lokus), sudaranciose
2 4-diacetilflorogliucinolj (geny banko kodo Nr. U41818). Zondas konstruotas
i§ kamieno Q2-87 vidiniy geno Phl D sekuy, atsitiktinai atZzymint PCR
fragmentus, naudojant neradioaktyvig DIG sistemg (Boehringer Mannheim).
Hibridizuoti zondai buvo imunodetektuojami anti-digoksigenino-AP-Fab
fragmentais ir vizualizuoti kolorimetriniais substratais - tetrazolio nitromélio
druska ir 5-brom-4-chlor-3-indolilfosfatu (pagal tiekéjo protokolus).

Norint atskirti Phl gamintojus, membranos signalai sugretinami su
kolonijomis, paskleistomis ant agaro plokstelés. Kiekviena individuali
kolonija, duodanti signala membranoje, buvo surinkta, paséta ir dar kartg
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paséta ruoZeliais, kol kamienas tapo stabilus ir grynas, ty. pasidaré
biologiskai gryna kultira. Kiekvienas kamienas po to buvo saugomas
glicerolyje, 80 °C temperatiroje, siekiant i§laikyti jj stabily

3a etapas (pasirinktinis): Phl gamintojy patvirtinimas PCR budu.

Sis etapas leidzia i$ kolonijos hibridinimo analizés eliminuoti tariamai
teigiamus kolonijos hibridinimo signalus.

Silumos ardomy bakterijy suspensijos, naudotos PCR analizeje, buvo
paruostos i§ kultiry, 48 valandas 25 °C temperataroje auginty ant KMB. Dvi
bakterijy kolonijos (2 mm diametro) buvo suspenduotos 100 pl lizés tirpale
(0,05 M-NaOH; 0,25 % SDS) ir inkubuojamos 15 minuciy, 100 °C
temperatiiroje. Po to suspensija centrifuguojama 1 min., esant 12000 aps.
per min. ir 50 Karty praskiesta steriliu distiliuotu vandeniu. Kiekvienai
reakcijai naudota 5 pl praskiestos suspensijos.

Pradmenys ir PCR analizé. Pradmenys - oligonukleotidai, panaudoti
PCR, formuojami i§ vidiniy P. fluorescens Q2-87 struktlros seky 2,4-
diacetilflorogliucinolio (Phl)-biosintezés vietoje (lokus) (geny banke. prigjimo
Nr. U41818). Pradmenys buvo susintetinti Operon Techn. Inc. (Alameda,:
CA). Pradmenys Phl2a (seka: GAGGACGTCGAAGACCACCA) ir Phi2b
(seka: ACCGCAGCATCGTGTATGAG) buvo suformuoti i§ vidiniy phl D
struktiros seky. Tai leidZzia prognozuoti baltymg i§ 349 aminorligsciy,
homologiska chalkono sintezei i$ augaly.

PCR amplifikacija atlikta 25-iuose pi reakcijos misinio, kurio sudétis: 5
ul praskiestos Silumos iardyty Igsteliy suspensijos, 1 x GeneAmp PCR
buferis (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT), po 200 uM kiekvieno dATP,
dTTP, dGTP ir dCTP (Perkin Elmer), 20 pM kiekvieno pradmens ir 2,0 U
AmpliTag DNR polimerazés (Perkin Elmer). Kiekvienas misinys buvo
padengtas vienu mineralinés alyvos [asu.

Amplifikacijos atliktos termostate (Perkin Elmer Thermal Cycler 480).
PCR programa sudaré pradinis denatravimas (2 min. 94 °C temperattroje), '
lydimas 30 cikly po 60 sek., esant 94°C; 45 sek., esant 67°C ir 60 sek., esant
72 °C temperatirai. PCR produkty (po 9 ul) pavyzdziai atskiriami 1,2 %
agaro gelyje su 1 x TBE buferiu (90 mM Tris-boraty, 2 mM EDTA; (pH 8,3))
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per tris valandas, esant 75 V. Toliau gelis dazomas etizio bromidu (30 min.).
PCR produktai vizualizuoti ultravioletiniame transiliuminatoriuje.

4 etapas: RAPD analizé Phl gamintojy nustatymui pagal
identifikuojantj juostinij modeli. RAPD analizé (Random Amplified
Polymorphic DNA - atsitiktiné amplifikuota polimorfiné DNR) su pradmeniu
M13 atlikta, turint tiksla sugrupuoti skirtingus Phl gaminancius
fluorescentinius Pseudomonas kamienus, iSskirtus i§ Sakny kvieciy, auginty
Quincy, Lind ir Moses Lake TAD dirvoZzemyje.

DNR amplifikacija atlikta 25 pl reakcijos misinio, kurio sudétyje - 5 pl
praskiestos, Silumos suardyty Igsteliy suspensijos, 1 x GeneAmp PCR
buferio (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT) ir po 200 uM dATP, dTTP, dGTP ir
- dCTP (Perkin Elmer), 80 pM pradmens M13 ir 2,0 U AmpliTag DNR
polimerazés (Perkin Elmer). Kiekvienas miSinys uzpiltas mineralinés alyvos
lasu. Amplifikacijos atliktos Perkin Elmer terminiame cikly uzdaviklyje 4801,5

PCR programag sudaré pradinis denatlravimas (1 min. 30 sek. 94 °Q
temperaturoje), lydimas kaskart 2 cikly procedidry: 30 sek. 94 °C; 30 sek. 36 A‘
°C; 2 min. 72 °C temperatiroje. Po pastaryjy - kaskart 40 cikly: 20 sek. ciklag
94 °C: 15 sek. ciklai 36 °C, 15 sek. ciklai 45 °C; 1,5 min. ciklai 72 °C
temperatiroje. Po to dar vienas 10 min. ciklas 72 °C temperatiroje. PCR

produkty pavyzdziai (po 9 pl) atskiriami 2,5 % agaro gelyje, jsodrintame 1 x
TBE buferiu (90 mM Tris-borato; 2 mM EDTA (pH 8,3)), 5 valandas, esant 75
V. Po to gelis dazomas etidZio bromidu 60 min.. PCR produktai
vizualizuojami ultravioletiniame transiliuminatoriuje.

ISradime pateikti biologiSkai gryni fluorescentiniai Pseudomonas
kamienai rodo unikaly juostinj modelj, kaip demonstruoja RAPD analizé
(pradmuo M13). Fig. 1 rodo P. fluorescens Q8r1-96, ML4.9-96 ir L5.1-96
kamieny juostinius modelius (RAPD spektrg). 1-asis takas rodo laiptelius 1-
kb kaip palyginamuosius. 1§ Fig. 1 matyti, kad iSradime pateiktiems
kamienams budingas juosty rinkinys yra: 330+20bp, 600+50bp, 700+50bp,
800+50bp, 900+50bp ir 1100+60bp.

2 pavyzdys

Sis pavyzdys parodo, kad iSradimo pirmojo jgyvendinimo biokontrolés
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kamienas atkartoja TAD biologinés kovos lygi.

P. fluorescens kamienas Q8r1-96 atskirtas ir daugintas auks$Ciau
aprasytu 1-ajame pavyzdyje bGdu. Bakterijos buvo suspenduotos 0,5 %
metilceliuliozéje ir sumaiSytos su kviediy séklomis (Cv. Penawawa) doze 10*
CFU vienai séklai. Séklos, panaudotos kaip kontroliniai bandiniai, gavo tiktai
metilceliulioze. Quincy pléSininis, Quincy TAD, Puliman pralaidusis ir
Pullman TAD dirvoZzemiai buvo modifikuoti 0,5 % masé/masé) avizy grudine
medziaga ( 0,25-0,5 mm dydzio), turin€ia “iSSutimo” patogeno. Po keturias
tiriamas séklas paséta keturkampiuose plastikiniuose puodeliuose (3 cm x 3
cm), uzZpildytuose (po 50 g) sijotu natdraliu dirvoZzemiu, sudrékintu vandeniu,
praturtintu metalaksilu (Novartis, Greensboro, NC) su 2,5 mg/mi aktyvaus
kovoje su Pythium ingrediento. Augalai auginti kontroliuojamoje klimatinéje
kameroje, 16 °C temperatlroje su 12 val. Sviesos periodu. Du kartus per
savaite puodeliy turinys gavo (2:3 tdris/turis) Hoaglund’'o skiedinio
(makroelementai). Praéjus keturioms savaitéms, Zelmenys buvo nupjauti,
Sakny ligos basena jvertinta, daigai sveriami ir matuojami..

Rezultatai pateikti Zemiau, lenteléje. Rezultatai rodo, kad jvestas |
Quincy plésininj ar Pullman pralaidy dirvozemj Q8r1-96 kamienas
demonstruoja tokj pat ligos slopinimo mastg, kaip ir Quincy TAD, Pullman
TAD dirvoZemiai ar perkeltas | Pullman pralaidyjj Quincy TAD dirvoZzemis.

Q8r1-96 kamienas nedidina Pullman TAD dirvoZzemyje stebimo ligos

slopinimo lygio.
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1 LENTELE: Phl gaminancio Pseudomonas fluorescens kamieno
Q8r1-96 ir Quincy TAD perkelto dirvoZemio poveikis “iS3utimo” astrumui

nattraliuose dirvozemiuose

Apdoroti Phl gaminto- Ligos " Augalo Daigo

dirvozemiai ¥ jai¥ (CFU aStrumas masé ¥ aukstis ¥
vienam Sakny (mg) (mm)
gramui)

1 eksperimentas

Quincy plésininis nerasta ¥ 42a 180 a 106 a

Quincy pléSininis. +

Q8r1-96 46x10°a 3,1b 262 b 133 b

Quincy TAD 3,7x10°b 25b 281b 139 b

2 eksperimentas

Pullman Cond.

(pralaidus) nerasta 3,8a 212 a 142 a

Pullman Cond.+

Quincy TAD (9:1)”  4,5x10°a 21b 335b 181 b

Pullman Cond.+ _

Q8r1-96 45x10'¢c 250D 288 b 172 b

Pullman TAD 1,3x10°b 19b 336 b 184 b

Pullman TAD+ &S

Quincy TAD (9:1)” 35x10°a 23b 286 b 177b -

Pullman TAD+ ‘

Q8r1-96 34x10" ¢ 23b 306 b 178 b =

Y Quincy ir Pullman Cond. dirvoZemiai - abu pralaidds kvieciy, “issutimo” ligai, kat

tuo tarpu papildymas TAD dirvozemiu slopina “i$$utimg’. Mikrofloros suaktyvinimui
Quincy plésininé ir Quincy TAD dirvozemiai buvo kultivuoti kvieCiams Sesis
(kiekvienas po 4 savaites) paeiliui einancius ciklus. Pullman Cond. ir Pullman TAD
dirvozemis paimtas tiesiai i$ kviediy lauko. Visi dirvoZzemiai buvo modifikuoti avizy
gridine medziaga (0,5 % masé/masé), turinCia “isSutimo” patogeno. Apdorotos
Q8r1-96 bakterijomis kviec€iy séklos gavo 10* CFU vienai séklai dozeg.

vesto kamieno Q8r1-96 ar natraliai susidariusio Phl gaminancio fluorescentinio
Pseudomonas spp. populiacijos apimtis, ligos astrumas, $vieZio augalo mase ir
daigo aukstis buvo nustatyti po keturiy augimo savaiciy. Lenteléje pateiktos Sesiy
pakartojimy dviejy augaly pavyzdZiy vidutinés reikSmes. Phl gaminandiy
Pseudomonas spp. populiacijos tankio, augaly mases (Svieziy augaly) ir daigy
aukstio skaitiniy reikdmiy skirtumai tarp apdoroty dirvoZzemiy buvo jvertinti
Studentized Range testu. Ligos astrumo skirtumai buvo analizuoti Wilcoxon Rank
Sum testu. Kiekvienam eksperimentui ir kiekvienam parametrui skirtingomis

raidémis pazymeti vidurkiai statistiSkai tarpusavyje Zymiai skyrési (o = 0,05).

W «|s5utimo” ligos astrumas buvo jvertintas skaléje 0-8 (0 - ligos néra, 8 - augalas
Zuves).

X Zemiau negu 10* CFU - g”' $akny apatiné riba,

Y Tiek Pullman Cond (pralaidus), tiek Pullman TAD dirvoZzemis maiSytas su Quincy
TAD dirvozemiu santykiu 9:1 (masé/mase).

Gomin
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3 pavyzdys

Sis pavyzdys apraso biologing kova su lauke auginty kvieciy
«i$dutimu”. Pseudomonas fluorescens Q8r1-96 buvo iSbandomas
komerciniame lauke $alia Almoto, WA. Praéjusiais metais Siame lauke buvo
nuimtas kvieiy derlius. Laukas natraliai uZsikrétes “iSSutimo” liga.

Eksperimentai. Pavasariniai kvieCiai (Alpowa rasis) buvo paséti.
nesuartoje dirvoje | Zeminiy kvieciy raZiena. Atskirtas ir kultivuotas P.-
fluorescens Q8r1-96 kamienas (Zitr. 1 pavyzdj 1,5 % metilceliuliozes
suspensijoje buvo panaudotas pavasariniy Alpowa kvieCiy sékloms doze
apie 1x10°ir 1x10° CFU vienai séklai. Kontroliuota lyginant su neapdorotomis
kamienu kviegiy séklomis. Pirmame kontroliniame bandinyje, 2-ojoje
lenteléje paZymétame terminu “dezinfekuota’, neapdorotos séklos buvo
pasétos | metilo bromidu dezinfekuotg dirva, siekiant patogeng eliminuoti ir
sukurti kontrolinj bandinj, pavadinta “sveikuoju”. Kitu atveju, pazymetu
“kontrolinis”, neapdorotos séklos pasétos | natiralig dirva, siekiant sukurti
ligota kontrolinj bandinj. Tyrimo sklypg sudaré 8 eilés (tarpas tarp eiliy - 1
peda). Kiekvienos eilés ilgis - 25 pédos. Kvieciai buvo nupjauti, praéjus 135
dienoms nuo séjos.

Rezultatai. Duomenys pateikti 2-oje lenteléje. Kaip matyti iS duomeny,

kamienas Q8r1-96 sumazino infekuoty augaly skaiCiy 20 %.

2 LENTELE
Apdorojimo pobddis Augalai, uzkrésti “issutimu”, %%
Kontrolinis 69,3 A
Q8r1-96 4808
Dezinfekuota 13,3C

d duomeny vidurkiai, pazyméti ta paCia raide diapazone Zymiai
nesiskiria; P=0,1, LSD = 21,1

4 pavyzdys
Sis pavyzdys demonstruoja iSradime pateikty kamieny, kolonizavimo

gebos pranasuma.
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ISradime pateiktas kamienas Pseudomonas fluorescens Q8r1-96 buvo
palygintas su P. fluorescens kamienais M1-96 ir Q2-87 (nesusietais su
iSradimu). Visi trys kamienai gamina antibiotikg 2,4-diacetilflorogliucinolj ir
pasizymi tipiskais P. fluorescens fiziologiniais poZymiais ir substrato
panaudojimo bidais, aprasytais Bergey zZinyne (Zilr. 3 lentele Zemiau).
Taciau iSradime pateikti kamienai, atstovaujami pavyzdzio Q8r1-96, turi
charakteringg RAPD juostinj modelj, nesusijusj su $io iSradimo kamieny

spektrais.

3 LENTELE

Q8r1-96 Q2-87

Dazas pagal Gramg -
Forma lazdelé lazdelé
Fluorescuojantis pigmentas + +
Oksidaze + +
Arginino dihidrolaze + +
Gliukozés fermentacija - -
B-galaktozidazé -
Zelatinos hidrolizé -
Denitrifikavimas +
Panaudojimas:

D-gliukozés

L-arabinozés

sacharozes

propionato

butirato

gliucitolio

adonitolio

D-manito

N-acetil-D-gliukozamino

maltozés

D-gliukonato

kaprato

adipato

L-malato

citrato

fenilacetato

+ +

+ 4+ 0+ o+

+ 4+ 0+ + o+ o+ o+ 4+ o+

t 4 4

Siais tyrimais nustatant kolonizavimo geba, kiekvienas kamienas buvo
jvestas | Quincy pléSininj, Lind plésininj ir Moses Lake pléSininj dirvozem|
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doze kiekvienam dirvozemiui - 100 CFU (bakterijy lgstelés) dirvozemio
bandinio gramui (puodelio matmenys - 8 cm aukscio ir 7,5 cm ploCio).
Kvietiai (Penawawa) kiekviename dirvoZzemyje buvo auginti 3 savaites. Po to
augalai buvo nupjauti, o bakterijy populiacijos ant $akny nustatomos iSséjant
praskiedimo budu. DirvoZzemis ir su juo susieta Sakny sistema buvo
perpilama | plastiko maiselj, kratoma, siekiant sumaiSyti ir aeruoti. Pragjus
savaitei po nupjovimo, kiekvienas dirvoZemis grazinamas | tg pat| puodelj ir
i$ naujo uzséjama kvieciais. Tuo bldu, kiekvieno ciklo trukmé tarp séjos - 4
savaites.

Rezultatai. Fig. 2 rodo trijy kamieny populiacijos Quincy pléSininiame
dirvoZemyje tankj (CFU vienam $akny gramui) po 9 cikly. Nesunku pastebéti,
kad net po 9 cikly kamienas Q8r1-96 rodo didesnj populiacijos tankj, negu
10° CFU/8akny gramui. Priesingai, kamieny, (nesusiety su iSradimu) M1-96
ir Q2-87 populiacija yra tik 10° CFU vienam $akny gramui. Kaip matyti i$
duomeny, isradime pateikty kamieny kolonizavimo geba virsija kity
biologinés kontrolés kamieny rodiklius; iSradime pateikti kamienai
kolonizuoja $aknis Zymiai intensyviau ir pasizymi placiu kolonizavimo
aktyvumu.

Biologinés kovos aktyvumo palyginimas Quincy pléSininiame
dirvozemyje. 9-ajame cikle | dirvg buvo jvestas Ggt uZkratas kolonizuoty
avizy grady pavidalu. Prie$ tai uzkratas buvo sumaltas ir issijotas. Po to jo
0,25-0,50 mm dalelés jmaiSomos | dirvoZzemj, esant koncentracijai 0,5 %
(masé/mase). “I38utimo” liga vertinta skaléje 0-8 (aprasyta Zemiau).
Bakterijos lygintos su kontroliniu bandiniu, kuriame | dirvoZemj bakterijy
nebuvo pridéta. Augalai buvo auginami puodeliuose (8 cm aukscio ir 7,5 cm
plodio) 4 savaites. Duomenys pateikti 4-ojoje lenteléje, Zemiau. Kaip matyti i$
lentelés, vien tik Q8r1-96 (iSradime pateiktas kamienas) slopino liga.
Apdoroti nesusijusiais su iSradimu kamienais augalai rodé tg patj ligos
masta, kaip ir kontroliniai (neapdoroti kamienais augalai). Kamieno Q8r1-96
pranasuma slopinant liga (9-ajame cikle) galima paaiskinti aukstu Sakny
kolonizavimo lygiu ir jo pastovumu. Visa tai rodo $io kamieno, kaip biologinés

kovos medziagos, agresyvuma.
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4 LENTELE
Kamienas [ Ligos astrumas”
Q8r1-96 333a2
M1-95 ¥ 6,42 b
Q2-87° 6,08 b

Kontrolinis bandinys 6,00 b

) «|35utimas” vertintas skaléje nuo 0 iki 8 (Ownley ir kt., Phytopathology 82:
178-184 (1992)), kur O - jokia liga nestebima; 1 - <10 % Sakny plote - juodi
pakenkimai; 2-10-25 % $akny plote juodi pakenkimai; 3->25 % Sakny plote juodi
pakenkimai ir viena $aknis su stiebo apacios pakenkimu; 4 - daugiau, negu viena
gaknis su stiebo apadios pakenkimu; 5 - visos $aknys su stiebo apacios
pakenkimu, ir bent vienas pakenkimas stiebo Zemutinéje dalyje, taiau be lapy
chlorozes; 6 - daug stiebo pakenkimy, ir pirmojo tikrojo lapo chloroze; 7 - visi lapai
chloroziniai ir augalas sunykes; 8 - augalas Zuves ar beveik Zuves. :

2 Reik$miy vidurkiai, Zymimi ta padia raide, tarpusavyje Zymiai nesiskiria,
P =0,05.

3 Kamienai, nesusije su isradimu, pateikti tik palyginimui.

Fig. Fig. 3-4 rodo trijy kamieny populiacijos tankj (CFU/ vienam éaknti{v
gramui) Lind ir Moses Lake plésininiuose dirvoZzemiuose po 7 cikIU_; :
atitinkamai. Akivaizdu, kad net po 7-y cikly kamieno Q8r1-96 populiacijos
tankis virsija 10° CFU vienam Sakny gramui. Priesingai, kamienai (nesusijel
su iSradimu) M1-96 ir Q2-87 sumazino populiacijos tankj iki 10% CFU vienam
Sakny gramui. Kaip matyti i§ duomeny, iSradime pateikto kamieno
kolonizavimo geba pranaSesné, negu kity kamieny; jis kolonizuoja Saknis
Zymiai aukstesniu lygiu ir platesniu kolonizavimo aktyvumu. Aukstesni
kolonizavimo rezultatai aktyvesnéje biologinéje kovoje buvo palyginti su
nesusijusiais su iSradimu kamienais.

Fig. 5 vaizduoja iSradime pateikto kamieno P. fluorescens Q8r1-96
kolonizavimo geba Quincy, Lind ir Moses Lake plésininiuose dirvozemiuose.
15 pateikty duomeny matyti, kad iSradime pateiktam kamienui dirvos tipas
neturi jtakos.

5 pavyzdys

Sis pavyzdys apraso pavyzdiniy transgeniniy, fenazing gaminanCiy

fluorescentiniy pseudomonady kamieny konstravimg. Visuose Zemiau
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iSvardintuose eksperimentuose naudoti standartiniai plazmidés DNR
i§skyrimo, apribojimo fermento jsisavinimo, agaro gelio elektroforezés,
ligiravimo ir transformavimo bddai (F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston,
D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl, 1995. Short protocols in
Molecular Biology. J. Wiley and Sons, NY). Visi fermentai (jskaitant
apribojimo endonukleazes, T4 DNR ligaze, Klenow'o DNR polimerazés | '
fragmenta) ir reikalingi atlikti Zemiau nurodytiems eksperimentams reagentai .
yra perkami firmoje Life Technologies, Gaithersburg, MD. Gelio ekstrakcijos
jranga QIAEX Il gali bati jgyta firmoje QIAGEN Inc., Chatworth, CA. Si jranga
panaudota DNR ekstrakcijai i§ agaro geliy. Escherichia coli kamienas
JM109, naudotas visiems DNR klonavimo eksperimentams, gali bati jgytas
firmoje Promega Corporation, Madison, WI. Visi bakterijy kamienai dauginti
LB terpeje (Bacto tryptone (Difco Laboratories., Detroit, M), 10 g, Bacto
mieliy ekstraktas (Difco Laboratories Detroit, MI) - 5 g; NaCl - 5 g;
H,O - 1000 ml).

1 etapas. phz geny klonavimas, kontroliuojant tac promotoriui.

6,8-kb Bg1ll-Xbal DNR fragmentas, turintis P. fluorescens 2-79
genus phz-A, -B, -C, -D, -E, -F, -G, buvo jterptas i PALTER-Ex1 klonavimo
vektoriaus BamH| ir Xbal klonavimo (dauginimo) vietas. Vektorius turi
universaly polilinkerj su stipriu tac promotoriumi klonuoty geny in vivo bei in
vitro iSreiskimui. pALTER-Ex? klonavimo vektoriy galima fgyti iS firmos
Promega Corporation, Madison, WI. Po DNR susiuvimo pavyzdys buvo
transformuotas | kompetentingas E. coli JM109 lIasteles. Transformantai
buvo atrenkami LB agar-agare, modifikuotame 12 pg/mi tetraciklino. LB
skystoje terpéje (su tetraciklinu) uZaugintos kelios individualios kolonijos
buvo panaudotos DNR plazmidés gryninimui. phz biosintezés viety (lokus)
iterpimas buvo patvirtintas jsisavinimu su apribojimo endonukleazémis. ‘

2 etapas. Perkeliamy fenazino biosintezés viety (lokus) kopijy
konstravimas.

pALTER Ex7 DNR, talpinanti phz genus, buvo isisavinta su Scal, Xbal,
Hind |l apribojimo endonukleazemis, kurios generavo 6,8-kb; 4,3-kb ir 1,4-kb
DNR fragmentus. 6,8-kb Hindlll-Xbal DNR fragmentas, talpinantis suriStus
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su tac stimuliatoriumi phz genus (Fig. 6), buvo atskirtas nuo kity fragmenty
preparatine gelio elektroforeze, iSgrynintas nuo agarozes/gelio ir
defosforilizuojant uZbaigtas Klenow DNR polimerazés | fragmentu. Sis
fragmentas buvo susiitas su pUC18Sfi klonavimo vektoriaus DNR (M.
Herrero, V. de Lorenzo, K. Timis, Journal of Bacteriology 172:6557-6567
(1990)), kuri buvo i§ anksto atkirsta EcoRI apribojimo endonukleaze ir dar
apdorota Klenow DNR polimerazés | fragmentu. Susiuvimo miSinys po to
buvo transformuotas | E. coli JM109, o transformantai su jterptomis phz

agaro, praturtinto 40-&ia ug/ml 5-brom-4-chlor-3-indolil-B-D-galaktopiranozido
(X-gal) ir 80-¢ia pug/ml ampicilino. Plazmidés DNR pavyzdziai, gauti i
transformanty baltyjy kolonijy, buvo tuo pat bldu toliau risiuojami pagal phz
genus, kaip apraSyta auksciau.

Hibridiné pUC18Sfi plazmidé, turinti phz vietas (lokus), buvo jsavinta
su Sfil apribojimo endonukleaze ir susidta su Sfil atverta pUTKm plazmide
(zidr. Herrero ir kt.). E. coli S17-1 (Apir) kompetentingos Iastelés toliau buvo
transformuotos - susiuvimo midiniu, o transformantai atrinkti LB terpéje;
praturtintoje kanamicinu ir ampicilinu (kiekvieno po 100 Hg/ml). Keliy
individualiy kolonijy DNR plazmidé buvo gryninama ir riSiuojama pagal phz
genus, skaldant Iasteles ribojimo endonukieazémis EcoRI ir Hindlll. Gautos
plazmidés pUTKm::phz genetinis Zemélapis pateiktas Fig. 6. E. coli S17-1
(Apir), talpinanti pUTKm:phz, buvo panaudota donoro vaidmenyje
konjuguojant su Pseudomonas spp..

3 etapas. E. coli S17-1 (\pir) konjugacija su Pseudomonas spp.
rasimis.

Plazmide pUTKm:phz buvo perkelta i8 E. coli S17-1 (Apir) |
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96, panaudojus kryZminimo technika,
aprasyta Herrero ir kt.. Talpinantis pUTKm::phz donorinis kamienas E. coli
S17-1 (Apir) buvo augintas per naktj kratant 37 °C temperattroje 10-tyje ml
skystos LB terpés, praturtintos ampicilinu ir kanamicinu (po 100 upg/ml).
Rifampicinui atsparus recipientas - Q8r1-96 kamienas atskirai per naktj buvo

augintas 10-yje ml skystos LB terpés (buljono) be antibiotiky. Donorinio ir
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recipientinio kamieny_ kultdros buvo atskirai centrifuguotos (5 min., 6000 aps.
per min. greiCiu) ir Iastelés suspenduotos 1-ame ml Sviezios LB terpes.
Donorinio E. coli S17-1 (Apir) kamieno Iasteliy suspensijos (30 ul) uzlaSinta
ant 2 x 2 cm plotelio nitroceliuliozés membranos paviriaus. Pastaroji
membrana buvo patalpinta ant LB plokstelés pavir§iaus. Po to virs donoro
sluoksnio uZlasina 20 ul recipientinio kamieno lgsteliy suspensijos. Gryna
nitroceliuliozés membrana (0,45 mikrony) gali bati jgyta firmoje Bio-Rad’
Laboratories, Hercules, CA. Plokstelés, padengtos membranomis, per naktj
brandintos (inkubuotos) 27 °C temperatiroje. Po to Igstelés nuo membrany
pavir§iaus buvo suspenduotos 1-ame ml sterilaus vandens, nusodintos
centrifugavimu (6000 aps./min, 5 min) ir po to suspenduotos 1-ame sterilaus
vandens mililitre. Lasteliy suspensija 10-tj karty praskiesta. Po to 100 pl
praskiestos suspensijos iS§séta MO minimalioje terpéje (Na;HPO, x 7H,0 - 21
g; KH,PO,4 - 3 g; NaCl - 0,5 g; NH,CI - 1,0 g; 1M CaCl,- 0,1 ml; 1 M MgSO, -
2 ml; 20% gliukozé - 20 ml; H,O - iki 1000 ml), praturtintoje 100 pg/mi
kanamicino ir inkubuota 3 dienas 27 °C temperatiroje. UZaugintos M9
kanamicino terpéje kelios recipientinio Q8r1-96 kamieno kolonijos uznestos
ant King'o terpés B ploksteliy (proteozés peptonas (Difco Laboratories,
Detroit, MI) - 20 g; glicerolis - 10 ml; K;HPO, - 1,5 g; MgS0O, - 1,5 g; Bacto
agar-agaras (Difco Laboratories, Detroit, Ml) - 15 g, H,O - iki 1000 ml),
praturtinty 100 pug/ml kanamicino. Tikrinant buvo patvirtintas fluorescuojancio
pigmento produkavimas. Po $§io iSruSiavimo klonai buvo auginami per naktj
skystoje LB terpéje, paskui saugomi 50 % (tdris/tdris) glicerolyje - 80 °C
temperatiroje tolesniems tyrimams.

6 pavyzdys.

Sis pavyzdys apra$o grybeliy in vitro slopinimo bandymus.

Trijy Sakny patogeny (ligos sukeéléjy) augimo slopinimas recipientq_
Q8r1-96 kamienais(transformuotais), paruostais pagal 5-g pavyzdj, buvo-
vykdomas bulviy dekstrozés agare (PDA) Petri Iékstelese. Naudotas bldas
panasus | badg, aprasytg Thomashow and Weller, Journal of Bacteriology
170: 3499-3508 (1988), iSskyrus kelias, nurodytas Zemiau, modifikacijas. Per
naktj iSlaikytos LB buljone bakterijy kamieny kultdros (3 pl) paskleidziamos
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dviejy demeliy (mikrolaseliy) pavidalu prieSingose PDA léksteles pusese, 1
cm atstumu nuo Iékételés Soniniy krasty. Lékstelés centre patalpinamas
patogeno kultiros, iSaugintos PDA terpéje, 0,5 cm intarpas nuo vedanciojo
krasto. Lékstelés buvo inkubuojamos 28 °C temperatiroje ir po to
skaiiuojama matuojant atstumg tarp bakterijy kolonijos ir grybienos
(patogeno) sandury. Siekiant slopinti Gaeumannomyces graminis variantg
tritici, iSlaikytos buljone bakterinés kultiros paskleidZiamos, praéjus 24
valandoms po grybelinio patogeno intarpo patalpinimo. Slopinimas zymétas
5 dienas po to, kai bakterijos buvo panaudotos.

Slopinant Rhizoctonia solani AGS8, bakterijy buljono kultlros
paskleidziamos drauge su patogenu tuo pat metu. Slopinimas Zymimas
sekancCias 5 dienas.

Slopinant Pythium irregulare, iSlaikytos buljono terpéje bakterijy
kultdros paskleidziamos 48 valandas prie$ grybelinio patogeno patalpinima,
Slopinimo mastas buvo Zymimas 2 dienas (skaiCiuojant nuo grybelio

jvedimo). .

Rezultatai pateikti 5-ojoje lenteléje, Zemiau. Matome i§ duomeny, ka,cji;__
transgeniniy kamieny Z30-97, Z32-97, Z33-97 ir Z 34-97 slopinimo zono,s_,:‘.n,

Zymiai platesnés, negu Q8r1-96.

5 LENTELE
Gaeumannomyces graminis var. trtici, Rhizoctonia solani AG8 ir Pythium
irregulare in vitro slopinimas motininiu kamienu Pseudomonas fluorescens
Q8r1-96 ir transgeniniais dariniais Z30-97, Z32-97, Z33-97 ir Z34-97 (bulviy
dekstrozés agaro terpéje)
Slopinimo zonos mastas

Kamienas Ggt Rhizoctonia Pythium
P. fluorescens Q8r1-96 0,50 D 0,17B 0,47 B
Z30-97 1,55 B ' 0,55 A 0,80 A
Z32-97 1,13C 0,53 A 0,70 A
Z33-97 1,66 AB 0,57 A 0,67 A
Z34-97 1", 70 A 0,55A 0,78 A

Ta pacia raide pazymeti vidurkiai menkai tesiskiria tarpusavyje (P = 0,05).
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7 pavyzdys

Sis pavyzdys apra$o rasiavimo Siltnamyje biologinius bandymus.

Medziagos ir badai.

Seékly apdorojimas: pavasariniy kviegiy (Penawawa) séklos buvo
padengtos skirtingomis bakterijy kamieny dozémis. Kamienai auginti KMB
terpéje (Pseudomonas sp.), NBY terpéje (Bacillus spp.) ir suspenduoti 0,5 %
metilceliuliozéje. Bakterijy suspensija tolygiai paskleidziama vir§ visos
lékstelés ir auginama 3 dienas 27 °C temperatiroje. Kiekvienam kamienui
buvo paruosta po tris lék3teles. Bakterijy lastelés nuimamos, nugremziant jas
i centrifugos mégintuvelj ir du kartus jas praplaunant 40-Cia ml sterilaus
distiliuoto vandens. Toliau bakterijy lgstelés resuspenduotos 15-oje ml 0,5
%-ty metilceliuliozés, ir buvo sudarytos 10 karty praskiestos su 0,5%
metilceliulioze serijos. 25 g kvieCiy sékly kruop$ciai sumaiSyta su 9 ml
bakterijy suspensijos metilceliuliozés tirpale. Séklos buvo dZiovinamos per
naktj. Realios bakterijy lasteliy dozés kiekvienai seklai buvo jvertinamos
suskaidiuojant atskiedus léksteléje.

Ligos slopinimo bandymai Siltnamyje

~ “IS8utimo” (sukeito Gaeumannomyces graminis varianto tritici (Ggt),
Sakny puvinio (sukelto Rhizoctonia solani AG8) ir Pythium sakny puvinio
(sukelto Pythium spp. komplekso, jskaitant Pythium irregulare) slopinantys
transgeniniai kamienai buvo tirti, naudojant meégintuvélius (Ownley ir kt.,
Phytopathology 82: 178--184 (1992) bei Weller ir kt., Plant Disease 69:70-
713 (1985)). Kiekvieno minéty trijy patogeny inokuliatas buvo ruostas 4
savaites auginant kiekvieng patogeng atskirai, autoklave apdorotuose
pilnuose avizy griduose (JAV patentas Nr. 4456684, nurodytas Siame
apraSyme kaip analogas). Inokuliatas, prie$ ji panaudojant, buvo laikomas
aldytuve. Analizuojamiems pavyzdziams naudoti meégintuveliai buvo
pagaminti i§ plastiko, turéjo kagio formg ir skyléta dugna. Jy ilgis - 20,
diametras - 2,5 cm. Mégintuvéliai pakabinami, naudojant plastikinius déklus.
Kiekvienas mégintuvélis uzkemS$amas su medvilniniais kamuoliukais, o po to
pusé meégintuvélio tario uZzpildoma smulkiu vermikulitu ir po to - apie 13
gramy paprasto dirvozemio su grunto avizy inokuliatu ar be jo. Tiriant
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“i&&utima” ir Rhizoctonia $akny puvinj, dirvoZzemis buvo sumaiSomas su 1 %
(masés/mase) $vieZiai kultivuoty avizy gridy inokuliatu (avizy grady dalelés
0,25-0,50 mm apimties). Tiriant Pythium sukeliamg §akny puvinj, dirvoZzemis
buvo uZkrediamas avizy gridais, kolonizuotais Pythium irregulare. Po to |
kiekvieng Pythium uZkrésto dirvoZzemio mégintuvél] pridedama po 10 mi
vandens, o | Ggt ir Rhizoctonia solani uzkrésto dirvozemio mégintuvélius - po
10 mi vandens su metalaksilu (Ridomil 0,075 g/i; Norvatis, Greensboro, NC).
Sudrékinus, mégintuvéliai, talpinantys Pythium irregulare ar Rhizoctonia
solani apkrésta dirvozemj, 48 val. pries séjima inkubuojami kambario
temperataroje. Mégintuvéliai, talpinantys Ggt uzkrésta dirva, uZséjami tuoj
pat po sudrékinimo. Kiekviename mégintuvélyje pasodinama po du kviecio
gridus, kurie uZbarstomi plonu smulkaus vermikulito sluoksniu ir
sudrékinami 3 ml vandens (Pythium bandymams) ar metalaksilo tirpalu (Ggt,
ir Rhizoctonia bandymams). Megintuvéliy angos padengiamos plastiku,

siekiant iSsaugoti reikalinga daiginimui dregme. Taip paruosti mégintuvéliai ;
4-5 savaitéms patalpinami | Siltnamj (pastovi temperatira - 16 °C, Sviesos.
laikotarpis - kas 12 val.). Pasirodzius kviediy daigams (po 3-4 dienyy
megintuvéliai pradedami drekinti du kartus savaitéje 5 ml 1/3 stiprumo "
Hoagland'o tirpalu. Visi eksperimentai atlikti, naudojant Quincy plésininj

dirvozemj, gauta i Quincy, WA, Kkartojant bandymg 5-6 kartus, 5
meégintuvéliais kiekvienam pakartojimui. Visy trijy Sakny ligy aStrumas
vertintas, nuplovus $aknis nuo jsiSaknijimo terpes. Rhisoctonia Saknies
puvinio astrumas apibddinamas infekuoty Sakny procentais. Pythium
infekcijos astrumas jvertintas daigy iSaugimu i$ jy auksCiu. “|§8utimo”
astrumas jvertintas naudojant Ownley ir kt. (1992) 0-8 skale (Zidr. auksciau).

Statistiné analizé. Rezultatai buvo analizuoti statistine kompiuterine
programa SAS (SAS Institute, Cary, NC). Augimo greitis buvo analizuotas,
atlikus arksinusinj duomeny apdorojima. “|§Sutimo” ligos jvertinimo
duomenys analizuoti neparametrinés statistikos badu. Apdorojimo vidurkiai
atskirti Fisherio saugomu maziausio reikSmiy skirtingumo metodu (LSD),
esant P = 0,05.
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Rezultatai pateikti 6-10 lentelése, Zemiau. IS 6 lenteles matyti, kad
transformuoty kamieny Z30-97, Z32-97 ir Z34-97 dozés 10%-10° CFU vienai
séklai labiau sumazino Rhizoctonia solani AG8 infekuoty kvieCio Sakny
procenta, lyginant su pana$ia motininio Q8r1-96 kamieno doze, su P.
fluorescens Z2-79 (fenazino-1-karboksirtgsties geny S$altiniu) ar dviem
neapdorotais  kontroliniais  bandiniais. Motininis kamienas Q8r1-96 .
Rhizoctonia slopinimo mastu susilygina su Z30-97 ir Z32-97, tiktai kai
naudojama didesné Q8r1-96 dozé. 7-0ji lentele rodo, kad sIopinanéio'
Pythium kamieno Z34-97 doze 102 CFU vienai séklai tiek pat efektyvi, kaip ir
motininio Q8r1-96 kamieno 10° CFU vienai séklai dozé. Kamienas Z34-97
ypa¢ efektyviai slopina Gaeumannomyces graminis variantg tritici - Ggt (zidr.
8 lentelg). Pagal 5-8 lenteliy (Zemiau) duomenis, Z34-97 sugeba slopinti

visas tris Sakny ligas.

6 LENTELE
Kviegio $akny Rhizoctonia puvinio (Rhizoctonia solani AG8) slopinimas,
apdorojant séklas gamtiniu biidu ir naudojant transgeninius biologinés kovos

agentus
Apdorojimo priemoné CFU vienai Uzkrestos
séklai " saknys, % 2
Metilceliuliozé® 0 60,7 a*
Neapdorota® 0 55,3 ab
Pseudomonas fluorescens 2-79” 10° 489 b
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96>° 10° 373 ¢
Pseudomonas fluorescens Q2-87° 10° 348 cd
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96°% 10* 308 cde
Bacillus spp. L324-92° 10’ 28,1 def
Transgeninis Z32-97 102 25,1 efg
Transgeninis Z30-97 10? 25,1 efg
Transgeninis Z34-97 102 21,6 fg
Transgeninis Z34-97 10° 18,8 g

) seklos buvo apdorotos bakterijomis, suspenduotomis 05 %
metilceliuliozes tirpale, siekiant suteikti séklai pazymeétas dozes.

2 Rhizoctonia tipidkai pakenkty Sakny dalis, isreikita procentais (pragjus 4
savaitéms nuo sejos).
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3 Metilceliulioze apdorotos séklos - apdorotas tik 0,5 % metilceliulioze.
"Neapdorotos"” - séklos niekuo nebuvo paveiktos.

4 Skaitiniy reik$miy vidurkiai, pazyméti viena ir ta pacia raide, tarpusavyje
Zymiai nesiskiria, P = 0,05.

® Nepateikti isradime kamienai, skirti vien palyginimui.

®) Motininis kamienas.

7 LENTELE
Kviedio Sakny Pythium puvinio (Pythium irregulare) slopinimas, apdorojant
séklas gamtiniu bidu ir naudojant transgeninius biologinés kovos agentus

Apdorojimo priemoné CFUvienai  Sudygimas “
séklai "
Metilceliuliozé” 0 50 d¥
Neapdorota® 0 54 cd
Pseudomonas fluorescens 2-79% 10° 63 cd
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96>%  10° 92 ab
Pseudomonas fluorescens Q2-87° 108 50 d
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96>%  10* 71 bed
Bacillus spp. L324-92° 107 92 ab
Transgeninis Z32-97 102 67 cd
Transgeninis Z30-97 10? 67 cd
Transgeninis Z34-97 102 96 a
Transgeninis Z34-97 10° 79 abc

") seklos buvo apdorotos bakterijy suspensija 0,5 % metilceliuliozes tirpale:f;f

siekiant suteikti séklai pazymétas dozes.

2 pasirodziusiy daigy skaicius, pragéjus 4 savaitéms po séjos.

3 Metilceliulioze apdorotos séklos - apdorotos tik 0,5 % metilceliulioze.
"Neapdorotos" - séklos niekuo nebuvo paveiktos.

9 Skaitiniy reikmiy vidurkiai, pazymeéti viena ir ta pacia raide, tarpusavyje
Zymiai nesiskiria, P = 0,05.

> Nepateikti iradime kamienai, skirti vien palyginimui.

® Motininis kamienas.
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8 LENTELE

Kvietio Sakny “i8Sutimo” puvinio (Gaeumannomyces graminis var. tritici)
slopinimas, séklas apdorojant gamtiniu biadu ir naudojant transgeninius

biologinés kovos agentus

Apdorojimo priemoné CFU vienai Ligos aStrumo
séklai ! jvertinimas 2
Metilceliuliozé” 0 42a"
Neapdorota® 0 4,2 ab
Pseudomonas fluorescens 2-79 10° 3,9 abc
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96°%  10° 29 e
Pseudomonas fluorescens Q2-87° 10° 3,7 bed
Pseudomonas fluorescens Q8r1-96>°  10* 2.9 e
Bacillus spp. L324-92° 10’ 35 cd
Transgeninis Z32-97 10° 3,9ab
Transgeninis Z30-97 10° 3,8 abc
Transgeninis Z34-97 10° 35 d
Transgeninis Z34-97 10° 34 d

) Séklos buvo apdorotos bakterijomis,  suspenduotomis.. 0,5 %
metilceliuliozés tirpale, siekiant suteikti séklai nurodytas dozes.-:. .

2 «1g8utimas” buvo vertintas skaléje nuo 0 iki 8 (Ownleyirkt., 1992), kurioje:
0 - jokia liga nestebima; 1.- <10 % S$akny, srityje - juodi pakenkimai; 2-10-25 %
sakny srityje juosvi pakenkimai; 3->25 % $akny, srityje juosvi pakenkimai ir viena
aknis su stiebo pagrindo pakenkimu; 4 - daugiau negu vienos Saknies stiebo
pagrindo pakenkimai; 5 - visos $aknys su stiebo pagrindo pakenkimu, maziausiai
vienas pakenkimas stiebo Zemutinéje dalyje, taCiau néra lapy chlorozeés; 6-daug
stiebo pakenkimy ir pirmojo tikrojo lapo chlorozeé; 7-visi lapai chlorotiniai ir augalas
labai sunykes; 8-augalas zuves ar beveik zuves.

3 Metilceliulioze apdorotos séklos - apdorotos tik 0,5 % metilceliulioze.
"Neapdorota" - séklos niekuo nebuvo paveiktos.

4 Skaitiniy reikdmiy vidurkiai, pazymeti viena ir ta pacia raide, tarpusavyje
zymiai nesiskiria, P = 0,05.

%) Nepateikti isradime kamienai, skirti vien palyginimui.

® Motininis kamienas.

8 pavyzdys
Sis pavyzdys apraso kvieCio Sakny kolonizavimg laukiniais ir
transgeniniais kamienais. ”
Rizosferos kolonizavimas. Rizosferos (Saknies plaukeliy)
kolonizavimas transgeniniais  kamienais charakterizuotas  naudojant

biologinius bandymus mégintuveliuose, kaip ir auksciau apradyti ligos
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slopinimo bandymai. Kviegiy séklos, padengtos tiriamo kamieno bakterijy
Iastelémis, buvo pasétos, esant dozei 10° CFU vienai séklai. Skaitiné CFU
ant sekly reikdmé fiksuota po 66 valandy ir po vienos savaités nuo sejos. Tai
buvo atlieckama séjant KMB terpéje praskiedimo bidu, praturtinus terpg
rifampicino ir cikloheksimido priedais (kiekvieno po 100 pg/mi).

Rezultatai pateikti 9-oje lenteléje. Matome, kad iSradime pateikti
transgeniniai kamienai po 66 valandy, ir po vienos savaités nuo séjos pasieké
ta patj populiacijos tankj, kaip ir motininis kamienas, pragjus tam paciam

laikui nuo séjos.

9 LENTELE
Dieny skaicius po s&jos
Kamienas ¥ Po 66 val. (CFUx10’ Po 7 dieny (CFUx10’
vienai séklai) vienam Sakny g)

Pseudomonas
fluorescens Q8r1-96 1,4 A" 26,8 A :
232-97 1,1A 11,7A

Z33-97 1,1A 16,2 A

Z34-97 1,1A 16,0 A

Z30-97 1,5A 13,2A

¥ kviediy seéklos buvo padengtos 10° CFU vienai séklai doze;

b skaitiniy reikémiy vidurkiai (pagal Fisher'io maZiausio skirtumo testa LSD),
pazyméti viena ir ta pacia raide, tarpusavyje skiriasi nezymiai, P = 0,05.

9 pavyzdys

Sis pavyzdys apra$o fiziologinius poZymius ir substrato (maitinancios
terpés) panaudojimo ypatumus.

Pavyzdinis Pseudomonas fluorescens kamienas Q8r1-96 buvo
palygintas su P. fluorescens kamienu Q2-87 (kuris taip pat pasizymi vietomis
(lokus), koduojanciomis antibiotiko 2,4-diacetilflorogliucinolio susidaryma).
Abiem kamienams badingi tipiniai P. fluorescens fiziologiniai pozymiai ir

substrato panaudojimo ypatumai (Zidr. Bergey Zinyng ir 10 lentele, Zemiau).

e R
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10 LENTELE
Q8r1-96 Q2-87
Dazas pagal Gramg - -
Forma lazdelé lazdelé
Fluorescuojantis pigmentas + +
Oksidaze +
Arginindihidrolaze + +
Gliukozés fermentacija - -
B-galaktozidaze - -
Zelatinos hidrolizé - +
Denitrifikacija +
Panaudojimas:
D-gliukozes + +
L-arabinozés + +
Sacharozes + +
Propionato + +
Butirato - -
Gliucitolio + +
Adonitolio - -
D-manito + +
N-acetil-D-gliukozamino + +
Maltozes - -
D-gliukonato + +
Kaprato + +
Adipato - -
L-malato + +
Citrato + +

Fenilacetato

10 Pavyzdys

Sis pavyzdys apraso RAPD analize, skirtg transformuoty kamieny
identifikavimui pagal charakteringa juostinj modelj.

RAPD analizé naudota (dalyvaujant pradmeniui M13) transformuoty
kamieny, ir motininio kamieno Q8r1-96 palyginimui. DNR amplifikuota 25-7pl
reakcijos miginyje. Misinio sudétis: 5 pl, praskiestos Silumos paveikty lasteliy
suspensijos, 1 x GeneAmp PCR buferio (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT),
po 200 uM dATP, dTTP, dGTP ir dCTP (Perkin Elmer), 80 pM masalo M13ir
20 U AmpliTag DNR polimerazes (Perkin Elmer). Kiekvieno misinio

pavirSiuje paskleista po lasa mineralinés alyvos. Amplifikacijos atliktos
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termostate (Perkin Elmer Thermal Cycler 480) ciklams realizuoti. PCR
programa: pradinis denatiravimas (trunkantis 1 min. 30 sek) 94 °C
temperattiroje, lydimas besikartojangiy, 2-jy cikly (rezimai: 30 sek., 94 °C; 30
sek., 36 °C; 2 min., 72 °C), po to - besikartojanciy 40-ties cikly (reZimai: 20
sek., 94 °C: 15 sek., 36 °C; 15 sek., 45 °C; 1 min.30 sek., 72 °C) ir pabaigoj -
1 ciklo (10 min., 72 °C). PCR produkty bandiniai (9yl.) atskiriami 1 x TBE
buferiu (9 mM triborato, 2 mM EDTA; pH 8,3) jsodrintame 2,5 %-iniame
agaro gelyje, 5 val., 75 V. Gelis buvo dazomas etido bromidu 60min., o PCR
produktai vizualizuojami ultravioletiniu transiliuminatoriumi.

Transformuoti kamienai Z32-97, Z33-97, Z34-97 turi Sias bendras su
motininiu P. fluorescens kamienu Q8r1-96 RAPD juostas: 330+20bp,
600+50bp, 700+50bp, 800+50bp, 900+50bp ir 1100+60bp. Transformuotas
kamienas Z30-97 turi Sias bendras su motininiu kamienu Q8r1-96 juostas:
600+50bp, 700+50bp, 800+50bp ir 900+50bp.
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Iéradimobapibréitis

Fluorescentinio Pseudomonas spp. bakterijy kamieno biologiSkai gryna
kultGra, turinti  biosintezés  vieta  (lokus), koduojanCia  2.4-
diacetilflorogliucinolio susidaryma.
BiologiSkai gryna kultdra pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad-
minétos fluorescentinio Pseudomonas spp. bakterijos turi biosintezes vietg
(lokus), koduojancia stabiliai jvestos | genomg fenazino-1-karboksirligsties
susidaryma.
BiologiSkai gryna kultdra pagal 1 arba 2 punkta, besiskirianti tuo,
kad minétoms fluorescentinio Pseudomonas spp. bakterijoms budingos
juostos ties 600+50 bp, 700450 bp, 800450 bp, 900+50 bp, identifikuo-
jamos atsitinktinés amplifikuotos polimorfinés DNR (RAPD) analizés
metodu, naudojant M13 pradmen;.
Biologiskai gryna kultlra pagal 3 punktg, besiskirianti tuo, kadji
dar turi juostas ties 330+20 bp ir 1100460 bp.
BiologiSkai gryna kultira pagal bet kurj iS 1-4 punkty, be sis ki -
rianti tuo, kad minétas kamienas sugeba slopinti laukuose auginamy
smulkiagridziy kultiry ar velénos Zoliy ligas, sukeliamas grybelio
Gaeumannomyces graminis (Gg), kai minétas gebéjimas, pageidautina,
yra ekvivalentiS§kas biologinés kovos lygiui, gautam, kai smulkiagrides
kultGros auginamos “is§Sutimo” slopinimo bisenoje esancioje dirvoje.
Biologiskai gryna kultdra pagal 1 arba 2 punktg, besiskirianti tuo,
kad minétas kamienas sugeba slopinti augaly Sakny ligas, sukeliamas
Rhizoctonia grybelio.
Biologiskai gryna kultira pagal 1 arba 2 punkta, besiskirianti tuo,
kad minétas kamienas sugeba slopinti augaly Sakny ligas, sukeliamas -
Gaeumannomyces graminis (Gg) ar Pythium grybeliy.
Biologiskai gryna kultira pagal bet kurji$ 1-4 punkty, besiskirianti .
tuo, kad minétas kamienas dar sugeba kolonizuoti $Saknis tokiu
populiacijos tankiu, kurio vidurkis yra maziausiai 10° kolonijg formuojanciy,
vienety (CFU) vienam $§akny gramui, jskaitant susijusj rizosferos

dirvoZzemj, bent 5-is vienas po kito einancius auginimo ciklus.
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9. Biologiskai gryna kultira pagal 8 punktg, besiskirianti tuo, kad
kamieno minétas $akny kolonizavimo sugebéjimas nepriklauso nuo dirvos
tipo.

10. Biologi3kai gryna kultdra pagal 1 punktag, besiskirianti tuo, kad
minétas fluorescentinis Pseudomonas kamienas turi identifikuojancias P.
fluorescens charakteristikas NRRL B-21806, NRRL B-21807, NRRL B-
21808, NRRL B-21905, NRRL B-21906, NRRL B-21907 ar NRRL B-
21908 (deponuota Agricultural Research Culture Collection (NRRL), 1815
Norht University Street, Peoria, lllinois 61604).

11. Biologidkai gryna kultdra pagal 1 punktg, be siskirianti tuo, kad
joje dar yra agrokultarinis nesiklis.

12. Bakterijy raSiavimo bldas, skirtas atrankai kamieny, turinCiy savybes
pagal 1 ar 3 punktus, ,besiskiriantistuo, kad jis apima Siuos
etapus:

(1) smulkiagradziy kultiry ar velénos Zoliy kultivavimg vienas po kit%
einandiais ciklais natdraliai “iSSutimg” slopinanéiame dirvozemyje, siekiant
ji praturtinti Phl gaminanciais fluorescentiniais Pseudomonas spp., Kuri
apima Sias stadijas:

(a) smulkiagridés kultdros ar velénos Zoliy sékly auginima “i§§utimai”
slopinanéiame (TAD) dirvoZemyje mazZiausiai 3 savaites Siltnamyje,
sglygomis, uZtikrinaniomis minéty smulkiagridziy kultdry arba velenos
Zoliy daigy pasirodyma;

(b) minéto auginimo dirvoZemio bei minétos smulkiagridés kultiros arba
velénos Zoliy daigy, auginty minétame dirvoZzemyje, Sakny surinkima bei
jy sumaisyma;

(c) stadijy (a) ir (b) pakartojimg bent 4-is vienas po kito einanCius pilnus
ciklus, kur (b) misinj naudoja sékly daiginimui po to einanciame cikle;

(2) potencialiai slopinanéiy fluorescentiniy Pseudomonas bakterijy kamieny
iSskyrima i§ smulkiagridés kultdros ar velénos Zoliy $akny bei susijusios
rizosferos dirvoZemio, paeiliui kultivuoty 1-ajame etape, auginant minétus
kamienus Pseudomonas atrankai tinkamoje terpéje tiek laiko ir tokiomis
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salygomis, kurios yra veiksmingos Pseudomonady auginimui bei kamieny,
auginamy terpéje, atrankai;

(3) atskirty (2)-ame etape kamieny rasiavima, siekiant atrinkti kamieng,
pasizymint] biosintezés vietomis (lokus), koduojanciomis 2,4-diacetil-
florogliucinolio (Phl) susidaryma, kryzminant minéty kamieny, kolonijg su
2 4-diacetilflorogliucinoliui specifiniu zondu ir atrenkant kamienus, kurié
kryZminasi su minétu zondu;

(4) atsitiktinés amplifikuotos polimorfinés DNR (RAPD) analizés atlikimg
naudojant M13 pradmenj ir atrinkimg kamieny, kaip Gg slopinanciy
kamieny, kurie turi juostas ties 600+50 bp, 700+50 bp, 800450 bp ir
900450 bp.

13. Biidas pagal 12 punkta, be s iskiriantis tuo, kad jame dar yra
etapas, jterptas tarp (3) ir (4) etapy, i kurj jeina Phl gaminanciy_kamieny
patvirtinimas naudojant pradmenis, kurie amplifikuoja sekas su Phl
biosintezés vietomis (lokus), bei teigiama PCR reakcijg rodanciy kamieny
atrinkimas.

14. Kovos su $akny liga, sukelta Rhizoctonia, Pythium ar Gaeumannomyces
graminis (Gg) grybeliy jautriuose $iai $akny ligai augaluose, budas, b e -
siskiriantistuo, kad jis apima minéto augalo auginima, esant
veiksmingam biologinei kovai kiekiui fluorescentinio Pseudomonas
kultGros kamieno pagal bet kurj i$ 1-4 punkty.

15. Badas pagal 14 punktg, besiskiriantis tuo, kad minétg augalg
parenka i§ smulkiagriadziy kulttry, velénos Zoliy arba maistiniy, pluostiniy
bei dekoratyviniy augaly grupés.

16. Budas pagal 14 punkta, be siskiriantis tuo, kad dirvg ar vagas,
skirtas smulkiagridéms kultdroms ar velénos Zolems auginti, prieS minéetg
auginimg_apdoroja veiksmingu biologinei kovai su Gg minéto kamieno
Kiekiu.

17. Badas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta velénos
7ole apdoroja bakterinio apdorojimo tirpalu, kuris turi  veiksmingg
biologinei kovai su Gg minéto kamieno kiekj ir kamienui tinkamg skystg

nesiklj.
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18. Budas pagal 14 punkta, be siskiriantis tuo, kad naudojamas
minétas Pseudomonas kamienas yra P. fluorescens kamienas, turintis
identifikuojanéias charakteristikas NRRL B-21806, NRRL B-21807, NRRL
B-21808, NRRL B-21905, NRRL B-21906, NRRL B-21907 ar NRRL B-
21908 (deponuota Agricultural Research Culture Collection (NRRL), 1815
North University Street, Peoria, llinois, 61604).

19. Badas pagal 15 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéty augaly,
séklas apdoroja taip, kad koncentracija bty apytikriai nuo 10? iki 10° CFU
vienai séklai.

20. Badas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéto apdorojimo
tirpalo koncentracija yra nuo 102 iki 10'® CFU vienam tirpalo mililitrui.

21. Bidas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéto augalo
§aknis panardina | bakterine suspensijg, kurios koncentracija yra 10%10°
CFU vienam suspensijos mililitrui.

22. Agrokultariné kompozicija, skirta kovai su Sakny liga, sukelta Rhizoctonia,: -
Pythium ar Gaeumannomyces graminis grybelio(Gg) jautriuose $iai Sakny
ligai augaluose, besiskirianti tuo, kad jos sudétyje yra tinkamas;
nediklis ir veiksmingas biologinei kovai kiekis biologiskai grynos.
fluorescentinio Pseudomonas kamieno kultdros pagal vieng i$ 1-4 punkty, -

23. Agrokultlriné kompozicija pagal 22 punktg, be sisKk irianti tuo, kad,
joje nesiklis yra parinktas iS grupes, sudarytos i§ vandens, buferio,
metilceliuliozés, durpiy ir vermikulito.

24. Agrokultriné kompozicija pagal 22 punkta, besiskirianti tuo,kad,
joje minéto kamieno koncentracija yra 10%-10'° CFU vienam skysto
nesiklio mililitrui arba 10”-10° CFU vienam kieto nesiklio gramui.

25. Agrokultriné kompozicija pagal 22 punkta, b e s iskirianti tuo, kad
joje minétas Pseudomonas kamienas yra P. fluorescens kamienas, turintis
identifikuojandias charakteristikas NRRL B-21806, NRRL B-21807, NRRL
B-21808, NRRL B-21905, NRRL B-21906, NRRL B-21907 ar NRRL B-
21908 (deponuota Agricultural Research Culture Collection (NNRL), 1815
North University Street, Peoria, lllinois, 61604).
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26. Smulkiagridés kultiros sékla, be siskirianti tuo, kad jai yra
panaudotas veiksmingas biologinei kovai biologi$kai grynos kultdros pagal
viena i$ 1-3 punkty kiekis.

27. Sékla pagal 26 punkta, be siskirianti tuo, kad jos koncentracija
yra 10%-10° CFU vienai séklai.

28. Transgeninio fluorescentinio Pseudomonas bakterijy kamieno, turingio
savybes pagal 1 ir 2 punktus, gavimo bddas, besiskiriantis tuo,-
kad jis apima:

(1) geny, turindiy fenazino-1-karboksiragsties vietas (lokus), koduojancias
fenazino-1-karboksirtigities  susidarymg,  klonavimg,  kontroliuojant
promotoriui;

(2) kilnojamos klonuotos fenazino-1-karboksiragsties vietos (lokus) kopijos
konstravimg perdavimo sistemoje, gebancioje tarpininkauti minétos
fenazino-1-karboksirigsties  vietos  (lokus)  stabiliam  jterpimui
recipientiniame fluorescentiniame Pseudomonas kamiene bei minétos
perdavimo sistemos jd&jima | donorinj bakterinj kamieng; ir

(3) bakterijy Iasteléms konjuguojant, perdavimo sistemos stabily jterpimag i$
minéto donorinio bakterinio kamieno | recipientinj motininj Pseudomonas
kamiena, turintj biosintezés vieta (lokus), koduojantj 2,4
diacetilflorogliucinolio susidaryma ir turintj juostas ties 600+50 bp, 700150
bp, 800+50 bp ir 900+50 bp, identifikuojamas atsitiktinés amplifikuotos
polimorfinés DNR analize (RAPD), naudojant M13 pradmeny, siekiant tokiu
badu gauti transformuotg fluorescentinj Pseudomonas spp. bakterijy
kamiena, turintj biosintezés vieta (lokus), koduojancig stabiliai jtvirtintos jo
genome fenazino-1-karboksirtigsties susidaryma, ir turintj biosintezes
vieta (lokus), koduojancia 2,4-diacetilflorogliucinolio susidaryma.
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Seky sarasas

(1) BENDROJI INFORMACIJA:

(M)
(ii)

(iii)
(iv)

®

(viii)

(ix)

Pareiskéjai: JAV, atstovaujama Zemés ukio Sekretoriaus ir
Vasingtono valstijos universiteto tyrimy fondo

ISRADIMO PAVADINIMAS: Biologinés medZiagos kovai su Sakny
ligomis

SEKU SKAICIUS: 10

ADRESAS KORESPONDENCIJAL:

(A) ADRESATAS: Margaret A. Connor, USDA-ARS

(B) GATVE: 800 Buchanan Street

(C) MIESTAS: Albany

(D) VALSTIJA: CA

(E) SALIS: JAV

(F) KODAS ZIP: 94710

KOMPIUTERINIO NUSKAITYMO FORMOS:

(A) LAIKMENOS TIPAS: lankstus diskelis

(B) KOMPIUTERIS: IBM PC suderinamas

(C) OPERACINE SISTEMA: PC-DOS/MS-DOS

(D) PROGRAMA: Patent In Release #1,0; variantas # 1,30
SIOS PARAISKOS DUOMENYS:

(A) PARAISKOS NUMERIS: US 08/974, 938 ir 08/994, 035
(B) PADAVIMO DATA: 1997 11 20ir 1997 12 18

(C) KLASIFIKACIJA:

PATIKETINIS/AGENTAS:

(A) PAVARDE, VARDAS: Connor, Margaret A.

(B) REGISTRACIJOS NUMERIS: 30043

(C) NUORODOS NUMERIS: 0027. 97

TELERYSIAI:

(A) TELEFONAS: (510) 559-6067

(B) TELEFAKSAS: (510) 559-5736
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(1) INFORMACIJA APIE SEKA ID No: 1:

(¥)

®

®
(ii)

(ix)

)

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 10 baziniy pory

(B) TIPAS: nukleino rugstis

(C) GRANDINE: vienguba

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

MOLEKULES TIPAS: kita nukleino ragstis
(A) APRASYMAS: /apr = “M13 pradmuo”
HIPOTETINE: ne

NEJAUTRI: ne

POZYMIS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: jvair. pozymiai
(B) PADETIS: 1 ... 10
INFORMACIJA APIE PUBLIKACIJA;
(A) AUTORIAL: Keel, C
Weller, DM
Natsch, A
DeFago, G
Cook, R J
Tomashow, L S

(B) PAVADINIMAS: 2 4-diacetilflorogliucinolio biosintezés viety
(lokus) i$saugojimas tarp fluorescentiniy Pseudomonas
kamieny, i$ jvairiy geografiniy vietoviy

(C) ZURNALAS: Appl. Environ. Microbiol.

(D) TOMAS: 62

(E) LEIDINYS: 2

(F) PUSLAPIAI: 552-563

(G) DATA: 1996

(K) SUSIJUSI KITA INFORMACIJA: SEQ ID No: 1: nuo 1 iki 10

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 1: GGTGGTCAAG
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA: SEQ ID No: 2:
() SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 20 baziy pory,
(B) TIPAS: nukleino rugstis
(C) GRANDINE: vienguba
(D)TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: kita nukleino rugstis
(A) APRASYMAS: /desc. = “Phl2a”
(i) HIPOTETINE: ne
(iv)  NEJAUTRI: ne
(x) INFORMACIJA APIE PUBLIKACIJA:
(A) AUTORIAI: Raajimakers, Jos M
Weller, David M
Tomashow, Linda S

(B) PAVADINIMAS: Antibiotikg gaminanciy Pseudomonas spp.
pasikartojimas natiralioje aplinkoje

(C) ZURNALAS: Appl. Environ. Microbiol.
(D) TOMAS: 63
(E) LEIDINYS: 3
(F) PUSLAPIAI: 881-887
(G) DATA: 1997 m. kovas
(K) SUSIJUSI KITA INFORMACIJA SEQ ID No: nuo 1 iki 10
(xj  SEKOS APRASYMAS:SEQ ID No: 2:
GAGGACGTCG AAGACCACCA
(2) INFORMACIJA APIE SEKA: SEQ ID No: 3:
() SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rtigstis
(C) GRANDINE: vienguba
(D)TOPOLOGIJA: linijiné
(i)  MOLEKULES TIPAS: kita nukleino rugstis
(A) APRASYMAS: /desc. = “Phi2/”
(iiy HIPOTETINE: ne




(iv)
(x)

(xi)
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NEJAUTRI: ne
INFORMACIJA APIE PUBLIKACIJA;
(A) AUTORIAI: Raajimakers, Jos M
Weller, David M
Tomashow, Linda S

(B) PAVADINIMAS: Antibiotikg produkuojanciy, Pseudomonas spp.
pasikartojimas natdralioje aplinkoje

(C) ZURNALAS: Appl. Environ. Microbiol.
(D) TOMAS: 63
(E) LEIDINYS: 3
(F) PUSLAPIAI: 881-887
(G) DATA: 1997 m. kovas

SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 3:
ACC GCAGCAT CGTGTATGAG

(2) INFORMACIJA APIE SEKA: SEQ ID No: 4:

(i)

(ii)
(iii)
(iv)
(vi)

(ix)

SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 7198 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rugstis
(C) GRANDINE: vienguba
(D)TOPOLOGIJA: linijiné
MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
HIPOTETINE: ne
NEJAUTRI: ne
KILMES SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Pseudomonas fluorescens
POZYMIS:
(A) PAVADINIMAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: rinkinys (1810..2859)
(D) KITA INFORMACIJA: /produktas = “PhID"



(x)

(A) AUTORIAL: Tomashow, L S

Bangera, M G

(B) PAVADINIMAS: U41818

(xi)

CCACCGCCCA

~Te

GTGGCACTG
APAGATARRA

PAGCCGACCA

TGGTCAGACA

ACGTTGCCGC
GGATGSGGCS

GCCAGCAGTG

TTGAGCCCGC

AAGGCGLCTT

ATCAACGCAG

A~~~

CGTZAGCCGGIT

SN L

TCAAGCGAGE

CGaTANGCCE

N T e -
ATTCCCTGGT
A A pme—
ru.‘\.A uSC LN RN |

GTAGTGTGCT

GCCCTAG3TA

GTCGGCACGS

CGTAGATCCC

~ ———~——

AATGIATGS

CAGTICTIGAG

I ol laloh ik ol
GCGCEIGASGTT

CrGoooGAT

s Ny -
Aol L

aRC AN

CAT

2 AGGEG

B Ve

e
PRI C N Yy

GTTCAGGTGA

CAGGCTTIGC

CCGTAGTCCG

CCGCCTATCA

GCGATGTACC

ACCAGGCCC

[}

ARCCGTGATGC
EGCCACGGTA
CAGATGGAAA

CCGAAARAAC

S TGCAAGACGT

TGGCTGCCGE

CGATACAGAT

CACGATCCGA

ATGGGAAACA

TCATCGGTGA

CGTAGGAGTA

T ACCAAGCTAA

INFORMACIJA APIE PUBLIKACIJA;

SEKOS APRASYMAS SEQ:ID No: 4:

TGAACAGTICA
AGCGGATAGS

GCGCAGTGGL

CGGCGACCac

ACGGCGGEGA

CCAGGCCCAT

TCG*AAGCAC
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CALGCAGGCCC

CAATACGCCC

AEGGCTTGAG

CAGCAGTTCC
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6C0

6§60




GGCTGCCAG
GTCGANGACT

GACCCTGCCA

GTGRAAAGCCG
AGAGCCGSTT

CGAGACGGCA

CGATCGGCAAT

CGATGGCATC

. ATCGCCTGAT

CAGSCCACee
ATGCCGETCG
RCCACGCTGS

GGTTCCAGAT

TCGCCGAACA
EGTGACGAGA
TCGTTGGCTC

TGTACGGTCG

CGTTCATTGR
TCATGCRACT
AGCARGCTGS
TAGAAMACCA
GGCCGGTTCS

GTTTGTTATT

GCC2GG55CE
actractcac
CTCCATTGSC
CAATATTGCC
CGLGCTGCAG

hEralsatsalerdod Patal
CATTTTEASC

TGRATCCCGS
GCGCTGCGEA
ACTCZAGCGA

GATTAATCGC

CCTGEIGLGC

IO LN C

T T
CTTGEEIGTT

TCGCTAATA

ATGARGAGSG

. CCCCRAGGTC

TTTCGACGTT

GATCCGICCC

CGCCTTATCG

TATGAACGCG

CGCGGCGCCT
TCCCAAGTCA

2ACGGCGACT

CCGAGCCTCC

GGGCCAGSTC

TTGAAGGTCT

TCGGCGCGCa
TGCAACTTGE

ot airel el eds st onte o)
G\.u oo i0id

GCCACGCATC

x>
=)
0
(8]
Q
Q
3

-3
(4]
-}
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CCAGGTAAAT

CGTCCGTGGT
GAGCCTCTICS

CCATGEGCA

1500
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GCTTTCCCGA ACGTGCTTGE GAATAACCAT TCGCACTGGT GCTCCAGTCA CGACTTGCCG 3120

SGATCGACS ACATOAYAAN oo o e e S s
CSGATCGACS ALAleAlGA TTTCCGAGSS G LCr.CCP_E\G

CCATCGTCCA GGCGeacear llgc
TOCCATGAAG CGCGGGACGS TTTCGCCATA T CCATGGCC GoeagaaTes GGTTTTCAGS 3250

ATGGGCGCTS ACCTGGATCG TGCCGGTGES TGCGTAGEGA TACGGTTCCA CGTTCANTEA 3300

GTTGCATGCSG CCGCAGACGG TGCGCOGTES CAAGAAGATT TCTTCGCAAT CCTGGCAGES 3350

AT TCGCGCAACA TGCTGGoGAT 3420
CCTCATGCGS TGTATITGTT CTCGGTAMAG GGACATGSTC GGCTCCTTAM TCGTTGSALY 3480

CSTCCTTGAC TTSGTTIGTTG GACTCGTCGE GRAGTTGTCG GAACAGCTCS GTaATGTGC:

GCCAATATT GCCGCCATCG GTGTTTANTG 1650

GCAGTTSCCC GTIGAGGSST ATGCCGCCTT CCAATACAAL GTCCCCTGIC TGGCCTGGAC

3729
~CATACGCC CATGGATTCC ATCTGAATCA ATCCGGCACe CAGTAACGTCG TAGACTTGSS 3730
CCACATIGAT ATCCTTGGC GTCATGCCGG CTTTTTTGTA GGCGATTTCG GCOGCrAGC:: RE-EA0

TGGAGTTGC,C GGAAACCGCC ATGCCGACGT CTTTTGGCAG GCCTGGATAT TTCAGGGTCG 3sQ0
GSTTGTGATA GCGCGTCCCG AARTRATGGS ATACGCCGGT ATAGGCACA2 CCACGGACGA 3350
ATACCGGTTIG GGTCGTIGTAG CGCTGCGCCA GGTGTTCGGE GACCAGGATG GCGCRAACCGC 4020
TCGGCTTCACC CLAGGCCAGT ATCCAGCCAZ ATGCTTCGCT GTTCTTGAGG GTTTCAAGSS 40€0
ATGGCACCGG CACGCCATAG CCGGTTGCCG TGGGCGTGTT GTGCGCATAG ATGCGCATTIT 4140

GCCGACCARA CGTTGCCAGS ACATCCGCTT CGCGTCCTGEC ATAGCCARAT TITTCANRET 4200

STTCGGCGET TGCGAGGGCA AGGCGTCGE TGTGCGARAT GCCCAGGALA TALTCGTACT 4260

FCATTCGET ACTSGAGCCG ATGTATTCGS CATAGTTGAY GTGETCGGTC ATTTTTTC:A €320
ASCCACCACA CAGGACGATG TCGTACTCAC CCGAGGOGAC CATCTGATGS GCCATCTGRS 4380
ASGAAACCGR GCTGCTGSTG CASTTGECAS TGCTCATGAA CGTCCGGCA GGGCTGATGE c1¢0
CCAGGGCATC GGRAAMTAGTC GGGOCCAGEE CQOCGTATTC COARATACCT TCACCGTGET 4500

GGG GATGCATCTT GATGGCGTTG AGCGCCTGAT 4550
AGGCGEACTC GACGATCATC TCCTTGAAGG TTTGACGEAC TCIGEAGCTG CCGGGTTTGS 4520

ALCTATAGSS AGCCGARRCG AT2GCRAACTE CTCCTGCCLT CATTGGAAGT GCTCCTTGoT

CSATGGTTGE GANTCAGAGG TAGGCTGTOM GGGCGTAGTC AGGCCGCAAG TATTTGANCT 4740
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C CGCGG
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CCGAGCAT

cC

TAA
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5580

TGT

T
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5820

CACCTGCC AGCGGATAGC
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ACTTCC

GTGT

|

TRACGGT CGCCCG

20T AT

TTAGAR

T GCATGAAATA T

TGACCGA

CG

5940

§120

o7

S2ACCGA PACGRTCC

2

TA

S u SN

ANNNN,A

CATA
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L
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AGTGC GGTTATTICAG

N~
et S 1)
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GGTGGGGTAA CAAGGCGSCT TTGATCGCCG ARGTCTACGA GAGCGARAGC GAGCAGATTC §120

CARGGAGCC TGATARAGGA TCCTTCAAGG AGAACCTCAA TTTCCTGCTG

O N A CE™Tr (NS AA NN s e —————
GGARGGTCTTG GAGAGAAXDG ATTTGIGGGS AGGCGTTTCG

GTGTGTCATC GCTGAAGCCT 6350

AGCTCGACCC CAGTACGCTG CCCRAGCTGA AGGATGAATT CATGGAGCGT COTCGOGIAT 6360

,
TCCCGCGAAA GCTGSTGSRA AACGCCATCC AGTAAGSTGA GTTGCCCAAG GACACGTCCC 6550

K]
CTGAGTTGTT GYTGGACATG ATCTTCGGAT TTTGCTGGTA CAGGCTGTTS ACTGAGCAAC 6720 ”
TGGAAGTGGA GGGTGACATC AATGARTTCA CGACGCTTCT GTTGRACGES GTGTTGOGTS §720
CGACTTCGGC GGCGOAGTAR GGTGCCGLCG AAGCCTGTTC AAGGGTGAGS ATTGSCCTTA 6340
CGCCGTGCCE CTGRACTOTG CATGARGGCC AGGCAGGATA CTGGCCAGST GGTTGAACTC §360
ACACAGATCA TGTACAGTAN ATTCATAAGC CAGGGTTTCC AGTTCGGCTT CCCCAMACCE 6350
GTTTTCCTTC RACRACTGCG CGGCGIGTITC GGCACCGGEA AAACGCAGTIA TCGCTSSEATS 7028

GCTGCCTATC CAGTAACGGC TGGTCAGGTA CAAGCCTTCG GGGCATTCCT TGAALC

CACCATGAGC GATATCGSCA CTTGLGECT TCCGCCAG
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID No: 5:
(i)  SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 350 aminoragsciy
(B) TIPAS: aminoragstis
(D)TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(xiy SEKOS APRASYMAS: SEQ ID No: 5:
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Dha Trw ' - I
TR LAY Hls Arg Sa2r Ilz Val Tyr Glu Ae
i S a vT Glu Arg Glu 2la Arg Arg Msr Sev
75 €0
Sa2xr Ile Ala 2Ala javrc Gila AN
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Nem T Sy Mar o1 a1 . x- .
Asp Ile Arg Met Vel 2la val Tor Ser Cys Thr Glv ohe mas M2z P
2 L S ¥ag gl Mez DPro
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» Laus The > T T
S=2xr Leu Thr Ala His pau Li2 Asn Asp Leu Gly Leuw Arg T Sar T
. S Y Lev Arg Thry Sa2r Th-
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1 Th s P, ..
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oo b, ), - < i A
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