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Ivadas

Pastaruoju metu stebimas zymus plafiaznypliy véziy zuvimas ar net visiSkas buvusiy
gausiy populiacijy iSnykimas, dél to rusis buvo jraSyta j Lietuvos Raudongja knyga. Dazniausiai
placiaznypliai véziai zusta tuose vandens telkiniuose j kuriuos patenka invaziniai véziai, bet
buna, kad véziy iSmirSta ir dél kity, nenustatyty priezasCiy. Dazniausi ligy sukéléjai yra
mikroskopiniai grybai bei bakterijos. D¢l jy nyksta ne tik vietinés véziy rasys, bet ir didelé
invaziniy rainuotyjy véziy dalis. Dalis ligy yra bendros ir véziams, ir zuvims, tod¢l labai svarbu
nustatyti ligy sukéléjus, kad buty galima parinkti jveisimu tinkamus vandens telkinius, kuriuose
biity galima sékmingai atkurti véziy populiacijas ir/arba uZztikrinti jy sékmingg auginima

akvakulttroje.

Tyrimams pasitelktas metagenominés sekoskaitos (kai nuskaitomi visy véziy organizme
esanCiy patogeny genomai) tyrimas, leidZiantis iSsamiai, objektyviai ir praktiSkai iStirti
mikrobioma, suteikiantis i§samig informacija apie rastus mikroorganizmus, jy funkcionaluma.
Metagenominés sekoskaitos biidu galima analizuoti visg éminio mikrobiomg. Taikant NGS
technologija (Next Generation Sequencing), sekvenuojama visa substrate (organizme)
gyvenan¢iy mikroorganizmy bendruomeniy genetiné medziaga (DNR), todel galima tirti
kolektyvinius genomus ir nustatyti jy sekas. Metagenominiam tyrimui pasirinkti viso genomo

RNR ir DNR naujos kartos sekoskaitos metodai ir SURPI™ duomeny analizés programa.

Tikslas: nustatyti véziy bei kai kuriy zuvy rasiy ligy sukéléjus véziuose ir vandenyje ir
parengti rekomendacijas, kokie vandens telkiniai labiausiai tinka véziy reintrodukcijai

UZdaviniai:

1. Naudojant metagenetinius tyrimus nustatyti galimus véziy bei kai kuriy zZuvy rasiy ligy
sukéléjus.

2. Laboratoriniais eksperimentais nustatyti daZniausiai paplitusiy sukéléjy véziams
sukeliamy ligy anamnezg.

3. Parengti rekomendacijas, leidziancias jvertinti vandens telkiniy tinkamuma véziy
reintrodukcijai.

4. Parengti rekomendacijas, padedancias minimizuoti ligy poveikj akvakultiiroje.



Tyrimo metodai

Tirti méginiai

Meéginiai tyrimams, siekiant gauti kiek galima pilnesné informacija, buvo imami
skirtingose Lietuvos vietose — santykiniai i§skirtose kaip Lietuvos Siaurés rytai, rytai—pietryciai ir
Zemaitija. Tirta: platiaznypliai véZiai (Astacus astacus) (i§ visy trijy regiony), rainuotieji véZiai
(Faxonius limosus), siauraznypliai véziai (Pontastacus leptodactylus) (tik i$ Siaurés ryty ir ryty—
pietry¢iy), zymétieji véziai (Pacifastacus leniusculus) (tik i§ ryty—pietry¢iy) (Asveja, Vilnius).
Ne visos rasys i§ §iy regiony surinktos dél veéziy paplitimo ypatumy — Siaurés rytingje dalyje ir
Zemaitijoje neZinomos Zymétyjy véziy populiacijos, taip pat Zemaitijoje nepavyko rasti
siauraznypliy véziy. Sugauti véziai buvo atvezami gyvi, laboratorijoje uzmigdomi ir i§ karto
preparuojami. Tyrimams medziaga buvo imama i§ kepeny bei raumeny. Tokj pasirinkimg nulémé
tai, kad tiek virSkinamajame trakte, tiek ir ant vézio kiauto ar ziauny gali biiti daugybé bakterijy
ir mikroskopiniy gryby, nesusijusiy su veéZiy ligomis. O véZiams susirgus dazniausiai yra

pazeidziamos kepenys ir raumenys.
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Mikroskopiniy gryby iSskyrimas ir identifikavimas

Mikroskopiniams grybams i§ véziy raumeny ir kepeny audiniy iSskirti buvo naudojamos 4
mitybinés terpés. 1 — IM terpé (mieliy ekstraktas — 1,0 g, gliukozé — 5,0 g, oksalo riigstis — 10
mg, penicilinas G — 1,0 g, agaras — 12,0 g, ezero vanduo — 1000 ml) (Makkonen, 2013); 2 —
Bulviy dekstozés agaras (Liofilchem, Italija) papildytas ampicilinu 1 g 17 ir oksalo riigstimi 1 g I
- 3 — Bengalo rozinio agaras (Liofilchem, Italija) papildytas ampicilinu 0,01 g I* ir oksalo
rigstimi 0,01 g 1%, 4 — terpé su susmulkintu véziu (vézio masé — 20 g; penicilinas G — 1,0 g;
oksalo riigstis — 0,5 g, agaras — 20 g, ezero vanduo — 1000 mL). Visoms terpéms gaminti buvo
naudojamas ezero vanduo.

Prie§ preparuojant véziai buvo Saldomi —20°C temperatiroje 1 val. Véziy pavirSiaus
dezinfekavimui, véziai buvo nardinami j 70 % etanolj 1-2 minutéms, véliau nuplaunami steriliu
fiziologiniu tirpalu (0,85% NaCl). Véziy raumenys ir kepenys aseptiskai preparuojami steriliose
lekstelése ir mazdaug 16 mm? kiekvieno audinio fragmentai buvo talpinami j Petri léksteles su
skirtingomis mitybinémis terpémis. Petri 1¢kStelés buvo inkubuojamos termostate 17+1°C
temperattiroje 14 dieny. ISaugusios mikroskopiniy gryby kolonijos gryninamos ir saugomos
mégintuvelivose salyklo ekstrakto (salyklo ekstraktas — 20 g, gliukozé — 20 g, peptonas — 1 g,
cinko sulfato heptahidratas — 0,01 g, vario sulfato pentahidratas — 0,005 g, agaras — 20 g,
distiliuotas vanduo — 1000 mL) (Frisvad, 2011) terp¢je, Saldytuve 4°C temperatiiroje.

Mikroskopiniy gryby iSskyrimas i$ vandens telkiniy

Mikroskopiniai grybai 1§ vandens buvo iSskiriami membraniniy filtry metodu. Tiriamas
vanduo perfiltruojamas per 0,45 um filtrg. Filtras dedamas ant bulviy dekstrozes agaro
(Liofilchem, Italija) papildyto ampicilinu 1 g I ir oksalo riigstimi 1 g 1. Petri lékstelés su
filtrais inkubuojamos termostate 17+1°C temperatiiroje 14 dieny. ISaugusios mikroskopiniy

gryby kolonijos gryninamos ir saugomos megintuvéliuose Saldytuve esant 4°C temperatirai.

Méginiy paruoSimas metagenominiams tyrimams

Véziy kepeny ir raumeny audiniai (apie 1 g) buvo konservuojami specialiame skystyje.
DNR buvo i$skiriama naudojant ZymoBIOMICS®-96 MagBead DNR rinkinj (Zymo Research,
Irvine, CA). DNR méginiai buvo paruosiami tiksliniam sekos nustatymui naudojant Quick-
16S/ITS™ NGS rinkin; (Zymo Research, Irvine, CA). Realaus laiko PGR buvo atlickama
naudojant Quick-16S™ V3-V4 ir ITS2 pradmeny rinkinius (Zymo Research, Irvine, CA).
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Amplikony bibliotekos buvo paruostos ir sekvenuotos naudojant Illumina® NextSeq 2000™

platforma.

Mikroskopiniy gryby mikromorfologijos nustatymas naudojant Sviesin¢ mikroskopija

Mikroskopiniai grybai buvo kultivuojami ant bulviy dekstrozés agaro 5-7 dienas esant 26
+1°C temperatiirai termostate. Praé¢jus nustatytam laikotarpiui buvo daromi mikroskopiniy gryby
preparatai. Lipni juostelé (2 X 2 cm) buvo priglaudziama prie mikroskopinio grybo kultiiros
krasto ir dedama ant objektinio stiklelio su mikroskopavimo skys¢iu, kurio sudétis: etilo
alkoholis, glicerinas ir distiliuotas vanduo santykiu 1:1:1. Mikroskopiniai grybai buvo stebimi
LEICA DM750 (Leica, Vokietija) mikroskopu x40 objektyvu. Vaizdai tolimesnei analizei
fiksuojami kamera Leica DFC450 (Leica, Vokietija). Stebimi hifai, susidariusios konidijos, jy
forma bei dydis.

Mikroskopiniy grybuy, iSskirty i§ raumeny ir kepeny audiniy, DNR iSskyrimas

Atsizvelgiant | mikroskopiniy gryby izoliaty augimo ypatumus, dalis mikroskopiniy gryby
buvo kultivuojami skystose Sabtiro dekstrozés (Liofilchem, Italija) ir bulviy dekstrozes
(Liofilchem, Italija) terpése, o likusi dalis ant agarizuotos bulviy dekstrozés mitybinés terpés.
Optimali mikroskopiniy gryby kultivavimo trukmé buvo nuo 5 iki 7 dieny: skystose terpése
acruojant kratykléje (Multi Bio RS-24, Latvija) 26 = 1°C, ant agarizuotos terpés kultivuojant
termostate 26 +1°C temperatiirose. Mikroskopiniy gryby DNR i8skyrimui buvo naudojamas
“ZR-Fungal/Bacterial DNA MiniPrep” (Zymo-Research, JAV) rinkinys. DNR iSskyrimas buvo
atliekamas pagal gamintojo pateikta metodika su nedidelémis modifikacijomis. Tiriamo
mikroskopinio grybo 100 mg dedama ; mégintuvel] ir jpilama 750 pL lizuojancio buferio.
Meégintuvélis gerai uzsukamas ir lastelés suardomos homogenizatoriumi Precellys-24
(Pranctizija) naudojant ciklg: 5000 x g — 2 kartus, su 20 sekundziy pertrauka. Po
homogenizavimo, mégintuvéliai centrifuguojami naudojant centrifuga Sigma 2-16PK (Vokietija)
esant 10 000 x g — 1 minute. Susidargs lizatas (400 pL) pilamas j specialy Zymo-Spin™ IV
meégintuvel] su filtru, kuris yra patalpinamas ] surinkimo meégintuvelj. Centrifuguojama esant
7000 x g — 1 minute, ] susidariusj filtratg pilama 1200 pL suriSimo buferio. 800 pL $io miSinio
perpilama j Zymo-Spin™ IIC kolonéle Kkuri jdedama j naujg surinkimo mégintuvelj ir
centrifuguojama esant 10 000 x g minute. Susidares skystis iSpilamas ir procediira
pakartojama. | Zymo-Spin™ IIC kolon¢le pilama 200 pL pirminio plovimo buferio ir
centrifuguojama esant 10 000 x g — 1 minutg. Tuomet | Zymo-Spin™ IIC kolonéle pilama 500
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uL plovimo buferio, centrifuguojama esant 10 000 X g — 1 minutg. AukSc¢iau minéti plovimo
etapai kartojami du kartus. Kolonélé Zymo-Spin™ IIC perkeliama i Svary 1,5 mL mégintuvél;.
Tiesiogiai ant kolonélés matricos uzpilama 100 uL iSplovimo buferio, centrifuguojama esant 10

000 x g — 30 sekundziy.

Kokybiné¢ ir kiekybiné DNR analizé

ISgryninus DNR visada reikia patikrinti Svarumg ir koncentracija. ISgautos DNR
koncentracija ir Svarumas buvo analizuojamas matuojant DNR tirpalo sugertj esant 280 nm
bangos ilgiui, kurig lemia baltymai ir sugertis ties 260 nm, naudojant spektrofotometra (Implen,
\okietija).

Mikroskopiniuy grybu taikininiy DNR seky pagausinimas PGR metodu

Mikroskopiniy gryby genciai ir (ar) risiai nustatyti buvo pasirinkta analizuoti ITS regiono
sekas, nes jos yra naudojamos daugelyje taksonominiy ir ri$iy nustatymo tyrimuose, joS yra
priimtos kaip oficialus gryby DNR analizavimo metodas (Shoch et al., 2012). Mikroskopiniy
gryby rasinés priklausomybés nustatymas buvo atliktas polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu. PGR buvo atlikta naudojant ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") ir ITS5 (5'-
GGA AGT AAAAGT CGT AAC AAG G-3') pradmenis (White et al., 1990). Amplifikaciniame
mégintuvélyje buvo paruoStas reakcijos miSinys (25 pL): KAPATaq Ready-Mix
(KAPAbiosystems, JAV) miSinio 12,5 puL, po 1 pL kiekvieno ITS4 ir ITSS pradmens, 9,5 pL dist.
H20 bei 1 uL mikroskopinio grybo DNR. PGR reakcija buvo vykdoma naudojant Techne TC-
5000 termociklerj (Bibby Scientific Ltd, JK). Amplifikacija buvo atlickama pradiniu DNR
denatiiravimu 95°C temperattiroje 2 minutes. Po to seké 35 padauginimo ciklai: denattiracija —
30 sekundziy 95°C temperatiiroje; pradmeny prilydimas — 30 sekundziy 55°C temperatiiroje;
polimerizacija — 1 minute 72°C temperatiiroje. Galutinis sintezés etapas — 10 minuciy 72°C
temperatiiroje. PGR metu gauti produktai buvo analizuojami vykdant elektroforeze 0,7%
agarozés gelyje, 1 kurj buvo jpilta 2 pL Midori Green Advance (Nippon Genetics, Vokietija)
dazo. Suformavus Sulinélius j juos supilama: DNR dydZio standartas — ZR 50 bp DNA (Zymo-
Research, JAV), amplifikacijos miSinys su DNR, teigiama ir neigiama kontrolés. Elektroforezé
vykdoma 30 minuciy 80 V jtampoje. Baigus elektroforeze gelis buvo perkeliamas ant UV
transluminatoriaus ekrano ir analizuojamas. Gelis fotografuojamas iSmaniojo telefono iPhone 14
Pro 48MP kamera PGR produktai buvo valomi naudojant egzonukleaze I (Thermo Scientific,
JAV) ir sarming¢ fosfataze (Thermo Scientific, JAV) pagal Stepien et al., (2019) metodika.
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Isvalyti PGR produktai siunc¢iami sekvenavimui j BaseClear B.V. (Leidenas, Nyderlandai).
Gautos sekos buvo redaguojamos naudojant BioEdit programa, versija 7.0.5.3. Norint nustatyti
rus], sekos (fragmento dydis ~500 bp) buvo palygintos su vieSai prieinama duomeny baze
MycoBank (https://www.mycobank.org/Pairwise_alignment) internetiniame puslapyje (Zitréta
2024-08-30). Sekos buvo laikomos priklausan¢iomis tai paciai riiSiai, jei jos rodé bent 99%

panasuma.

Méginiy paruoSimas sekoskaitai ir bioinformatiné analizé

PGR produktai buvo valomi naudojant egzonukleazg I (Thermo Scientific, JAV) ir §armine
fosfataze (Thermo Scientific, JAV) pagal Stepien et al., 2019 metodika. ISvalyti PGR produktai
siun¢iami sekvenavimui j BaseClear B.V. (Leidenas, Nyderlandai).

Gavus rezultatus, kiekvieno mikroskopinio grybo DNR seka buvo analizuojama, naudojant
DNR LaserGene SeqMan Pro (DNASTAR, Madisonas, JAV) programing jrangg. Sekos buvo
sujungiamos, analizuojamos naudojant MEGA 11 su Cluscal W numatytais parametrais (Tamura
etal., 2021) ir pateiktos filogenetinei analizei.

Kamienai buvo identifikuoti naudojant BLASTn paieSka ir atlieckant MEGABLAST nr/nt
algoritmg NCBI duomeny bazéje (National Center for Biotechnology Information database:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Gen¢iai ir (ar) riiSiai nustatyti buvo atsizvelgta | turimos sekos
identiSkuma referentinei sekai (98—100 %), E reikSme (tikétina reik§me) (<e1-50) ir referentinés

sekos padengima (> 98%).

Mikroskopiniy grybuy filogenetiné analizé

Filogenetiné mikroskopiniy gryby analizé buvo paremta didZiausio tikétinumo (ML)
metodu. ITS geno analizei evoliucinis metodas buvo parenkamas automatiSkai, MEGA 11
programos. DidZiausio tikétinumo medziai buvo sudaryti naudojant 1000 iteracijy (angl.
boostrap) su numatytais parametrais, siekiant parodyt ir (ar) jrodyti gauty mikroskopiniy gryby
panasuma. Siame tyrime naudotos reprezentatyvios sekos buvo atsisiystos i§ NCBI duomeny
bazés (https:www.ncbi.nlm.nih.com. zidiréta 2025-02-20). ITS seky visiems mikroskopiniams
grybams evoliucijos istorija buvo nustatyta taikant Kimura 2 — parametrinj modelj (Kimura,
1980).

Mikroskopiniuy grybuy, iSskirty i véziy audiniy, patogeniSkumo véziams jvertinimas



Tyrimai buvo atlikti su keturiomis mikroskopiniy gryby padermémis isskirtomis i$
placiaznypliy véziy kepeny (Phoma herbarum) ir raumeny (Fusarium avenaceum, Phoma
macrospora) bei rainuotyjy véziy raumeny (Fusarium equiseti) audiniy modelinémis saglygomis
su visomis véziy rusimis. Buvo tirti placiaznypliai, siauraznypliai, Zymétieji ir rainuotieji véziai
buvo sugauti jvairiuose Lietuvos vandens telkiniuose. Kiekvienos riisies véziy buvo tirta po 10
individy.

Tyrimams reikalingai infekcinei medZziagai gauti, mikroskopiniai grybai buvo auginami
ant bulviy dektrozés agaro terpés (PDA, Liofilchem, Italija) 7 paras termostate, esant 26£1°C
temperatiirai. Fiziologiniame tirpale buvo paruoSiamos mikroskopiniy gryby suspensijos, kuriy
koncentracija buvo 10° KSV/ml. Kiekvienam véziui buvo suleista po 0,5 ml §vieZiai paruostos
mikroskopiniy gryby suspensijos. Kontrolé — sterilus fiziologinis tirpalas (0,5 ml). Skirtingomis
mikroskopiniy gryby suspensijomis uzkrésti véziai buvo laikomi atskiruose 10 L talpos
akvariumuose. VézZiui nugaiSus jie buvo sveriami, preparuojami, fiksuojami jy vidaus organy

morfologiniai pakitimai ir ats¢jami jy raumeny ir kepeny audiniai ant PDA agaro terpés.

Patogeniniy bakterijuy analizé

Patogeniniy bakterijy analiz¢ atlikta remiantis metogenominiy tyrimy rezultatais.

Sukeliamy ligy anamnezés tyrimas

Buvo parenkami panaSaus svorio véziai (26-36 g). Véziai buvo suzymimi vandeniui
atspariu markeriu. Zyméjimas naudotas tam, kad stebéjimuose bity galima nustatyti kuris i3
veéziy stebimas. SuZyméti ir pasverti véZiai buvo po 4 vienetus suleidZziami j 5 akvariumus.
Akvariumuose vanduo buvo aeruojamas, vanduo Vviso eksperimentu metu nebuvo kei¢iamas. Po
suleidimo ] akvariumus, buvo paliekami parai laiko priprasti prie pasikeitusiy salygy. Po paros
buvo suleidziama po 0,1 ml potencialaus patogeno. Injekcija buvo daroma j antrojo pilvo narelio
Song. Kontroliniam variantui buvo suleidziama po 0,1 ml fiziologinio tirpalo. Bandymas buvo

kartojamas 3 kartus.

Véliau véziai buvo nuolat filmuojami. Nufilmuota medZziaga buvo perZitirima ir apraSoma
ligos eiga. Ligos eiga apraSoma skaiCiuojant laika nuo ligos pradzios iki Zuvimo (arba

eksperimento pabaigos). Taip pat aprasomi pasireiskiantys pozymiai.



Sekan¢iame tyrimy etape, skirtingai nuo pirmojo etapo, buvo nuolatinis vandens
pratekéjimas. Eksperimenty metu buvo natiralus fotoperiodizmas. Eksperimentas baseinuose

uztruko 100 dieny.

Ivertinant iSgyvenamumg buvo naudojamas Kaplano-Mejerio metodas:
S(t) =p1-P2-Ps- ... P,
Pi=(ri—di):r

kur p1 — dalis iSgyvenusi pirmg periodg, p2 — dalis iSgyvenusi antrg perioda ir t.t.: ri — gyvy

individy skai¢ius periodo pradzioje, di — mirusiy skaicius periodu i.

Nustacius labiausiai patogeniska uzkrata, buvo atliktas bandymas siekiant nustatyti letalias
uzkrato koncentracijas. Jo metu véziai buvo uzkre¢iami skirtingos koncentracijos tirpalu — nuo
108 iki 10! Igst./ml. Véziams kritus buvo nustatomi pazeidimai, taip pat ar uzkratas buvo

pagrindiné Zuvimo priezastis.

Statistiniai kity duomeny analizei naudota regresiné analize, Stjudento kriterijus.
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Rezultatali

Mikroskopiniy gryby mikromorfologijos tyrimas Sviesine mikroskopija

Buvo tirti visy i$skirty mikroskopiniy gryby izoliaty makro ir mikro morfologiniai

pozymiai: hify septuotumas, formuojamos struktiiros (konidiofory Sakotumas, spory forma ir

i$sidéstymas), kolonijy spalva (1 lentel¢).

1 lentelé. Mikroskopiniy gryby izoliaty makro ir mikro morfologiniai pozymiai. Terpé bulviy
dekstrozés agaras. Skalé — 10 pm

Mikroskopiniy gryby rasis,

suteiktas identifikacinis numeris = i§skyrimo vieta

Cladosporium genties atstovai
Cladosporium allicinum,
G-229

Cladosporium allicinum,
G-230

Cladosporium cladosporioides,
G-225

Cladosporium cladosporioides,
G-226

Cladosporium cladosporioides,
G-227

Cladosporium herbarum,
G-228

Vézio rasis,

Zymétasis
vézys, kepenys

Siauriaznyplis
veézys, raumuo

Rainuotasis
vézys, kepenys

Placiaznyplis
veézys, raumuo

Rainuotasis
VeZys, raumuo

Plagiaznyplis
VeZys, raumuo

Kolonijos Makromorfologiniai
spalva pozZymiai

Mikromorfologiniai pozymiai

Tamsiai zalia

Tamsios,
$viesios Zalios
misinys

Tamsios,
Sviesios Zalios
misinys

Tamsios,
Sviesios zalios
misinys

Tamsiai zalia

Pilk$vai zalia
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Mikroskopiniy gryby risis,
suteiktas identifikacinis numeris

Vézio rusis,
i§skyrimo vieta

Kolonijos
spalva

Makromorfologiniai

Cladosporium sp.,
G-233

Rainuotasis
vézys, kepenys

Tamsiai zalia

Cladosporium sp., Plagiaznyplis  Zalia
G-234 vézys, kepenys
Cladosporium sp., Rainuotasis Zalia

G-235

vézys, kepenys

0Zymia;

Cladosporium sp.,
G-236

Placiaznyplis
vézys, kepenys

Tamsiai zalia

Cladosporium sp., Plagiaznyplis  Zalia
G-237 veézys, raumuo
Cladosporium sp., Plagiaznyplis  Zalia

G-238

VeZys, raumuo

Cladosporium sp.,
G-240

Zymétasis
vézys, kepenys

Tamsiai zalia

Cladosporium sp.,
G-241

Siauriaznyplis
VeZys, raumuo

Tamsiai zalia
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Mikroskopiniy gryby risis,
suteiktas identifikacinis numeris

Vézio rusis,
i§skyrimo vieta

Kolonijos
spalva

Makromorfologiniai

‘ Mikromorfologiniai pozymiai

Cladosporium sp.,
G-242

Rainuotasis
veéZys, raumuo

Tamsiai zalia

Cladosporium sp.,
G-243

Placiaznyplis
veéZys, raumuo

Sviesi, sodri
zalia

\\

E

4

/[

Cladosporium sp.,
G-244

Siauriaznyplis
vézys, kepenys

Tamsiai Zalia

Cladosporium sp., Zymétasis Pilksvai balta
G-245 vézys, kepenys ir Zalsva
Cladosporium sp., Siauriaznyplis  Zalia

G-246

VEZys, raumuo

Cladosporium sp.,
G-247

Rainuotasis
VeZys, raumuo

Sodriai Zalia

Cladosporium variabile,
G-231

Rainuotasis
vézys, kepenys

Tamsiai zalia

=74

Cladosporium variabile,
G-232

Placiaznyplis
VeZys, raumuo

Sviesiai ir
tamsiai zalia

Comoclathris typhicola

13



Mikroskopiniy gryby rasis, Vézio rasis, Kolonijos Makromorfologiniai
suteiktas identifikacinis numeris = i$skyrimo vieta spalva iai
Comoclathris typhicola, Zymétasis Pilkvai balta
G-269 vézys, kepenys

Mikromorfologiniai pozymiai

Didymella genties atstovai

Didymella chlamydospora, Plagiaznyplis  Zalsvai ruda

G-263 vEéZys, raumuo

Didymella chlamydospora, Plagiaznyplis  Zalsvai ruda

G-264 vézys, kepenys

Didymella sp., Plagiaznyplis ~ Balksva su

G-266 vézys, raumuo  rudomis
démelémis

Didymaocyrtis pini
Didymocyrtis pini, Zymétasis Balksva
G-280 vézys, kepenys

Epicoccum tritici
Epicoccum tritici, Plagiaznyplis  Gelsvai
G-287 Vézys, raumuo  oranziné

Fusarium genties atstovai
Fusarium avenaceum, Plagiaznyplis  Sviesiai roziné
G-249 véZys, raumuo  Su geltona
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Mikroskopiniy gryby risis,

suteiktas identifikacinis numeris = i$skyrimo vieta

Fusarium equiseti,
G-252

Fusarium foetens,
G-253

Fusarium foetens,
G-254

Fusarium foetens,
G-255

Fusarium sp.,
G-248

Fusarium sporotrichioides,
G-250

Fusarium sporotrichioides,
G-251

Geotrichum genties atstovai
Geotrichum candidum

G-275

Vézio rasis, Kolonijos
spalva
Rainuotasis Pilk§va
veéZys, raumuo
Placiaznyplis ~ Roziné
vézys, kepenys
Placiaznyplis  Roziné
vEZys, raumuo
Placiaznyplis  Roziné

veézys, raumuo

Placiaznyplis
vézys, kepenys

Zymétasis
véZys, raumuo  balta

Zymétasis Ruda su
vézys, kepenys Sviesiu
atspalviu

Siauriaznyplis  Balta
vézys, kepenys
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Mikroskopiniy gryby rasis, Vézio rasis, Kolonijos Makromorfologiniai
suteiktas identifikacinis numeris = i$skyrimo vieta spalva poZymiai
Geotrichum sp., Rainuotasis Balta -

G-276 vEéZys, raumuo
Microdochium bolleyi
Microdochium bolleyi, Zymétasis Tamsiai ir

G-279

vézys, kepenys

Sviesiai ruda

Mucor hiemalis

Mucor hiemalis, Plagiaznyplis  Balk§va
G-270 vézys, kepenys
Neocucurbitaria genties atstovai
Neocucurbitaria cava, Siauriaznyplis Ruda su
G-272 vézys, kepenys Sviesiais
atspalviais
Neocucurbitaria cava, Rainuotasis Ruda su
G-273 vézys, raumuo Sviesiais
atspalviais
Neocucurbitaria cava, Rainuotasis Ruda su
G-274 vézys, raumuo §viesiais
atspalviais
Neodidymelliopsis negundinis
Neodidymelliopsis sp., Rainuotasis Ruda

G-285

veézys, raumuo

Neosetophoma sp.

‘ Mikromorfologiniai pozymiai
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Mikroskopiniy gryby rasis, Vézio rasis, Kolonijos Makromorfologiniai
suteiktas identifikacinis numeris = i$skyrimo vieta spalva poZymiai
Neosetophoma sp., Rainuotasis Sviesiai ir
G-283 véZys, kepenys sodriai geltona

Mikromorfologiniai pozymiai

Ophiognomonia intermedia
Ophiognomonia intermedia, Rainuotasis Smélio

G-277 vézys, raumuo  spalvos

Paracamarosporium fagi
Paracamarosporium fagi, Zymétasis Geltona ir
G-282 vézys, raumuo §viesiai ruda

Paramyrothecium humicola
Paramyrothecium humicola, Rainuotasis Geltona ir

G-271 vézys, raumuo balkSva

Paraphaeosphaeria neglecta
Paraphaeosphaeria neglecta, Siauriaznyplis  Gelsva
G-278 vézys, kepenys

Penicillium bialowiezense

Penicillium sp., Siauriaznyplis  Zalia
G-256 VvEéZys, raumuo
Penicillium sp., Rainuotasis Zalia
G-257 vézys, kepenys
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Mikroskopiniy gryby risis,

suteiktas identifikacinis numeris = i$skyrimo vieta

Penicillium sp.,
G-258

Penicillium sp.,
G-259

Penicillium sp.,
G-260

Penicillium sp.,
G-261

Penicillium sp.,
G-262

Phoma genties atstovai
Phoma herbarum,

G-268

Phoma macrostoma,
G-265

Septoriella pseudophragmitis

Kolonijos
spalva
Plagiaznyplis  Zalia

Vézio rusis,

vézys, kepenys

Placiaznyplis  Zalia
VvEZys, raumuo

Rainuotasis Zalia
veézys, raumuo

Rainuotasis Zalia
veézys, raumuo

Rainuotasis Zalia
vézys, kepenys

Plagiaznyplis  Sviesiai ir
veéZys, kepenys tamsiai ruda

Pla¢iaznyplis ~ Tamsiai ruda

veézys, raumuo

18
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Mikroskopiniy gryby rasis, Vézio rasis, Kolonijos Makromorfologiniai
suteiktas identifikacinis numeris = i$skyrimo vieta spalva poZymiai
Septoriella pseudophragmitis, Placiaznyplis  Pilka
G-286 vézys, kepenys

Tolypocladium sp.
Tolypocladium sp., Zymétasis Balta
G-281 vézys, kepenys

Trichoderma sp.
Trichoderma sp., Rainuotasis Sviesiai ir
G-284 vézys, raumuo tamsiai zalia

Analizuojant makro, mikro morfologinius pozymius ir sekoskaitos rezultatus buvo
identifikuotas 61 mikroskopiniy gryby izoliatas (1 lentel¢). Didziausia identifikuoty
mikroskopiniy gryby grupé priklausé Cladosporium genciai. I§ viso buvo isskirti ir identifikuoti
22 §iai genciai priklausantys atstovai. Buvo identifikuoti 8 Cladosporium genties atstovai, kurie
priklausé Cladosporium allicinum (G-229; G-230), Cladosporium cladosporioides (G-225; G-
226; G-227), Cladosporium herbarum (G-228) ir Cladosporium variabile (G-231; G-232)
rigims. Like 14 izoliaty buvo priskirti Cladosporium gengiai. Sios genties grybai dazniausiai
buvo randami véziy raumeny audiniuose — 12 méginiy, o daugiausiai Cladosporium
mikroskopiniy gryby — 8 meéginiai, buvo isskirti i§ placiaznypliy véziy. Buvo identifikuoti 8
Fusarium genciai priklausantys mikroskopiniai grybai. Kai kuriuos Fusarium genties grybus
pavyko priskirti tam tikrai riSiai, tai: Fusarium avenaceum (G-249); Fusarium equiseti (G-252);
Fusarium foetens (G-253; G-254; G-255) ir Fusarium sporotrichioides (G-250; G-251), ta¢iau
vienas Fusarium genties atstovas (G-248) liko neidentifikuotas. Sios genties gryby daugiausiai
buvo rasti raumeny audiniuose — 5 méginiuose, o kepeny audiniuose Fusarium genties gryby
rasta 3 meéginiuose. Dauguma S$ios genties mikroskopiniy gryby buvo rasti placiaznypliuose
véziuose — 5 méginiai, o raumeny audiniuose — 3 meéginiai. I§ tirty mikroskopiniy gryby izoliaty,
Penicillium genciai buvo priskirti 8 izoliatai (G-256 — G-262). Visi Penicillium genties
mikroskopiniai grybai buvo identifikuoti tik iki genties, dél ITS pradmeny universalumo ir

mikromorfologiniy tarprii§iniy poZymiy panasumo. Daugiausia Penicillium genties gryby buvo
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i§skirta i§ rainuotyjy véziy — 4 méginiy. Tirtuose véziy audiniuose Penicillium genties grybai
pasiskirsté panasiai, 4 Sios genties gryby atstovai buvo isskirti i§ raumeny audiniy, o 3 atstovai —
i§ kepeny audiniy. Pagal makro ir mikro morfologinius pozymius buvo nustatyta, kad 3
mikroskopiniy izoliatai priklauso Didymella genciai. Identifikuota Didymella chlamydospora
rasis, kuriai priskirti du izoliatai (G-263; G-264), o likes izoliatas buvo identifikuotas tik iki
Didymella genties (G-266). Buvo nustatytos 2 Phoma genties raisys, kurios priklauso Phoma
herbarum (G-268) ir Phoma macrostoma (G-265) risims. Sios dvi gentys buvo isskirtos tik i
placiaznypliy véziy audiniy méginiy. Tyrimo metu buvo nustatyti 2 mikroskopiniy gryby
izoliatai priklausantys Geotrichum genciai. Geotrichum candidum rtsiai pavyko priskirti izoliatg
G-276, o likes izoliatas (G-275) buvo priskirtas Geotrichum genciai. Izoliatai (G-272; G-273; G-
274) buvo priskirti Neucucurbitaria cava risiai. Taip pat nustatyti Comoclathris typhicola (G-
269), Didymocyrtis pini (G-280) mikroskopiniai grybai i§ Zymétyjy véziy kepeny audiniy.
Tyrimo metu buvo identifikuoti ir Epicoccum tritici (G-287), Microdochium bolleyi (G-279) ir
Mucor hiemalis (G-270), Ophiognomonia intermedia (G-277), Paracamarosporium fagi (G-
282); Paramyrothecium humicola (G-271); Paraphaeosphearia neglecta (G-278) bei Septoriella
pseudophragmitis (G-286) mikroskopiniy gryby rasys. Like izoliatai buvo priskirti tam tikrai
genciai: Neodidymelliopsis sp. (G-285), Neosetophoma sp. (G-283), Typocladium sp. (G-281)
bei Trichoderma sp. (G-284).

Filogenetiniy rySiy tarp identifikuoty mikroskopiniy gryby nustatymas

Naudojant ITS regiono pradmenis buvo atliktas 89 mikroskopiniy gryby molekulinis
identifikavimas. I§ viso buvo identifikuotas 61 mikroskopiniy gryby izoliatas (2 lentele), kity
mikroskopiniy gryby identifikuoti nepavyko dél per trumpy seky, netikslumy jose ar galimo
uzkrato. Identifikuoti mikroskopiniai grybai priklauso Ascomycota ir Mucoromycota skyriams.
Ascomycota skyriuje identifikuoti Siy klasiy atstovai: Dothideomycetes; Sordariomycetes,
Saccharomyecetes, Eurotiomycetes, o Mucoromycota skyriuje vienas — Mucoromycetes klasés
atstovas. Izoliatai, turintys 100 % tapatuma su referentine seka buvo lyginami su mikroskopiniy
gryby mikro bei makro morfologiniais poZymiais, o turintys mazesnj < 100 % tapatumg i§ karto
buvo priskirti tam tikrai mikroskopiniy gryby genciai.

Mikroskopiniy gryby izoliaty G-229 ir G-230 sutapimas su referentine Cladosporium
allicinum seka buvo 100 %. (Bensch et al., 2018) (2 lentelé). Mikroskopiniy gryby izoliaty (G-
225, G-226 ir G-227), tapatumas Cladosporium cladosporioides riisiai buvo jvertintas 100 %
(Vu et al., 2019). Isskirto izoliato G-228 referentiné seka rodé 100 % tapatuma Cladosporium
herbarum rasiai (Scoch et al, 2014). Izoliaty G-231 ir G-232 rodé 100 % tapatumg
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Cladosporium variabile referentinei sekai. Lik¢ Cladosporium izoliatai (nuo G-233 iki G-247)
rodé 99 % panasumg ] daugiau nei | vieng Sios genties rii§j, todél Sie kamienai buvo priskirti
Cladosporium genciai (Paul et al., 2012). Izoliatas G-269 buvo priskirtas Comoclathris typhicola
riisiai, tapatumas $iai rasiai nustatytas 100 % (Panno et al., 2013). Izoliatai G-263 ir G-264 turéjo
100% tapatuma su Didymella chlamydospora (Das et al., 2020) rasimi, taciau kiti izoliatai — G-
266 ir G-267, buvo nustatyti iki Didymella genties (Valenzuela-Lopez et al., 2018), tapatumas
buvo 99 % su daugiau nei viena Didymella genties rsimi. Izoliatas G-280 turéjo 100 %
tapatuma su referentine Didymocyrtis pini seka (Monteiro et al., 2020). Izoliatas G-287 tur¢jo
100 % tapatumg su tik Epicoccum tritici rasimi (Thambugala et al., 2017). lzoliato G-249
tapatumas su Fusarium avenaceum buvo 100 % (Zhang et al., 2019), o G-253, G-254, G-255
izoliaty kamieny tapatumas su Fusarium foetens referentine seka buvo 100 % (Vu et al., 2019).
Izoliaty G-250, G-251 nustatytas tapatumas su Fusarium sporotrichioides taip pat rodé¢ 100 %
(Btonska et al., 2021), ta¢iau izoliatg G-248 pavyko priskirti tik Fusarium genciai, tapatumas Siai
referentinei sekai buvo 98 % (Glynou et al., 2016). Izoliatai nuo G-256 iki G-262 buvo priskirti

Penicillium genciai, nes Sie izoliatai turéjo 99 % panaSumg | daugiau nei vieng §ios genties rasj

(2 lentele).

2 lentelé. Mikroskopiniy gryby izoliaty, kurie buvo priskirti ruSims pagal referentines sekas,
sarasas. * zymi iSorinés grupés seka.

e Kamieno iy Salis, kur buvo Tapa- Sekos . _
Rusis - S oenfinf Vézio rusis a - Literatura
identifikacinis nr. nustatytas kamienas tumas numeris
Chubaalin CPC:22312 Nyderlandai MF472001 Bensch etal.
allicinum 5 100 % 2018
C. allicinum G-229 Zymétasis véZys, kepenys Lietuva + Sis darbas
C. allicinum G-230 Siauriaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium . Vuetal.,
o dosg’orioi o CBS 126209 Nyderlandai MH863979 2019
C. cladosporioides G-225 Rainuotasis vézys, kepenys Lietuva 100 % + Sis darbas
C. cladosporioides G-226 Placiaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
C. cladosporioides G-227 Rainuotasis vézys, raumuo Lietuva + Sis darbas
ﬁ;fggfﬁﬁ]””m CBS 121621 Nyderlandai Lo00s  OKA45560 SChoz%hlzt al,
C. herbarum G-228 Pla¢iaznyplis véZys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. CNU081039 Piety Koréja KC339771 Pa‘;'oeltza"'
Cladosporium sp. G-233 Rainuotasis véZys, kepenys Lietuva Sis darbas
Cladosporium sp. G-234 Pla¢iaznyplis véZys, kepenys  Lietuva 99 % + $is darbas
Cladosporium sp. G-235 Rainuotasis vézys, kepenys Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-236 Pla¢iaznyplis véZys, kepenys  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-237 Pla¢iaznyplis véZys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-238 Plagiaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-239 Siauriaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-240 Zymétasis vézys, kepenys Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-241 Siauriaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-242 Rainuotasis véZys, raumuo Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-243 Placiaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-244 Siauriaznyplis vézys, kepenys | Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-245 Zymétasis vézys, kepenys Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-246 Siauriaznyplis vézys, raumuo  Lietuva + Sis darbas
Cladosporium sp. G-247 Rainuotasis véZys, raumuo Lietuva + Sis darbas
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Rasis
Cladosporium
variabile
C. variabile
C. variabile
Comoclathris
typhicola
C. typhicola
Didymella
chlamydospora
D. chlamydospora
D. chlamydospora

Didymella sp.

Didymella sp.
Didymella sp.

Didymocyrtis pini
D. pini
Epicoccum tritici

E. tritici
Fusarium
avenaceum

F. avenaceum
Fusarium equiseti
F. equiseti

Fusarium foetens

F. foetens
F. foetens
F. foetens

Fusarium sp.

Fusarium sp.
Fusarium
sporotrichioides

F. sporotrichioides
F. sporotrichioides
Geotrichum
candidum
Geotrichum sp.
Geotrichum sp..

Microdochium
bolleyi

M. bolleyi
Mucor hiemalis

Mucor hiemialis
Neocucurbitaria
cava

N. cava

N. cava

N. cava
Neodidymelliopsis
negundinis
Neodidymelliopsis
sp.

Neosetophoma sp.
Neosetophoma sp.

Ophiognomonia
intermedia

Kamieno
identifikacinis nr.

CBS 121635

G-231
G-232

MUT<ITA>:4379
G-269
YW23-14
G-263
G-264
1 NV-2016
G-266
G-267
CAA 1002

G-280
MFLUCC 16-
0598
G-287

HGUP190194

G-249
CBS 307.94
G-252

CBS 110286

G-253
G-254
G-255

P6067
G-248
102E

G-250
G-251

FJAT-31003
G-275
G-276

KAS1350
G-279
C17

G-270
CBS 325.63

G-272
G-273
G-274

MFLU:16-1123

G-285

FeC133

G-283
2048

Véizio rusis

Rainuotasis vézZys, kepenys
Placiaznyplis vézys, raumuo

Zymétasis vézys, kepenys

Placiaznyplis vézys, raumuo
Placiaznyplis vézys, kepenys

Placiaznyplis vézys, raumuo
Placiaznyplis vézys, kepenys

Zymétasis véZys, kepenys
Placiaznyplis vézys, raumuo

Placiaznyplis vézys, raumuo

Rainuotasis vézys, raumuo

Placiaznyplis vézys, kepenys
Placiaznyplis vézys, raumuo
Placiaznyplis vézys, raumuo

Placiaznyplis vézys, kepenys

Zymétasis véZys, raumuo
Zymeétasis veézys, kepenys

Siauriaznyplis vézys, kepenys
Rainuotasis vézys, raumuo

Zymétasis véZys, kepenys
Placiaznyplis vézys, kepenys
Siauriaznyplis véZys, kepenys

Rainuotasis vézys, raumuo
Rainuotasis vézys, raumuo

Rainuotasis vézys, raumuo

Rainuotasis vézys, kepenys
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Salis, kur buvo

nustatytas kamienas

Nyderlandai

Lietuva
Lietuva

Italija
Lietuva
Piety Korgja
Lietuva
Lietuva
Ispanija
Lietuva
Lietuva
Portugalija
Lietuva
Tailandas
Lietuva
Kinija
Lietuva

Nyderlandai
Lietuva

Nyderlandai

Lietuva
Lietuva
Lietuva

Vokietija
Lietuva
Lenkija

Lietuva
Lietuva

Kinija
Lietuva
Lietuva
Nyderlandai
Lietuva

Ispanija

Lietuva
Nyderlandai

Lietuva
Lietuva
Lietuva

Italija

Lietuva

Lenkija

Lietuva

Didzioji Britanija

Tapa-
tumas

100 %

100 %

100 %

100 %

100 %

100 %

100 %

100 %

100 %

98 %

100 %

99 %

100 %

99 %

100 %

98 %

98 %

100 %

Sekos
numeris

MH863131

+
+

KC339229
+
MK836111
+

+

LT592901
+
+
MW?732246
+
KX965723
+
MZ724839

+

MHB862468
+

NR_159865

+
+
+

KT270260.1

+

MT732817

+
+

MF044044

+
+

KP859018

+

PP151176

+

MH858303

+
+
+

MT185531

+

MWA446977

+

DQ323540

Literatara

Vuetal.,
2019
Sis darbas
Sis darbas
Panno et al.,
2013
Sis darbas
Das et al.,
2020
Sis darbas
Sis darbas
Valenzuela-
Lopez et al.,
2018
Sis darbas
Sis darbas
Monteiro et
al., 2020
Sis darbas
Thambugala
etal., 2017
Sis darbas
Zhang et al.,
2019
Sis darbas
Vu et al. 2019
Sis darbas
Vuetal.,
2019
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Glynou et al.,
2016
Sis darbas
Btonska et al.,
2021
Sis darbas
Sis darbas
Xiao et al.,
2018
Sis darbas
Sis darbas
Hernandez-
Restrepo et
al., 2016
Sis darbas
Martinez-
Alvarez et al.,
2016
Sis darbas
Vuetal.,
2019
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas

Li et al., 2020

Sis darbas
Bilanski &
Kowalski,
2022
Sis darbas
Green &
Castlebury,



Rusis

O. intermedia
Paracamarosporium
fagi

P. fagi
Paramyrothecium
humicola

P. humicola
Paraphaeosphaeria
neglecta

P. neglecta
Penicillium
bialowiezense
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.

Phoma herbarum
P. herbarum
Phoma macrostoma

P. macrostoma
Septoriella
pseudophragmitis

S. pseudophragmitis

Tolypocladium sp.
Tolypocladium sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

*Ustilago maydis

Kamieno
identifikacinis nr.
G-277
CPC 24892
G-282
CBS 127295
G-271
CBS 434.71A
G-278
CBS 227.28

G-256
G-257
G-258
G-259
G-260
G-261
G-262

CBS 615.75
G-268
KRP10-2
G-265
CBS 145417
G-286
M1-1-5U
G-281
KUMCC 21-0805
G-284
NRRL: Y-64005

Véizio rusis

Rainuotasis vézys, raumuo

Zymétasis vézys, raumuo

Rainuotasis vézys, raumuo

Siauriaznyplis véZys, kepenys

Siauriaznyplis vézys, raumuo
Rainuotasis vézys, kepenys
Placiaznyplis vézys, kepenys
Placiaznyplis vézZys, raumuo
Rainuotasis vézys, raumuo
Rainuotasis vézys, raumuo
Rainuotasis vézys, kepenys

Placiaznyplis vézys, kepenys

Placiaznyplis vézys, raumuo

Placiaznyplis vézys, kepenys

Zymétasis vézys, kepenys

Rainuotasis vézys, raumuo

Salis, kur buvo
nustatytas kamienas
Lietuva
Nyderlandai
Lietuva
Nyderlandai
Lietuva
Nyderlandai
Lietuva
Nyderlandai

Lietuva
Lietuva
Lietuva
Lietuva
Lietuva
Lietuva
Lietuva

Nyderlandai
Lietuva
Lietuva
Lietuva
Nyderlandai
Lietuva
Lenkija
Lietuva
Kinija
Lietuva
JAV

Tapa-
tumas

100 %

100 %

100 %

100 %

100 %

99 %

100 %

98 %

100 %

Sekos
numeris

+

KR611887

+

MH864508

+

JX496090

+

NR_165994

+

+ 4+ 4+ o+

KF251212

+

HMO036611

+

MK560161

+

MNO096582

+

ON426894

+

0Q540480.1

Literatara

2007
Sis darbas
Crous et al.,
2015
Sis darbas
Vuetal.,
2019
Sis darbas
Verkley et al.,
2014
Sis darbas
Vuetal.,
2019
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Sis darbas
Quaedvlieg et
al., 2013
Sis darbas
Menkis &
Vasaitis, 2011
Sis darbas
Marin-Felix
etal., 2019
Sis darbas
Cometto et
al., 2023
Sis darbas
Liu et al.,
2023
Sis darbas
Kijpornyongp
an et al., 2024

IS molekuliniais tyrimais identifikuoto 61 mikroskopinio grybo izoliato — 33 buvo

apibudinti iki riiSies ir turé¢jo 100 % tapatuma su referentinémis sekomis. Daugiausiai apibudinty

rusiy priklausé Cladosporium ir Fusarium gentims. Kiti, 28 mikroskopiniy gryby izoliatai buvo

apibiidinti iki genties, nes tur¢jo mazesnj nei <99 % tapatuma referentinei sekai ir (ar) priklause

daugiau nei vienai rasiai. ISanalizavus gautus sekoskaitos rezultatus, filogenetiniai rySiai tarp

1§skirty mikroskopiniy gryby buvo tiriami su Mega 11 programa, sudaromas filogenetinis medis

(2 pav.)

23



o
b
[C]
7 z N
Y s < @ ®
<\ -. I g
% = g il
* = = £ %\
A A & H &
% £y ) \ £ & ¢ b
¥, oz B 2 k] 4
% B a0 cE7 »
k % v E T &
. Bl )
X 0.50
%
$):‘
i Cla 22
E . 5-229
; L o allicinim G-2
o i F; 1 oxporivan al
Didvmella chiamydospory 255 1+ 1 § | || Cladop
‘ 2 Fx, k { 1 ;‘ Cladosporium aflicinum G-230
*Didvmelta chiamydospora YW23-14 ' o ‘ le 6|
e | ‘ Cladosporium variabile CBS 121635 %
Neocucurbitaria cava G-274 |5y ! . ‘cy
o G 33! ! adosporiym variahife G.231
i cava G2/ (I i s
Neocueurbitaria L Cladospor, .
aria cava G275 ‘P artabite G232
_\'um‘“f"’ bl s ;35_-‘!3 ;'i{lj;i.' um"!rm”’”("”ml,
3 . i,
gl . iy e
hitari® cav / R OBS 127, 295
r;gcsut'“ i p i g, U
* d\mpﬂ""‘ itticag,
Py
it
iy
1:.«\"""\‘
A T
!
o o
,‘L,\.J‘
e
Lt
&'
|
[ [
* U )
E
& £8 88
¢ £ 2 E o
* ¢ F F F F
¢ § § 3 =
¥ o5 g %
T e oo 9
BohonoR
A e =2 %S

2 pav. Identifikuoty mikroskopiniy gryby risiy ir genciy filogenetinis medis, suformuotas remiantis ITS geno
sekoskaita. Filogenetinis medis buvo braizomas naudojant maksimalaus tikétinumo metoda ir naudojant Kimura-2

parametrinj modelj ir 1000 iteracijy (Kimura et al., 1980). Procentinis skaicius Salia Saky Zymi taksony panaSuma.
* — referentiné seka; ** — iSoriné grupé

ITS regiono seky analizé¢ apémé 96 nukleotidines sekas. Galutiniame duomeny rinkinyje 18

viso buvo 536 nukleotidy ilgio sekos. Filogenetin¢je analizéje naudoty kamieny identifikaciniai

numeriai pateikti 2 lenteléje.
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Mikroskopiniai grybai rasti véZiy raumeny ir kepeny audiniuose

Buvo tirti véziai i§ jvairiy Lietuvos vandens telkiniy esanciy skirtinguose regionuose
(1 pav.). I8 tirty véziy buvo isskirta 70 mikroskopiniy gryby padermiy, 36 gryby padermés i$
raumeny ir 34 — 1§ kepeny audiniy. Mikroskopiniai grybai i$skirti i§ placiaznypliy véziy raumens

audiniy pateikiami 3 paveiksle.

3 pav. Mikroskopiniai grybai i§ placiaznyplio vézio raumens audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — bulviy
dekstrozés agaras, B — terpé su vézio mase, C — bengalo rozinio agaras.

Mikroskopiniai grybai iSskirti i§ rainuotojo vézio raumens audiniy pateikiami 4 paveiksle.

4 pav. Mikroskopiniai grybai i§ rainuotojo vézZio raumens audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — bulviy
dekstrozés agaras, B — bengalo roZinio agaras, C — IIM mitybinis agaras.

Mikroskopiniai grybai iSskirti 1§ siauraZznyplio vézio raumens audiniy pateikiami 5

paveiksle.
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5 pav. Mikroskopiniai grybai i§ siauraznyplio vézio raumens audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — bulviy
dekstrozés agaras, B — bengalo rozinio agaras, C — IM mitybinis agaras.

Mikroskopiniai grybai i$skirti i§ Zymétojo vézio raumens audiniy pateikiami 6 paveiksle.

A B C
6 pav. Mikroskopiniai grybai i§ Zymétojo vézio raumens audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — terpé su vézio
mase, B —bulviy dekstrozés agaras, C — bengalo rozinio agaras.
Daugiausiai gryby (38,8%) buvo aptikta placiaznypliy véziy raumeny audiniuose,

maziausiai gryby — Zymétyjy véziy (11,1%) raumeny audiniuose (7 pav.).

B Astacus astacus
W Faxonius limosus
 Pontastacus leptodactyles

Pacifastacus leniusculus

7 pav. Mikroskopiniy gryby paplitimas (%) tirty véziy raumeny audiniuose.
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Literatiroje esama duomeny, apie Dragicevi¢ ir kt., (2020) mokslininky atliktus tyrimus,
kuriuose nurodoma, kad mikroskopiniai grybai buvo aptikti 11,8% tirty véziy raumeny
audiniuose.

Daugiausiai gryby (35,2%) buvo aptikta placiaznypliy véziy kepenyse, maZziausiai gryby —
zymeétyjy (20,5%) ir siauraznypliy (20,5%) véziy kepenyse (8 pav.).

W Astacus astacus
M Faxonius limosus

 Pontastacus leptodactyles

Pacifastacus leniusculus

8 pav. Mikroskopiniy gryby paplitimas (%) véziy kepeny audiniuose.

Mikroskopiniai grybai isskirti i§ tirty véziy kepeny audiniy yra pateikiami 9-11

paveiksluose.

9 pav. Mikroskopiniai grybai i§ rainuotojo vézio kepeny audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — bulviy
dekstrozés agaras, B — bengalo rozinio agaras, C — terpé su véZio mase.
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A B
10 pav. Mikroskopiniai grybai i§ zymétojo vézio kepeny audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — IM mitybinés
terpés, B — bengalo roZinio agaras

A B C
11 pav. Mikroskopiniai grybai i§ siauraznyplio vézio kepeny audiniy ant skirtingy mitybiniy terpiy: A — IM
mitybinés terpés, B — terpé su vézio mase, C — bulviy dekstrozés agaras.

Infekuoti mikroskopiniais grybais véZiai neturi rySkiy ir iSskirtiniy klinikiniy poZymiy,
kurie akivaizdziai skirtysi nuo pozymiy, kuriuos sukelia virusines ar bakterinés infekcijos.
Mikroskopiniai grybai dazniausiai j véziy organizmg patenka per Zaizdas ir dazniausiai uzkrecia
egzoskeleta, ypa€ minkstajg kutikulg. Literatiiroje esama duomeny apie tai, kad mikroskopiniai
grybai daznai yra iSskiriami i§ egzoskeleto (Dragicevi¢ ir kt., 2020). Ivairioms gentims
priklausantys mikroskopiniai grybai buvo i$skirti nuo Procambarus clarkii egzoskeleto (Dorr ir
kt., 2012). Mikroskopiniai grybai taip pat gali sukelti antrines infekcijas suZeistiems ar imuniteto

sutrikimy turintiems véziams.
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Mikroskopiniai grybai vandens telkiniuose

Mikroskopiniai grybai buvo i$skiriami i§ vandens telkiniy, kuriuose gyvena tiriamos véziy
rasys. Mikroskopiniy gryby prady rasta visuose tirtuose vandens telkiniuose (12 pav.). Istyrus
tiriamy vandens telkiniy vandenj nustatyta, kad dominuoja Aureobasidium melanogenum,

Didymella glomerata, Trichoderma citrinoviride mikroskopiniai grybai.

12 pav. Mihoslf;piniai grybai iSskirti ant Eulviq dekstrozés terpés i§c;"11travus vandens telkiniy Vzldeni, kuriuose
aptinkami: A — siauraznypliai véZziai, B — rainuotieji véziai, C — Zymétieji véziai, D — pla¢iaznypliai véziai.
Aureobasidium genciai priklausantys grybai pladiai paplit¢ dirvozemyje, randami ant
augaly lieckany, medienos atplai$y, popieriaus, griidy ir pan. Sie grybai yra ypa¢ atspariis iSorés
veiksniams, ypa¢ UV spinduliams. Gali toleruoti druskos (NaCl) koncentracijg, net iki 15 %.
Aureobasidium melanogenum riiSies mikroskopiniai grybai ant salyklo ekstrakto agaro per 7
dienas pasiekia 40 mm dyd;j (13 pav. A). Grybo kolonijos pavirsius lygus, greitai pasidengiantis
lipnia spory mase, kurios gali buti gelsvos, rausvos rudos arba juodos spalvos. Retkarciais
formuoja orinj micelj. Hifai 2-16 um plocio plonasieniai, kultiirai senstant gali susiformuoti
tamsiai juodos spalvos storasieniai hifai. Konidijos vienalgstés, lygiasienés. Kartais suformuoja

antrines smulkias konidijas (13 pav. B).
_ K

13 pav. Aureobasidium melanogenum mikroskopinio grybo kolonijos vaizdas ant bulviy dekstrozés terpés praéjus 7
dienoms (A), grybo mikroskopinis vaizdas didinimas x400 (B).
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Didymella gentis priklauso labai placiai pasaulyje paplitusiai Sphaeropsidales gryby eilei,
Sios eilés atstovai aptinkami dirvozemyje, nuokritose. Tarp Sios genties atstovy gali biti
patogeniniy tiek Zmogui tiek gyviinams mikroskopiniy gryby rasiy. Didymella glomerata riisies
mikroskopiniy gryby kolonijos ant avizy agaro terpés per 7 dienas pasiekia 50-57 mm dyd;j (14
pav. A). Micelis retas, kartais su retais pilkais veltininiais intarpais, su gausiomis aiskiai
matomomis piknidémis. Piknidés gali bati kolonijos pavirSiuje arba jsiterpusios | agara,
dazniausiai su viena ostiole, ovalios, nuo $viesiai juodos iki tamsiai rudos spalvos (14 pav. B).
Sios rusies grybai pladiai paplite aplinkoje, ypa¢ daznai sutinkami ant jvairiy rusiy augaly,
augalinéje medziagoje, misko paklotéje, dirvozemyje, drégnoje aplinkoje: voniose ir jvairiuose

vamzdynuose.

A B
14 pav. Didymella glomerata mikroskopinio grybo kolonijos vaizdas ant bulviy dekstrozés terpés praéjus 7 dienoms
(A), grybo mikroskopinis vaizdas didinimas %400 (B).

Trichoderma citrinoviride rasies mikroskopinio grybo kolonijos auga greitai, pradzioje
bina aiSkiai matomas bespalvis micelis, kuris véliau grybui pradéjus sporuliuoti tampa zalios,
gelsvos ar $viesiai zalios spalvos, ant avizy agaro per 4 dienas pasiekia 80-90 mm dyd;j (15 pav.
A). Micelis voratinkliskas. Konidijako¢iai trumpi, neaiSkiai diferencijuoty Sakuéiy pavidalo.
Konidijos zalios, nevienodo dydZzio, nuo smulkiy iki stambiy, ovaliai cilindriskos arba elipsiskos

3,8-6 x 2,2-2,8 um (15 pav. B).
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A B
15 pav. Trichoderma citrinoviride mikroskopinio grybo kolonijos vaizdas ant bulviy dekstrozés terpés praéjus 7
dienoms (A), Trichoderma citrinoviride grybo mikroskopinis vaizdas didinimas %400 (B).

31



Mikroskopiniy gryby metagenominé analizé véZiy kepeny ir raumeny
audiniuose

Metagenominés analizés metu buvo gauta 164 aukstos kokybés seky. IS dviejy tirty véziy
raumeny ir kepeny audiniy mikroskopiniams grybams priklausanéiy seky nepavyko iSskirti.
Placiaznypliuose véziuose dominavo Ascomycota skyriaus atstovai (nuo 26,1% iki 40,0%),
Basidiomycota skyriaus grybai sudaré (11,3%) (16 pav.). Rainuotuose véziuose Ascomycota
skyriaus grybai sudaré — 31,0%, Basidiomycota skyriaus mikroskopiniai grybai vyravo

Zymétuose véziuose — 22,7%.

—t ~ " =+ wn ] ~ ® o o —
= —

mm  Kita

Ml Ascomycota skyriaus grybai
B Basidiomycota skyriaus grybai
mmm Kiti grybai

16 pav. Tirtuose véziuose aptikty mikroskopiniy gryby skyriy atstovai. 1, 4, 5 — Astacus astacus, 2, 6, 9 ir 11 —
Faxonius limosus, 3, 10 — Ponatastacus leptodactyles, 7, 8 — Pacifastacus leniusculus.

Atlikus metagenomine analize, nustatyta, kad iSskirtos sekos priklauso Ascomycota
skyriaus 19 Seimy, o Basidiomycota skyriaus — 13 Seimy. Ascomycota skyriaus Cladosporiaceae
Seimos grybai buvo aptikti visuose tirtuose véziuose (17 pav.). Debaryomycetaceae Seimos
atstovai buvo paplit¢ rainuotuose ir placiaznypliuose véziuose. Tirtuose véziuose taip pat buvo

rasta Saccotheciaceae, Phaecosphariaceae Seimoms priklausanciy mikroskopiniy gryby atstovy.
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17 pav. Taksonominé (eilés ir Seimos), mikroskopiniy gryby iSskirty i§ véziy raumeny ir kepeny audiniy,
priklausomybé. 1, 4, 5 — Astacus astacus, 2, 6, 9 ir 11 — Faxonius limosus, 3, 10 — Pontastacus leptodactyles, 7, 8 —
Pacifastacus leniusculus.

Pleosporales eilés atstovai rasti placiaznypliuose véziuose ir sudaré nuo 1,0% iki 7,2%,
Sioje eiléje yra 23 Seimos, daugiau nei 330 genciy, kurioms priklauso daugiau nei 4700 rasiy.
Hypocreales eilés atstovai taip pat rasti placiaznypliuose véziuose, Sioje eiléje yra 237 gentys ir
2647 rusys.

Cladosporium genties grybai tirtuose véZiuose sudaré nuo 1,4% iki 28,1% (18 pav.).
Aureobasidium genties grybai buvo aptikti placiaznypliuose ir rainuotuose véziuose ir sudaré
atitinkamai 1,6% ir 3,9%. Vishniacozyma genciai priklausancios mielés rastos placiaznypliuose ir

siauraznypliuose véZiuose atitnkamai 4,7% ir 4,2%.
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g__Kockovaella
g__Buckleyzyma
g__Aspergillus-Eurotium
g__Aureobasidium
g__Fusarium
g__Malassezia
o__Polyporales
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g__Didymosphaeria
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18 pav. Taksonominé (gentin¢), mikroskopiniy gryby iSskirty i§ véziy raumeny ir kepeny audiniy, priklausomybe. 1,
4, 5 — Astacus astacus, 2, 6, 9 ir 11 — Faxonius limosus, 3, 10 — Pontastacus leptodactyles, 7, 8 — Pacifastacus
leniusculus.

Rainuotuose ir pla¢iaznyplivose véziuose buvo aptiktos Debaryomyces genciai
priklausanc¢ios mielés, kurios sudaré atitinkamai nuo 1,6% iki 3,8%. Acremonium genties grybai

buvo aptikti plac¢iaznypliuose véziuose (17 pav.).

Mikroskopiniai grybai nustatyti naudojant ITS regiono pradmenis

Atlikus mikroskopiniy gryby iSskirty i§ véziy raumeny ir kepeny audiniy ITS regiono
sekoskaitg nustatyta, kad Cladosporium genties rasys buvo aptinkamos visuose tirtuose
véziuose. Cladosporium genties grybai yra kosmopolitai, paplite jvairiuose krastuose. Gentyje
yra apie 240 ri§iy. Sios genties grybai i§skiriami i§ jvairiy dirvozemiy, pasary, augaly liekany,
oro, jvairiausiy natiiraliy ir sintetiniy polimeriniy medziagy. Sios genties grybai lengvai
adaptuojasi prie jvairiy substraty. Yra duomeny apie Sios genties rusiy aptikimg patologingje
medZziagoje.

Cladosporium tenuissimum riisies mikroskopiniai grybai buvo aptinkami tiek rainuoty, tiek

placiaznypliy véziy raumeny ir kepeny audiniuose. Cladosporium tenuissimum kolonijos per 14
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dieny auginant ant bulviy dekstrozés terpés pasiekia 70-80 mm dydj, spalva varijuoja nuo pilkai
rudos iki pilkai alyvinés, reversas nuo tamsiai pilkos iki alyvinés juodos spalvos, pakrastys
plunksniSkas, micelis gausus, purus, be rySkaus eksudato, gausiai sporifikuojantis (19 pav. A).
ISskiriamas 1§ oro, maisto produkty, dirvoZzemio ir vandens paplitgs visame pasaulyje. Hifai
Sakojasi visomis kryptimis, konidijos grandinélése, konidijy dydis: (2—)2.5-5(—6) x (1.5—)2—3
um. Hifai septuoti, grybui senstant septy daugéja (19 pav. B).

A B
19 pav. Cladosporium tenuissimum mikroskopinio grybo kolonija ant bulviy dekstrozés terpés po 10 dieny (A),
mikroskopinis Cladosporium tenuissimum vaizdas x400 (B).

Cladosporium cladosporioides mikroskopiniai grybai buvo aptinkami tiek rainuotuose,
tiek siauraznypliuose véziuose. Cladosporium cladosporioides kolonijos ant bulviy dekstrozés
agaro nuo pilkos iki pilksvai alyvinés, neryskiai zalios arba alyviskai pilkos spalvos, pakrasciai
nuo pilkai alyviniy iki baltos spalvos (20 pav. A), micelis retas, iSsisklaides arba gausiai
susiformaves, tankus, augimas ploks¢ias arba mazai iSgaubtas, be iSryskéjusio eksudato, o kartais
su keliais mazais rySkiais eksudato laSeliais. Konidijy suformuoja daug, dydis 3—6(—7) x
(1.5-)2-2.5(—3) um, hifai septuoti dazniausiai su dviem septomis (20 pav. B).

Rusies grybai yra kosmopolitai, iSskiriami i§ jvairiy dirvozemiy, paSary, augaly liekany,
oro, jvairiausiy natiiraliy ir sintetiniy polimeriniy medziagy bei daugybés kity substraty. Lengvai
Jsisavina jvairius anglies Saltinius, taciau celiuliozg ir chiting kai kurios padermés skaido létai.
Lengviau utilizuoja aromatinius junginius, ypa¢ tuos, kuriuose yra chloro. Sie grybai labai
atsparts jvairioms cheminéms medziagoms ir iSoriniams fizikiniams veiksniams. Tai siejama su
gebéjimu produkuoti tamsios spalvos pigmentus — melaninus. Aktyviai produkuoja alkoholius,
esterius, poliketidg — kladosporing, kuriam biidingos mikotoksinio antibiotiko savybés. Optimali

augimo temperatiira apie 25°C, minimali — apie 3°C, maksimali — apie 37°C. Sie grybai

35



aptinkami sergan¢iy zmoniy ir gyvuliy organuose. C. cladosporioides kartu su Phialophora
verrucosa buvo akiy ragenos opos prieZastis. Zinomas kaip liezuvio i§opéjimo, odos, danty
granulomos sukél¢jas. Placiai iSplitgs gyvenamosiose ir darbo patalpose, todél gali sukelti

kvépavimo organy ligas, alergija (Lugauskas ir kt., 2022).

A B
20 pav. Cladosporium cladosporioides mikroskopinio grybo kolonija ant bulviy dekstrozés terpés po 10 dieny (A),
mikroskopinis Cladosporium cladosporioides vaizdas x400 (B).

Gozlan ir kt., 2014 teigia, kad Cladosporium sphaerospermum mikroskopiniai grybai yra

galimi Lutjanus campechanus Zzuvy ligy sukéléjai.

Fusarium genties grybai yra pladiai paplit¢ ant jvairiy substraty, todél laikomi
kosmopolitais. Ilgai islieka gyvybingi dirvozemyje, ant augaliniy substraty. Tarp Sios genties
risiy yra zmogaus, gyviny ir augaly patogeny. Gamina ir iSskiria gausybe mikotoksiny
(zearalenonas, deoksinivalenolas, toksinas T-2, fumonisinas ir daugelis kity). Fusarium
oxysporum rasies mikroskopiniy gryby kolonijos ant bulviy dekstrozés agaro per 10 dieny
pasiekia 70-80 mm. Jiems budingas pléviskas voratinkliSkas neaukstas, rozinés karmino spalvos
su ryskiai violetiniu atspalviu micelis, taciau pasitaiko ir balkSvos ar gelsvos spalvos kamieny
(21 pav. A). Makrokonidijos susidaro daugiausia iSoriniame micelyje. Dauguma jy tiesios, su
pamazu siauréjancia, bet nepailgéjusia virSutine 1gstele. Makrokonidijos su 3—5 pertvarélémis. Jy
dydis 25-40 x 3,7-5 um. Gausu vienalgsc¢iy ar dvilgséiy chlamidospory (21 pav. B).

Sios riisies grybai — kosmopolitai. Paplite visame pasaulyje, dazniausiai dirvozemyje, ant
jvairiy augaly bei jy liekany, augaly rizosferoje, ant Sakny ir kity lignino bei celiuliozés turtingy

substraty. Gana daznai aptinkami ant specifiniy substraty: gumos, pagamintos i§ butadieninio
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kauciuko, naftos angliavandeniliy, gerai auga ant medziagy, kuriose yra baltymy, pavyzdziui, ant
natiiraliy ody. RuSies grybai pazeidzia per 150 riiSiy augaly. DaZniausiai sukelia augaly
tracheomikozinj vytulj, ypa¢ daznai pasireiskiantj auginant geles bei daigynuose spygliuociy ir
lapuoc¢iy sodinukus. Optimali augimo temperatiira apie 24°C, minimali — apie 6°C, maksimali —
37°C. Taciau pasitaiko dideliy nukrypimy j vieng ar kitg pus¢ priklausomai nuo individualiy
padermés savybiy ir kilmés. Grybai aktyviai produkuoja ir iSskiria j aplinkg jvairios sudéties
antrinius metabolitus: fuzarenong, nivalenolo diacetata, oksisporing, enanting A ir B,
likomarazmina. Sios rtgies gryby produkuojamos medZiagos: fuzaro rigstis, moniliforminas,

eniatinas B, naftokvinonai yra pripazintos stipriais toksinais (Lugauskas ir kt., 2022).

A B

21 pav. Fusarium oxysporum mikroskopinio grybo kolonija ant bulviy dekstrozés terpés po 10 dieny (A),
mikroskopinis Fusarium oxysporum vaizdas x400 (B).

Fusarium oxysporum genties mikroskopiniai grybai atlikty tyrimy metu buvo aptikti
placiaznypliuose ir rainuotuose véziuose. Tastan, ir Cagatay, 2022, Fusarium oxysporum yra
i8skyre 1§ Ziauny ir sukelia juodyjy ziauny ligg. Kita Sios genties raiSis Fusarium solani yra
aptinkama rainuotyjy véziy ziaunose ir galimai gali sukelti véziy ligas (Longshaw, 2011;
Mahmoud, 2019). Siauraznypliuose véziuose buvo rasta Geotrichum candidum, Scopulariopsis
brevicaulis mikroskopiniy gryby, tafiau i§ kity tirty véziy rusiy jy iSskirti nepavyko.
Placiaznypliuose véziuose buvo rasta ir Acremonium genciai priklausanciy rtsiy, taciau tiksli
rusis dar nenustatyta reikalingi detalesni tyrimai. Literatiiroje esama duomeny apie tai, jog
Acremonium genciai priklausantys mikroskopiniai grybai buvo aptikti siauraznypliuose véziuose

Turkijoje esan¢iame Egirdir ezere (Diler ir Bolat, 2001).
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Mikroskopiniuy grybu, iSskirty i§ véZiy audiniy, patogeniSkumo véZiams jvertinimas

Nustatyta, kad Fusarium avenaceum ir Fusarium equiseti buvo isskirti i§ visy tirty uzkrésty
véziy kepeny ir raumeny audiniy (3 lentel¢). Tuo tarpu Phoma herbarum buvo isskirtas tik i$
uzkésty siauraznypliy véziy kepeny ir raumeny audiniy, o Phoma macrospora neaugo nei

viename i§ uzkrésty véziy audiniy paimtame méginyje.

3 lentelé. Mikroskopiniai grybai, i$skirti i§ uzkrésty véziy kepeny ir raumeny audiniy.

Veziai Fusarium avenaceum | Fusarium equiseti Phoma herbarum Phoma macrospora
Kepenys | Raumenys | Kepenys | Raumenys | Kepenys | Raumenys | Kepenys Raumenys
Placiaznypliai + + + + - - - -
véZiai
Siauraznypliai + + + + + + - -
véziai
Rainuotieji + + + + - - - -
véziai
Zymétieji + + + + - - - -
véziai

Mikroskopiniai grybai, kuriais buvo uzkrésti ir kurie véliau iSskirti i§ placiaznypliy,

siauraznypliy, rainuotyjy ir zymétyjy véziy kepeny ir raumeny audiniy, pateikiami 22-27

paveiksluose.

23 pav. I§ uzkrésty siauraznypliy véziy raumeny iSskirti: A— Phoma herbarum; B — Fusarium avenaceum.
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24 pav. I8 uzkrésty zymétyjy véziy kepeny iSskirtas A — Fusarium avenaceum ir siauraznypliy véziy raumeny
i§skirtas (B) Phoma herbarum.

5 _
27 pav. Fusarium avenaceum, isskirtas i§ uzkrésty plac¢iaznypliy véziy: A — kepeny; B — raumeny.
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Bakterijos

Tyrimy metu registruotos 34 gen€iy bakterijos. Didziausia bakterijy jvairove pasizyméjo
rainuotieji véziai, maziau rasiy registruota zZymeétuosiuose, o maziausia jvairové budinga
siauraznypliams ir placiaznypliams véziams.

Biitina pazyméti, kad tiriamoje véziy mikrobiotoje aptinkamos ne tik jiems budingos
bakterijos, bet ir vandenyje cirkuliuojanc¢ios bakterijos, kuriy tarpe gali biiti tiek budingy
vandens, grunto, sedimenty aplinkai, tiek ir jvairiy bestuburiy ir stuburiniy gyviny, augaly,
dumbliy ar net nebudingy atsitiktinai patekusiy j vandenj organizmy mikrobiotai bei jy patogeny.
Tod¢l dalis bakterijy gali biti patogeniSkos kitiems vandens organizmams, Zmogui, bet ne
patiems véziams. Dar vienas svarbus aspektas yra susijgs su oportunistiniais patogenais, kurie
sveikame organizme gali biiti aptinkami mazais kiekiais ir neigiamo poveikio nedaro, bet
susilpnéjus imunitetui ar sergant, jy gausumas smarkiai iSauga ir patogeninis poveikis gali

pasidaryti reikSmingas. Zemiau pateikiamas bakterijy sutinkamumas véZiuose.

Tipas Bacteroidetes
Flavobacteriaceae

Flavobacterium

Astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius
astacus leptodactylus leniusculus limosus
Flavobacterium columnare +
Flavobacterium dankookense +
Flavobacterium chungnamense / koreense +
Flavobacterium macrobrachii
Flavobacterium sp. + + +

F. columnare yra Zuvy patogenas, spéjama, kad yra patogenisSkas (galimai mirtinas) ir
raudonajam pelkiniui véziui, (Jiravanichpaisal ir kt. 2009, Declercq ir kt. 2013). Apie F
dankookense, F. chungnamense / koreense patogeniskuma duomeny néra, Sios raSys buvo
registruotos gélame vandenyje (Lee ir kt. 2011, 2012). F macrobrachii registruota
gelavandenése krevetése (Sheu ir kt. 2011). Deja, daugeliu atvejy literatiroje rasys
nenurodomos, ta¢iau visa gentis jvardijama kaip esamas ar tikétinas patogenas (Longshaw ir kt.

2011, Dragevi¢ ir kt. 2020).
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Weeksellaceae

Chryseobacterium

Astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius

astacus leptodactylus leniusculus limosus
Chryseobacterium carnis + +
Chryseobacterium haifense +
Chryseobacterium koreense + + +
Chryseobacterium palustre + + +
Chryseobacterium piscicola + + +
Chryseobacterium balustinum + + +
[piscium/scophthalmum
Chryseobacterium antarcticum/palustre + + +
Chryseobacterium antarcticum/carnis + +
Chryseobacterium haifense/koreense +

Chryseobacterium gentyje yra rusiy, genetiniy linijy (C. balustinum, C. piscicola,
Chrysobacterium sp. B2), kurios priskiriamos zuvy ir véziy (Zymétojo vézio) patogenams (Ilardi
ir kt. 2009, Jiravanichpaisal ir kt. 2009, Mallik ir kt. 2023).

Tipas Pseudomonadota

Aeromonadaceae
Aeromonas
Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius limosus
leptodactylus leniusculus

A. allosaccharophila + + + +
A. popoffii + + +
A. sobria + + +
A. veronii + + + +
A. bestiarum/salmonicida + +
Aeromonas sp. + + +

Tyrimy metu identifikuotos 6 Aeromonas genties rasys. A. allosaccharophila jvardijamas
kaip Zuvy patogenas, dél patogeniskumo véziagyviams jvertinimo triksta duomeny (Huang ir
kt. 2022). A. popoffii yra registruota géluose ir stiriuose vandenyse, patogenisSkumas véziams
nezinomas (Soler ir kt. 2002). A. veronii yra Zinomas kaip Zuvy ir kai kuriy véziagyviy (pvz.
raudonojo pelkininio vézio Procambarus clarkii) oportunistinis patogenas (Su ir kt. 2023, Zhu
ir kt. 2021). Minétam raudonajam pelkiniam véziui gali smarkiai paveikti gyviiny vir§kinimo
sistemos, ziauny audinius (Zhu et al. 2021). Apie Sios bakterijos riiSies patogeniskumg Lietuvoje
aptinkamy véZiy risims informacijos néra. Si bakterijy rii§is buvo registruota visose véziy
rasyse. Aeromonas sobria, A. bestiarum ir A. salmonicida yra Zinomi Zuvy patogenai, apie jy

patogeniskuma véziagyviams néra duomeny (Park et al. 2020, Fuentes-Valencia ir kt. 2022).

Kaip vienas neabejotinai daug zalos véziams darantis patogenas Aeromonas hydrophila tyrimy

metu nebuvo registruotas (Jiravanichpaisal ir kt. 2009).
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Enterobacteriacae
Citrobacter

Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius limosus
leptodactylus leniusculus

C. freundii + +

C. gillenii +

C. murliniae + +

C. braakii/freundii +
C.braakii/freundii/murliniae + + +
C.freundii/gillenii +

C.freundii/werkmanii +

Sioje gentyje galimai patogeniskos véziams (raudonajam pelkiy véZiui) yra C. freundii ir C.
werkmanii risys (Chen ir kt. 2017, Dragevic ir kt. 2020). Taciau reikia paminéti, kad ne visos C.
freundii linijos yra patogeniskos. Taciau galutiniam patogeniskumo jvertinimui auk$¢iau minétai

véziy risiai triksta duomeny.

Hafniaceae
Hafnia genties bakterijos registruotos siauraznypliuose ir rainuotuose véziuose.

Registruotos 2 rusys- H. alvei ir H.paralvei. H. alvei yra jvardijama kaip patogeniska Zuvims
(Cao ir kt. 2016).

Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius limosus
leptodactylus leniusculus
H. alvei + +
H. paralvei + +

Moraxellaceae

Acinetobacter

Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius

leptodactylus leniusculus limosus
A. harbinensis + +
A. johnsonii +
A. lwoffii + + + +
A.r bouvetii johnsonii + + +
A.haemolyticus/johnsonii/lwoffii +
A.r johnsonii/lwoffii +

Kai kurie Acinetobacter $tamai gali biuiti patogeniski Zymétiesiems véZiams, deja néra
jvardinta konkreti bakterijy rusis (Jiravanichpaisal ir kt. 2009). Tikétina, kad patogeninis
poveikis pasireiksty ir kitoms véziy riiSims. Taciau biitina pazymeéti, kad patogeniskumas buvo
tirtas eksperimentinémis sglygomis, todél lieka neaiSku, ar gamtoje Sios genties bakterijos turi

patogeninj poveikj. A. johnsonii yra Zinomas oportunistinis Zuvy patogenas (Bi ir kt. 2023).
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Pseudomonadaceae

Pseudomonas
Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius
leptodactylus leniusculus limosus

P. gingeri +

P. putida + +
P. alcaligenes/vranovensis +
P. deceptionensi / fragi +
P. flavescens/putida + + +
P.fluorescens/jessenii/mandelii + +
P.baetica fluorescens +
P.s fluorescens/fragi/psychrophila +
Pseudomonas sp. + +

Literatiiroje kaip patogeninés rusys yra nurodomos P. gessardii, P. libanensis/gessardii BLT
bei genetiné linija P. sp. N2 (Dragevi¢ ir kt.2020). Sios riigys tyrimo metu nebuvo registruotos.
Taip pat patogeniska gali biiti (nurodoma, kad risis aptikta serganciame individe) ir Lietuvoje
rasta bakterija P. putida kitose véziy rusyse (Edgerton ir kt. 2002). Kitos Lietuvoje aptiktos

bakterijy ruSys néra Zinomos kaip véziy patogenai.

Vibrionaceae

Vibrio
Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius limosus
leptodactylus leniusculus
V. ordalii + T
V. panuliri + +

V. ordalii yra Zinomas kaip vibriozés sukéléjas lasiSinése Zuvyse, antroji risis yra
identifikuota omaruose (Kumari ir kt. 2014). Duomeny apie $iy bakterijy riisiy patogeniSkumag

véziams néra. Patogenines vibrioze véZiams sukeliancios bakterijy ruSys, V. mimicus ir V.

cholerae, tyrimy mety nebuvo rastos (Longshaw ir kt. 2011).

Enterobacteriaceae

Plesiomonas
Astacus astacus Pontastacus Pacifastacus Faxonius limosus
leptodactylus leniusculus
P. shigelloides + + + +

Sios bakterijos yra Zinomos Kaip jvairiy Zuvy risiy patogenai (Fuentes-Valencia ir kt.

2022). Procambarus clarkii vézZiy tyrimy metu Si bakterijy risSis yra jvardijama kaip

oportunistinis patogenas, kurio padaugéja vézZiams sergant, susilpnéjus imuninei sistemai (WU ir

kt. 2021).
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Kitos tyrimy metu registruotos bakteriju riiSys, apie kuriy patogeniSkumg véZiams néra
duomeny

Tyrimy metu identifikuotos 6 Acidovorax genties raiSys: A. radices, A. soli, A.temperans,
A. valerianellae, A. delafieldii/temperans, A. radices/wohlfahrtii.  Sios bakterijy genties
bakterijos dazniausiai aptinkamos dumble, vandenyje, taip pat kai kuriy véziagyviy Zarnyno
mikrofloroje (Wei ir kt. 2020).

Arthrobacter genties bakterijos taip pat aptiktos visose tirtose véziy rusyse. Identifikuotos
rasys: A. bambusae, A creatinolyticus,A. kerguelensis, A. kerguelensis, A. stackebrandtii, A.
psychrolactophilus /stackebrandtii . Sios genties bakterijos Zinomos kaip raudonojo pelkinio
vézio hemolimfos mikrofloros sudedamoji dalis, deja, néra nurodomos riiSys (Scott ir Thune
1986). Anksciau Siai genciai buvo priskiriama daugiau bakterijy, kurios dabar priskirtos
Glautamicibacter ir Paeniglutamicibacter gentims, apie kuriy patogeniS§kuma véziams néra
duomeny.

Bacilloplasma genties bakterijos registruotos visose véziy ridyse. Sios genties bakterijos
yra registruoto lygiakojy (Isopoda) véziagyviy Zarnyne.

Clostridium genties bakterijos registruotos visose véziy rusys. Identifkuotos Sios rasys:
C. sardiniense C.baratii/sardiniense, C.senegalense, C. botulinum, C.  C.estertheticum,
C. hydrogeniformans ir C. beijerinckii/diolis/saccharoperbutylacetonicum.

Crenothrix genties bakterijos aptiktos placiaznypliuose, Zymétuosiuose ir rainuotuose
véziuose, yra siejamos su vandens uzterSimu.

Delftia genties bakterijos aptiktos placiaznypliuose, zymétuosiuose ir rainuotuose véziuose.

Exiguobacterium genties bakterijos aptiktos visy tirty véziy organizme. Sios genties
bakterijos yra jvardintos kaip dominuojancios sveiky raudonyjy pelkiniy véziy Zarnynuose (Feng
et al. 2021).

Filimonas bakterijos registruotos siauraznypliuose, Zymétuosiuose ir rainuotuose véziuose.

Leadbetterella registruota plac¢iaznypliuose, rainuotuosiuose ir zymétuose véziuose.

Methylomonas registruotas placiaznypliuose, rainuotuosiuose ir Zymétuose véziuose.
Identitkuotos rasys: M.lenta, M.methanica, M.paludis.

Myroides registruotas tik invazinése véziy rusyse. Sios genties bakterijos yra registruotos
sveiko raudonojo vézio zarnyne (Huang et al. 2022). Identifikuotos raSys: M. guanonis,
M.injenensis,M. phaeus, M.odoratimimus/profundi.

Paraclostridium /Peptoclostridium registruotos placiaznyplivose, siauraznypliuose ir
Zymétuose véziuose. Paraclostridium gentis registruota ir raudonuosiuose pelkiniuose véziuose

(Hou et al 2023).
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Pseudaminobacter aptiktas visy rasiy véziuose iSskyrus siauraznyplj vézj. Registruotos
rasys: P. defliuvii, P. salicylatoxidans.

Psychrobacter bakterijos registruotos visuose véziuose, isskyrus pladiaznyplj véZj. Sios
genties bakterijos siejamos su vandens aplinka, yra aptinkamos Zuvyse. Identifikuotos riisys:
P.cryohalolentis, P.pulmonis, P. alimentarius/aquaticus/vallis, P.maritimus, P.faecalis,
P.proteolyticus.

Rhodobacter bakterijos aptiktas visy rasiy véziuose.

Romboutsia bakterijos aptiktas visy rusiy véziuose. Identifikuota 1 rasis Romboutsia
lituseburensis.

Sphaerotilus bakterijos aptiktos placiaznypliuose, rainuotuose ir zymétuose véziuose.
Identifikiuotos 2 rasys: S. montanus ir S.natans.

Staphylococcus bakterijos rastos placiaznypliuose, rainuotuosiuose ir Zymétuose véziuose.
Identifikuotos Sios rasys: S. equorum, S. succinus ir S. vitulinus. Literatiiroje jvardijama dar
viena véziuose aptinkama Sios genties rai§is — S. aureus, kuris taip pat néra jiems patogenisSka
(Jiravanichpaisal ir kt. 2009).

Thiothrix aptiktas visy raiSiy véZziuose iSskyrus siauraznyplj vézj. Aptinkamas ir kity rasiy
véziy zarnyne, pvz. Procambarus clarkii (Xie et al. 2021). Identifikuotos rusys: T. eikelboomii, T.
fructosivorans.

Tomitella aptiktas visy rasiy véziuose iSskyrus siauraznyplj vézj. Identifikuota viena rasis

T.biformata.
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Sukeliamy ligy anamnezé

Bandymas stovinfiame vandenyje

Bandymui buvo parinkti, labiausia tikétini patogenai — Fusarium avenaceum, Fusarium
equiseti, Phoma herbarum, Phoma macrospora. Gauti rezultatai buvo vertinami naudojant
Kaplano-Mejerio metoda (duomenys gauti atlikus pilotinj tyrima, 28 pav.). Matome, kad visais
keturiais variantais iSgyvenamumas buvo skirtingas. Kontroliniame variante per visg tyrimo

laikotarpj zuvo 6 proc. véziy.
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28 pav. Isgyvenamumo vertinimas naudojant Kaplano-Mejerio metoda stovin¢iame vandenyje.
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1-ame variante mirimai prasidé€jo po 2 pary. Po pusés bandymo laiko (6 pary) buvo mire

50 proc. véziy. Po viso bandymo iSgyveno 6 proc. véziy.

2-ame variante mirimai prasidéjo po 2 pary ir tolygiai. Jau po dviejy pary miré 50 proc.
véziy, o like 50 proc. miré per sekancig parg. Pusés bandymo laiko neiSgyveno né vienas

individas.

3-ame variante mirimai taip pat prasidéjo po 2 pary. Po pusés bandymo laiko (6 pary)

buvo mire 94 proc. véziy. Po viso bandymo i§gyveno 6 proc. véziy.

4-ame variante mirimai prasidéjo po 4 pary. Po pusés bandymo laiko (6 pary) buvo mire

75 proc. véziy. Po viso bandymo iSgyveno 25 proc. véziy.

Kontroliniame variante mirimas buvo po 2 pary, miré¢ 2 individai. Visi like individai

1Sgyveno iki bandymo pabaigos.
Perzitréjus steb&jimy medziaga buvo aprasyta ligos anamnezé.

Visi susirge véziai tur¢jo kai kuriuos bendrus ligos pozymius, ta¢iau nemazai pozymiy
buvo ir skirtingi. Bendri pozymiai visiems susirgusiems véziams buvo koordinacijos sutrikimas,

raumeny tonuso susilpnéjimas ar praradimas.

DazZniausia pirmieji ligos pozymiais pasireik§davo gana nezymiai. VéZio judéjime buvo
galima pastebéti i§ pradziy nedidelius sutrikimus. Pirmas pastebétas pozymis buvo silpnas
koordinacijos sutrikimas. Ropojantis vézys pradédavo svyrinéti j Sonus kaip ,,girtas®.
Atsirasdavo staigiis pakrypimai j Sona, pasvyrimai, vaik§¢iojamyjy kojy nevalingi triik¢iojimai.

Sie pozymiai buvo i8reiksti gana silpnai ir dauguma jy sunkiai atskiriami nuo natiiralaus elgesio.

Sie pozymiai miisy stebéjimuose pradéedavo pasireiksti skirtingu laiku. Pirmiausia stebéti
2-ame variante, pra¢jus mazdaug 4—6 valandoms po uzkrétimo. Véliausia 4-ame variante —

pra¢jus beveik 3 parom po uzkrétimo.

Sekantis pasireiskiantis pozymis buvo staigus raumeny tonuso praradimas. Jis
pasireiské ne visiems uzkrétimams. Dazniausia buvo budingas tik 1-3 variantams, o 4-ame
variante nepastebétas. Jis prasidédavo gana staigiai. Dazniausia judédamas, vézys staigiai
apvirsdavo ant nugaros, ir likdavo guléti iSsitieses. Skirtingai nuo natiiralaus apvirtimo, Siais
atvejais vézio judesiai buvo daugiau triik¢iojantys, nevalingi, nepanasiis i tokius, kai natiiraliai
apvirtgs vézys mégina atsiversti. Taip apvirte véziai iSbidavo nuo 40 min. iki 26 valandy.
PradZioje po apvirtimo, mazdaug 50 proc. atvejy stebimas aktyvus pilvo kojeliy judéjimas.

Véliau dingsta bet koks judéjimas ir vézys guli visiSkai ramiai. Raumeny tonusas beveik dingsta.
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ISimtas 1§ akvariumo toks vézys nerodo jokio pasiprieSinimo, znyplés ir uodega laisvai svyra.

Gyvybiniai pozymiai sunkiai pastebimi.

Sis pozymis jdomus tuo, kad dauguma atvejy praeina taip pat staigiai, kai ir prasideda. Ilga
laikg guléjes visai nejudrus vézys, nereaguojantis i aplinkos dirgiklius, pavyzdziui, visai
nereaguojantis | kita vézj, kuris eidamas perlipa per ji, staiga pradeda judéti ir atsivercia.
Dazniausia prie§ atsiverciant pradédavo aktyviai judéti ir po keliy minuciy atsiversdavo, taciau
kartais (stebéti 7 atvejai) atsivertimas buvo Zaibiskas, tetrunkantis ne ilgiau kaip 1-5 sekundes.
Véliau vézio elgsena biidavo visai natiirali, nepastebéta skirtumy nuo sveiko vézio elgsenos.
Taciau po kurio laiko $is pozymis vél pasireikSdavo daugumai susirgusiy véziy, ir vystantis ligai
pradédavo kartotis dazniau, bet nei jo trukmes, nei daZznumo, patikimai susiesi su ligos baigtimi
nepavyko. IS kity atlikty bandymy Zinoma, kad po tokiy pozymiy pasireiSkimo vézys gali
iSgyventi kelis ménesius daugiau nepasireiskiant jokiems pozymiais, taciau taip pat gali mirti ir

maziau nei per kelias valandas.

Sekan¢iu stebimu poZymiu galima biity pavadinti stipriu koordinacijos sutrikima. Sis
pozymis skiriasi nuo pirmojo tuo, kad koordinacija sutrinka labai smarkiai. Judéjimas darosi
visai nekryptingas, dalis vaik§¢iojamyjy kojuy nelinksta, eidamas smarkiai svyruoja j Sonus. Sis
pozymis pasireiSkia visuomet kai vézys mégina judéti. Miisy stebétais atvejais jo trukmé buvo
nuo 10-30 min. iki 3-4 valandy. Tiksly laikg apibrézti sunku, nes dazni visisko nejudrumo

tarpai, kai vézys tiesiog nejuda. Sis nejudéjimas nesiskiria nuo paprasto vézio nejudrumo.

Kepeny triikimas. Sis poZymis pastebétas tik 2—4 variante. 2-ame variante pasireiské
88 proc.; 3-ame variante — 50 proc. ir 4-ame — 12 proc. véziy. Dazniausia vézys kiek pasvyra j
Song (pasvyrimas biina nedidelis) ir iSsiliecja 2-3 cm plocio gelsvo ar zalsvo skysCio démé
(29 pav.). Nustatyti issiliejusio skyscio tikslig kilmg sudétinga, nes $i démé istirpsta vandenyje
nepalikdama zymiy po 60-90 min. DidZiausia tikimybe¢, kad tai trikusiy kepeny skystis. Tokia

prielaida darome remdamiesi tuo, kad visiems mirusiems véziams biina pazeisto kepenys.

29 pav. I8 triikusiy kepeny issiliejes skystis.
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Sio pozymio ypatybé yra tai, kad po jo pasireiskimo mirsta 100 proc. véziy. Nuo $io

pozymio pasireiSkimo iki mirties praeina nuo 20 min. iki 7 val.

Virtimas ant $ono. Sis poZzymis pasireiské 92 proc. visy mirusiy véziy. Salyginai §j
pozymj dar galima biity pavadinti mirimu. Jis pasireiskia tuo, kad vézys sulenkia pilvelj, Znyples
pritraukia ir palenkia link kiino ir susirietgs virsta ant Sono. Judéjimas paprastai iSkart nutriiksta.
Stebimi tik pavieniai, reti triikk¢iojantys judesiai. Dalis véziy, praéjus kuriam laikui palengva

iStiesia uodega, bet tai gali buti ir mirusio vézio raumeny atsipalaidavimo rezultatas.

Nustatyti laika nuo Sio pozymio pasireiskimo iki mirties sudétinga, nes gyvybinés

funkcijos sunkiai pastebimos ir visiskai i$nyksta palaipsniui.

Nors yra daug panaSumy tarp eksperimento varianty, taciau stebimi ir gana Zymis
skirtumai. Pirmame variante susirgimo pozymiai pastebimi mazdaug po 4 pary (iSskyrus vieng
atvejj, kai vézys miré po 2 pary). Mirimai prasideda po 5 pary, bet nebiina staiglis ir masiniai.
Siame variante nepastebétas né vienas skyséiy issiliejimo atvejis. [Sgyvena apie 6 proc. véziy,
paskutiniai mirimai uZfiksuoti pragjus 8 paroms po uzkrétimo. Antras variantas i§ kity iSsiskiria
labai trumpa ligos eiga ir 100 proc. véziy mirimu. Liga prasideda labai greitai — pirmieji
poZymiai pastebimi jau mazdaug po 4—6 valandy. Pirmieji mirimai prasideda po 2 pary, o per 3
paras mirSta visi veéziai. Tai vienintelis miisy tirtas variantas kai mirimai btina 100 proc. Trecio
varianto pradZia pana$i ] antrgjj varianta. PoZymiai pasireiSkia greitai, per pirmas 3 paras mirsta
50 proc. veéziy. Véliau mirtingumas iSlieka aukstas, tac¢iau po 6 pary jis baigiasi. ISgyvena apie 6
proc. veziy. Ketvirtam variantui budinga tai, kad gana ilgai nepasireiSkia ligos pozymiai.
Pirmieji silpni ligos pozymiai pastebimi tik 3-g parg. Staigus mirimas prasideda praéjus
keturioms paroms ir trunka dvi paras. Po 6 pary mirimai baigiasi ir like véziai iSgyvena.

ISgyvenamumas 25 proc.

Bandymas pratekan¢iame vandenyje

Kitame tyrimy etape bandyma kartojome pakeite laikymo salygas. UZkrésti véziai buvo
suleisti ] 2x1x0,5 m plytelémis iSklotus baseinus. Baseinuose buvo nuolatinis silpnas vandens
pratekéjimas. Kadangi vanduo buvo gruntinis, 1§ grezinio, baseinuose buvo pastovi temperatiira.
Taip pat vyko nuolatiné baseiny aeracija. Skirtingai nuo bandymo akvariumuose, Cia taip pat
buvo natiiralus fotoperiodizmas. | kiekvieng baseing buvo suleista po 30 véziy. Stebéjimas vyko

100 dieny. Cia véziai, kadangi nebuvo techniniy galimybiy, nebuvo stebimi nuolat, t.y. nebuvo
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filmuojama. Véziai buvo kas 1-2 d. Skai¢iuojami, iSimami mir¢ individai, jie matuojami ir
sveriami. Gauti rezultatai skyrési nuo rezultaty gauty atliekant bandymg akvariumuose. Jie

parodyti 30 pav.

Pratekantis vanduo | Pratekantis vanduo I
1,0 1,0
i o Miré + I18gyveno 09 i o Miré + 1Sgyveno
D

@ 08 @ 08 4
5 E ;
207 207
S e
5 06 G 06
> >
> >
g 05 g 05
R] R]
€04 €04
g E
» 03 » 0,3

0,2 0,2

0,1 0,1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Laikas (paros) Laikas (paros)
Pratekantis vanduo Il Pratekantis vanduo IV
1,0 1,0
Miré + ISgyveno Miré + ISgyveno

09 il i 0.9 o Miré + I3gy
@ 08 @ 08
£ g
207 207
[ @
$ 06 $ 06
> >
> >
Z 05 705
€04 —L—L_L— €04
5 g
» 0,3 @ 0,3

0,2 0,2

0,1 0,1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Laikas (paros) Laikas (paros)
Kontrolé (pratekantis vanduo)

1,0

0.9 t o Miré + I1Sgyveno
@ 08
g
207
2
$ 06

Suminis iSgyv
o o o ©°
N w £ (9}

o
=

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Laikas (paros)

30 pav. I§gyvenamumo vertinimas naudojant Kaplano-Mejerio metodg baseinuose.

1-ame variante mirimai prasidéjo po 40 pary. Po pusés bandymo laiko (50 pary) buvo mire

53 proc. véziy. Po viso bandymo iSgyveno 22 proc. véziy.
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2-ame variante mirimai prasidéjo po 2 pary, taiau miré tik 3 véziai. Véliau ilgg laika
nebuvo pakitimy ir vél véziai pradéjo zuti tik po 40 pary. Pus¢ bandymo laiko iSgyveno 68 proc.

véziy. Po viso bandymo iSgyveno 48 proc. véziy.

3-ame variante ilgg laika nebuvo stebima pokyciy ir tik po 40 pary vyko staigus ir,
palygint didelis véziy mirimas. ISkart Zuvo 55 proc. véziy, taciau véliau mirimo atvejai jau buvo
pavieniai. Po pusés bandymo laiko buvo mir¢ 60 proc. véziy. Po viso bandymo iSgyveno 20

proc. véziy.

4-ame variante mirimai prasidéjo po 10 pary. Po pusés bandymo laiko (6 pary) buvo mire

60 proc. véziy. Po viso bandymo iSgyveno 22 proc. véziy.

Kontroliniame variante mirimai pastebéti po 60 pary. Visa bandymo laikg iSgyveno

84 proc. véziy.

Rezultaty stovinciame ir tekanc¢iame vandenyje palyginimas

Atlikus abu bandymo variantus, matome rezultaty didelius skirtumus, priklausomai nuo

veziy laikymo salygy ir uzkrato

1-ame variante skirtingose bandymo salygose labai skyrési véziy iSgyvenamumas. Jei
akvariumuose i§gyveno tik 6 proc., tai baseinuose iSgyveno 22 proc. véziy. Bendra tarp abiejy
bandymy yra tik tai, kad pus¢ bandymo laiko, tiek vienu, tiek ir kitu atveju iSgyveno apie 50

proc. véziy

2-ame variante matome labai didelius skirtumus tarp abiejy bandymy. Nors mirimai abiem
atvejais prasidéjo po 2 pary, taciau toliau bandymo eiga visiSkai skyresi. Jei akvariumuose né
vienas individas neiS§gyveno pusés bandymo laiko, tai baseinuose visa bandyma iSgyveno net 48
proc. veéziy. Taip pat baseinuose stebimi keli mirimy padidéjimai, kai tuo tarpu akvariumuose

mirimai buvo beveik tolygis.

3-ame variante taip pat matome didelius skirtumus. Akvariumuose mirimo procentas net
94 proc., tuo tarpu baseinuose — tik 80 proc. Jei akvariumuose mirtingumas buvo mazdaug
tolygus, tai baseinuose matome staigy mirtingumo protrukj po 40 pary, taciau toliau jau stebimi
tik pavieniai mirimai.

4-ame variante stebime skirtingg rezultata, taciau lyginant su pirmaisiais variantais jis

visiSkai skiriasi. Pirmais trimis atvejais, akvariumuose mirtingumas buvo zymiai didesnis nei

baseinuose. Siuo atveju yra atvirk$ciai. Akvariumuose iSgyvenamumas buvo 25 proc., o

51



baseinuose tik 22 proc. Staigus mirtingumo baseinuose padidé¢jimas stebimas po 10 pary, bet tai
greiCiausia prasidéjes mirtingumas lyginant su kitais variantais (iSskyrus 3 vézius mirusius antrg

bandymo parg antrame variante).
Kontroliniai variantai abiem atvejais buvo panasis. ISgyveno nuo 84 iki 94 proc. véziy.

Kaip matome, pasikeitus bandymo salygoms, rezultatai smarkiai skiriasi. Didziausias
bendrumas tiek vienu, tiek ir kitu atveju — jei lyginsime su kontrole, uzkrésty véziy mirtingumas
zymiai didesnis, nei neuzkrésty. Vadinasi uzkratas sukelia ligas, kurios didele atvejy dalimi
sukelia véziy mirtj. TacCiau esant geresnéms laikymo salygoms (laikant juos baseinuose),

mirtingumai Zymiai sumaze¢ja, ir didelé dalis véziy iSgyvena.

Zymiai geresnj i§gyvenimg baseinuose galéjo lemti tai, kad baseinuose, kur vyko nuolatiné
vandens kaita, dalis uzkrato, patekusi i vandenj, pasiSalindavo. Tuo tarpu akvariumuose, |
vanden] patekes uzkratas gal¢jo pakartotinai veikti vézius, 1 jy organizmg patekdamas per
Ziaunas kvépuojant. Pakartotinis uzkrétimas per virSkino trakta mazai tikétinas, nes pozymiai
akvariumuose pasireik§davo palyginti su baseinais labai greitai, tuo labiau, kad akvariumuose
véziai nebuvo maitinami. Vandens temperatiiry skirtumas akvariumuose ir baseinuose buvo
mazdaug 2 °C. Akvariumuose vandens temperatira buvo 10-11 °C, baseinuose — 8 °C.
Saltesniame vandenyje grybas galéjo vystytis lédiau, tadiau dél mazo skirtumo, vargu ar tai
gal¢jo turéti lemiamos reikSmés. Rainuotieji véziai néra labai reiklis deguonies kiekiui
vandenyje, tod¢l vargu ar vandens aeracija gal¢jo daryt] jtakg ligos eigai. Nelabai aiski ir
fotoperiodizmo jtaka. Atliekant bandymg akvariumuose buvo nuolatinis (netiesioginis ir silpnas)
dirbtinis apSvietimas. Bandymas baseinuose buvo atlieckamas esant nattraliam apSvietimui.
Galbut natiiralus apSvietimas gyviinams mazina stresg, taciau tokio poveikio jtaka bty nelabai
aiski.

Apibendrinant galima teigti, kad véziy sergamumui labai didele reikSme turi aplinkos
salygos. Tuo paciu uzkratu uzkrésti véziai, esant vienoms sglygoms gali 100 proc. Ziti per kelias

paras, tuo tarpu esant kitoms sglygoms — gali beveik pusé véziy iSgyventi ir kelis ménesius.
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Véziy kritimo priezastys ir uzkrato poveikis skirtingoms véziy rasims

Bandymai buvo atlieckami su visomis keturiomis Lietuvoje sutinkamomis véziy rii§imis. I8
pradziy bandomieji véziai buvo uzkre¢iami 10° Igst./ml koncentracijos uzkratu. Krite véziai buvo
skrodziami, nustatomi vizualiai matomi pokyc¢iai bei tikrinama ar kritusiuose véziuose randamas
uzkratas, kuriuo ir buvo uzkrésti véziai. Kritusiems véziams buvo pazeisto kepenys. Natiiraliai
véziy kepeny spalva biina labai jvairi, tikétina, priklausomai vyraujanéio maisto. Ji kinta nuo
Sviesiai rudos, rudos, iki zalsvos, tamsiai Zalios. Kritusiy veéziy kepeny spalva skyreési, taciau

visai atvejais kepenys buvo stipriai pazeistos, ne tvirtos kaip kontroliniame variante (31 pav.), 0

drebuciy konsistencijos (32—35 pav.).

32 pav. Kritusiy pladiaznypliy véziy kepenys (patoginai: 1 — Fusarium avenaceum, 2 — Fusarium equiseti, 3 —
Phoma herbarum, 4 — Phoma macrospora.
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33 pav. Kritusiy siauraznypliy véziy kepenys (patoginai: 1 — Fusarium avenaceum, 2 — Fusarium equiseti, 3 —
Phoma herbarum, 4 — Phoma macrospora.

34 pav. Kritusiy rainuotyjy véziy kepenys (patoginai: 1 — Fusarium avenaceum, 2 — Fusarium equiseti, 3 — Phoma
herbarum, 4 — Phoma macrospora.
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35 pav. Kritusiy Zymétyjy véziy kepenys (patoginai: 1 — Fusarium avenaceum, 2 — Fusarium equiseti, 3 — Phoma
herbarum, 4 — Phoma macrospora.

Bandymui buvo parinkti panaSaus dydzio véziai — vidutinis patiny svoris 34,5£3,40 g,
pateliy — 36,4+7,21 g. StatistiSkai patikimo skirtumo tarp patiny ir pateliy svorio nebuvo
(p = 0,41). buvo Analizuojant rezultatus buvo nustatyta, kad, musy tirtais atvejais, priklauso tik
nuo uzkrato, bet nepriklauso nuo vézio rusies (36 pav.). Nors skirtingy riiSiy véziy zuvimo laikas

ir skiriasi, taCiau $is skirtumas néra statistiskai patikimas (p = 0,21).
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36 pav. Skirtingy rasiy véziy zuvimas nuo skirtingy uzkraty (kontrolés rezultatai bandymo pabaigoje).
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Ivertinus uzkrato poveikj priklausomai nuo vézio svorio, skirtumo taip pat nebuvo,

determinacijos koeficientas R? = 0,0485 (37 pav.).
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37 pav. Véziy zuvimas priklausomai nuo vézio svorio.

Vertinant véziy zuvimo prieZastis, i§ kritusiy véziy kepeny bei raumeny buvo atliekamas
kontrolinis mikrogryby séjimas. IS rezultaty pateikty 3 lenteléje (Zr. aukSciau, 38 p.), galime
teigti, kad patvirtinta Zuvimo priezastis tik Fusarium genties grybai, tuo tarpy Phoma aptikta tik
siauraznypliuose véziuose. Kadangi kaip agresyviausias uzkratas buvo nustatyta Fusarium
equiseti su juo buvo atliktas bandymas kei¢iant mikrogryby koncentracija uzkrate. Bandymui
buvo papildomai pasirinktos 5 koncentracijos — 10°® (pradinis bandymo variantas), 10°, 10%, 103,

102, 10 KFV/ml ((Kolonijas Formuojantys Vienetai/ml)). Bandymo rezultatai matyti 38 pav.
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38 pav. Véziy zuvimas laikas priklausomai nuo uzkrato koncentracijos.
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Bandymas buvo tesiamas 35 dienas. Visg bandymo laikotarpj iSgyveno véziai, kurie buvo
uzkrésti 102, 10 uzkrato koncentracijomis. Kai koncentracijos buvo 104, 10° krito tik po vieng
vézj 34-3 bandymo dieng. Tuo tarpu, kai uzkrato koncentracija buvo 10° véziai i§gyveno 14 pary,
o koncentracija pasiekus 10° visi véZiai Ziista vidutiniskai per 2,5 paros, nepriklausomai nuo

vézio rusies.

Susirgimai véZiams neriantis

Atliekant bandymus su sugautais, o ne iSaugintais, véziais nustatyti laikg kada vézys nersis
yra labai sudétinga, todél suplanuoti tokio bandymo beveik nejmanoma. Gaudant bandymams
invazinius vézius buvo sugauta 3 vnt. Siymeciy rainuotyjy véziy (3—6 g svorio). Kadangi Sie
véziai buvo per mazi bandymui, jie neuzkrésti buvo suleisti | bandymo akvariumus, kuriuose
buvo véziai uzkrésti Fusarium genties grybais ir uzsikrésti jie galéjo tik jei uzkratas bus
perduotas per vandenj. Visais atvejais véziai zuvo sekan¢ig dieng po nérimosi — Fusarium
avenaceum po 16 pary, Fusarium equiseti po 4 pary. Taip pat Sekancig dieng po nérimosi zuvo ir
vienas suauggs rainuotasis vézys uzkréstas Phoma macrospora. Rezultaty yra per mazai, kad
biity gautos statistiSkai patikimos iSvados, bet galima daryti loging prielaidg, paremta Siais
atvejais, kad nérimosi metu veéziai yra labiau pazeidziami. Akvakultiiroje, auginant véZius,
atsizvelgiant ] Sig prielaidg reikty nérimosi laikotarpiu minimizuoti galimo uZkrato patekima ]

vandenj.
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Apibendrinimas, tyrimo uZdaviniai, iSvados, rekomendacijos

Tyrimo tikslas buvo nustatyti véZiy bei kai kuriy Zuvy rasiy ligy sukéléjus véZiuose ir
vandenyje ir parengti rekomendacijas, kokie vandens telkiniai labiausiai tinka véziy
reintrodukcijai.

1 uzdavinys. Naudojant metagenetinius tyrimus nustatyti galimus véziy bei kai kuriy Zuvy
rusiy ligy sukéléjus.

[Sanalizavus iS$skirty mikroskopiniy gryby makro ir mikro morfologinius poZymius,
identifikuotas 61 mikroskopiniy gryby izoliatas: 33 izoliatai buvo identifikuoti iki rasies, o 28 —
buvo priskirti 9 gentims. Cladosporium ir Fusarium gentims priklausantys mikroskopiniai grybai
dazniausiai buvo i$skirti i§ placiaznypliy véziy raumeny audiniy, o Penicillium genties grybai
dazniausiai iSskirti i§ rainuotyjy véziy kepeny bei raumeny audiniy. Taip pat nustatyta 34
bakterijy gentys (67 taksonai).

Daugiausia mikroskopiniy gryby prady buvo iSskirta i§ pladiaznyplio vézio raumeny
(38,8%) ir kepeny (35,2%) audiniy. Jy kiekis abiejuose tirtuose audiniuose buvo beveik
vienodas.

Siauraznypliy, rainuotyjy ir zymétyjy véziy kepeny audiniuose mikroskopiniy gryby prady
kiekis buvo beveik vienodas ir sudaré¢ atitinkamai — 20,5; 23,5 ir 20,5%. Siauraznypliy ir
rainuotyjy veéziy raumeny audiniuose mikroskopiniy gryby prady kiekis buvo 22,0% ir 27,5% , o
pas Zymétajj véZj jy buvo dvigubai maZiau.

Atlikus mikroskopiniy gryby iSskirty i§ véZiy raumeny ir kepeny audiniy ITS regiono
sekoskaitg nustatyta, kad Cladosporium genties grybai buvo aptinkami visuose tirtuose véziuose.

Nustatyta, kad Fusarium oxysporum genties mikroskopiniai grybai aptikti pla¢iaznypliuose
ir rainuotuose véziuose. Mikroskopiniai grybai Geotrichum candidum, Scopulariopsis

brevicaulis buvo rasti tik siauraznypliuose véziuose.

Atlikus sekoskaitos rezultaty analiz¢ buvo nustatyti mikroskopiniy gryby filogenetiniai
rySiai — didziausias Sakas sudaré Cladosporium, Fusarium ir Penicillium gentims priklausancios
mikroskopiniy gryby rusys.

Atlikus mikroskopiniy gryby patogeniSkumo véziams tyrimus nustatyta, kad tirti Fusarium
avenaceum ir F. eguiseti grybai buvo isskirti i§ visy kritusiy véziy kepeny ir raumeny audiniy,
tuo tarpu Phoma genties grybai buvo isskirti tik i$ siauraznypliy véziy raumeny.

I mikroskopiniy gryby véziams pavojingiausi Fusarium genties grybai ir ypa¢ Fusarium

equiseti.
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Tyrimo metu, pavojingiausiu laikomo véziy maro sukéléjo Aphanomyces astaci,

nenustatyta nei véziuose, nei vandens telkiniy vandenyje.

Dauguma tyrimo metu nustatyty bakterijy (kaip ir mikroskopiniai grybai) yra
oportunistiniai patogenai. Jie organizmui nedaro pastebimos zalos, kol nesusidaro salygos kilti
ligai. Tai gali buti jy koncentracijos padid¢jimas, saveika su mikrogrybais ar kitomis
bakterijomis, organizmo atsparumo sumazé¢jimas (pvz., véziams po nérimosi). IS pavojingesniy
aptikty bakterijy reikty isskirti Flavobacterium columnare, Chryseobacterium balustinum,
C. piscicola, Aeromonas sobria, A. bestiarum, A. salmonicida, Hafnia alvei. Sios bakterijos
zinomos kaip patogenai ne tik véziams, bet ir zuvims, todél jas aptikus vandens telkinyje

netikslinga planuoti tokio vandens telkinimo jvézinimo ar intensyvesnio Zuvinimo.

2 uzdavinys. Laboratoriniais eksperimentais nustatyti daZniausiai paplitusiu sukéléju
véziams sukeliamy ligy anamneze.

Ligos eigoje galima iSskirti Siuos pagrindinius pozymius, kurie pasireiskia daugumai
susirgusiy véziy. Tai silpnas koordinacijos sutrikimas, griuvimas ant nugaros, stiprus
koordinacijos sutrikimas, kepeny skyséiy issiliejimas, griuvimas ant Sono ir mirtis. Liga
pazeidzia kepenis, dél to jvyksta organizmo apsinuodijimas toksinais ir baigiasi vézZio mirtimi.
Staigus tokiy pozymiy, kaip griuvimas ant nugaros, pasireiSkimas leidzia teigti, kad yra

pazeidZiama ir nervy sistema.

Véziy mirtingumas laboratorinémis eksperimento salygomis labai kinta priklausomai nuo
eksperimento salygy ir gali svyruoti nuo 100 proc. zuvimo iki visai nepastebimo poveikio. Tokie
faktoriai kaip vandens kaita, bei uzkrato koncentracija stipriai jtakoja véziy iSgyvenamuma.
Padidinus vandens kaita véZiy mirtinguma galima sumaZinti iki 50 proc. Nérimosi metu véziai

pasidaro labiau pazeidZiami.

I§ visy tirty ligy sukéléjy reikia i$skirti Fusarium equiseti. Jis pasirodé agresyviausias i$
visy tirty uzkraty, taCiau kaip ir dauguma kity atvejy, jis yra oportunistinis patogenas. Ligos
prasideda uzkratui virSijus 10000 KFV/ml, o pasiekus 1000000 KFV/ml visi véziai ziina
nepriklausomai nuo jy svorio, lyties ir net vézio rusies.

Kiti tirti ligy sukeléjai, nattiraliose sglygose, véziy populiacijoms gali padaryti didesng
itaka tik susidarius kelioms salygoms kartu — turéty biiti aukSta vandens temperatiira, mazas

vandens pratekamumas ar uzsistové¢jimas, didelis véZziy tankis. Tai labiausiai biity pavojinga

véziams besineriant.
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3 uzZdavinys. Parengti rekomendacijas, leidZianc¢ias jvertinti vandens telkiniy tinkamuma
véZiy reintrodukcijai.

Planuojant vandens telkinio jvézinima tikslinga atlikti mikrobiologinius bei molekulinius
vandens tyrimus. Jy tikslas buty nustatyti ar vandens telkinyje yra invaziniy véziy, bakterijy
Flavobacterium columnare, Chryseobacterium balustinum, C. piscicola, Aeromonas sobria,
A. bestiarum, A. salmonicida, Hafnia alvei, taip pat Fusarium genties mikroskopiniy gryby. Sie
sukéeléjai nebutinai sunaikins véziy populiacija, bet tokia tikimybé smarkiai padidéja.

Reikia jvertinti telkinio vandens kaitos greit] (jei jis yra). Vandens pratekéjimas turi
dvejopa reikSme. Viena vertus spartesné vandens kaita sumazina ligy pavojy, kita vertus
pratekamuose vandens telkiniuose didesné tikimybé¢, kad ten pateks invaziniai véziai, unguriai,
karpiai, todél BUTINA jvertinti jy patekimo galimybe.

Reikia atkreipti démesj j dar kelis veiksnius. Jie nebuvo Sio tyrimo tikslas, bet yra labai
svarbiis jvéZzinant vandens telkinius. Pirmiausia jzuvinimas unguriais bei galimybé unguriams
patekti ] vandens telkinj. Jei tokia galimybé yra ar, juo labiau, vandens telkinys jzuvintas
unguriais jis netinkamas véziams. [zuvinimas unguriais lémé apie 30 proc. placiaznypliy véziy
populiacijy i$Snykima.

Kita svarbi véZiy populiacijy formavimuisi turinti jtakg Zuvis yra karpiai. Tiesiogiai jie gali
paveikti tik véziy jauniklius, taciau jie didina vandens drumstuma, ardo dugno pavirsiy, sukelia
dumbla kuris uzkemsSa véziy slétuves. Priklausomai nuo konkreciy vandens telkinio savybiy,
juose gali i§gyventi véziai, taciau gausiy populiacijy (ypac¢ placiaznypliy véziy) susiformavimas
mazai tikétinas.

Ribotas potencialiy sléptuviy véziams kiekis taip pat turi dvejopa reikSme. Viena vertus, jei
yra ribotas sléptuviy skai€ius neverta tikétis labai gausiy populiacijy, taciau jei jvézinimo tikslas
yra ne populiacijos gausumas, o véziy kaip rusies populiacijy gausinimas, tuomet toks vandens
telkinys yra tinkamas jvézinimui. Negausios populiacijoms, jei jos gyvybingos, didina galimybg
susiformuoti ilgaamzéms populiacijos dél nedidelés ligy kilimo tikimybés.

Dar vienas faktorius ] kurj reikia atsizvelgti — zemés iikio dirbamy lauky buvimas netoli
planuojamo jvézinti vandens telkinio. Padidéja tikimybé, kad i§ arti esanciy dirbamy lauky su

lietaus vandeniu j vandens telkinj mikroskopiniy gryby sukelian¢iy véziy ligas.

4 uzZdavinys. Parengti rekomendacijas, padedancias minimizuoti ligy poveikj
akvakultiroje.

Akvakultiroje pagrindinis tikslas biity apsaugoti auginamus vézius nuo uzsikrétimo
mikroskopiniai grybais bei bakterijomis. Pageidautina imti vandenj i§ greziniy, sumazinus jame

esant] gelezies kiekj. Sterilizuoti vandenj patenkant;j i$ pavirSiniy vandens Saltiniy gana sudétinga
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ir ekonomiskai biity nenaudinga. Tai galima pasiekti nakinant mikroorganizmus apdorojant
termiSkai, paveikiant ultravioletiniais spinduliais. Antibiotiky panaudojimas galimas, ypac
pastebéjus pirmus ligos poZymius, ta¢iau Zymus teigiamas poveikis mazai tikétinas dél to, kad

ligos pozymiai pasireiSkia jau stipriai pazeidus véziy kepenis bei nervy sistema.

Pastebéjus ligos pradzig galima méginti iSgelbéti bent dalj véziy. Tam reikty kuo galima
labiau padidinti vandens kaitg ir vanduo turéty keistis nuolat. Taip pat reikty, kiek tik imanoma,

sumazinti laitkomy véziy tankuma.

Véziy nérimosi metu taip pat reikia padidinti vandens pasikeitima, nes i§ karto po nérimosi

véziy atsparumas ligoms biina sumazéjes.

Jei akvakultiiroje naudojamas pavirSinis vanduo, reikéty nustatyti ar vandenyje néra
Aphanomyces astaci bei Fusarium genties (ypa¢ Fusarium eguiseti) gryby. Jei jy bity aptikta,
toks vanduo véziy auginimui netinkamas ir susidarius tinkamoms sglygoms véziy ligy iSvengti

nepavykty. Kiti sukéléjai kelia gerokai mazesne rizika.

Siekiant iSvengti uzkrato patekimo su maistu, paSarai turéty buti apdorojami termiskai.

Terminis jy apdorojimas sunaikinty Fusarium genties mikroskopiniy gryby sporas.

Dar reikeéty paminéti keletg bendry dalyky, kurie galéty buti prevenciniai siekiant i§vengti

mikroskopiniy gryby bei bakterijy sukeliamy ligy plitimo.

Negalima Zvejojant masalui naudoti veéziy (negyvy ar gyvy), ypac jei jie sugauti kitame
vandens telkinyje. Zvejybos jrankiai po Zvejybos turi biti dezinfekuojami ar bet jau gerai
18dziovinami. ISdziovinimas padéty iSvengti ligy sukeliamy mikroskopiniy gryby, bet bakterijy
sukeliamy ligy plitimui to neuZtekty. Kiek jmanoma turéty biiti saugoma, kad lietaus vanduo 18§
dirbamy lauky nepatekty tiesiai j vandens telkinius, todél dirbami laukai neturéty patekti j

vandens telkiniy apsaugines zonas.

61



Literatiiros sarasas

Alexandrova, E.N., Tarasov, K.L. 2020. Biology of causative agents of crayfish mycoses in
connection with environmental protection in crayfish producing reservoirs. Earth and
Enviroenmental science, 421: 082027.

Assefa, A., Abunna, F. 2018. Maintenance of fish health in aquaculture: review of
epidemiological approaches for prevention and control of infectious disease of fish. Veterinary
medicine international, article 1D 5432497.

Bensch, K., Groenewald, J. Z., Meijer, M., Dijksterhuis, J., Jurjevic, 7., Andersen, B., Samson,
R. A., 2018. Cladosporium species in indoor environments. Studies in mycology, 89, 177-301.

Bi et al. 2023. Identification and pathogenicity of emerging fish pathogen Acinetobacter jonsonii
from a disease outbreak in rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Aquaculture Reseach 1995494,

Bilanski, P., Kowalski, T., 2022. Fungal endophytes in Fraxinus excelsior petioles and their in
vitro antagonistic potential against the ash dieback pathogen Hymenoscyphus fraxineus.
Microbiological Research, 257, 126961.

Biology of freshwater crayfish. Ed. David M. Holdich.. UK, 2002. 377438 p.

Btonska, E., Lasota, J., Jankowiak, R., Michalcewicz, J., Wojas, T., Zbyryt, A., Ciach, M., 2021.
Biological and physicochemical properties of the nests of White Stork Ciconia ciconia reveal
soil entirely formed, modified and maintained by birds. Science of the Total Environment, 763,
143020.

CABI, 2019. Aphanomyces astaci. In: Invasive Species Compendium. Wallingford, UK: CAB.

Cao et al. 2016. Hafnia alvei: a pathogen causing infectious intuususception syndrome (11S) in
farmed channel catfish Ictaluruspunctatus. The Israeli Journal of Aquaculture — Bamidgeh,
1JA_68.2016.1305.

Cometto, A., Leavitt, S. D., Grube, M., De Hoog, S., & Muggia, L., 2023. Tackling fungal
diversity in lichen symbioses: molecular and morphological data recognize new lineages in
Chaetothyriales (Eurotiomycetes, Ascomycota). Mycological Progress, 22(8), 53.

Crous, P. W., Schumacher, R. K., Wingfield, M. J., Lombard, L., Giraldo, A., Christensen, M.,
Groenewald, J. Z., 2015. Fungal systematics and evolution: FUSE 1. Sydowia, 67:81-118.

Crous, P. W., Verkley, G. J. M., Groenewald, J. Z., Houbraken, J. (2019). Fungal Biodiversity.
Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, The Netherlands.

Cukerzis J. 1989. Upiniai véziai. Vilnius, ,,Mokslas®, 140 pp.

Das, K., Lee, S. Y., Jung, H. Y., 2020. Molecular and morphological characterization of two
novel species collected from Soil in Korea. Mycobiology, 48(1), 9-19.

Declercq et al 2013 Columnaris disease in fish A review with emphasis on bacterium-host
interactions. Veterinary Research 44:27.

Diler, O. Bolat, Y. (2001). Isolation of Acremonium species from crayfish, Pontastacus
leptodactylus in Egirdir Lake. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol., 21(4), 164.

Domsh, K. H., Gams, W., Anderson, T. H. (2007). Compendium of soil fungi. IHW-Verlag,
Eching.

62



Dorr, A. J. M., Rodolfi, M., Elia, A. C., Scalici, M., Garzoli, L., Picco A. M. (2012). Mycoflora
on the cuticle of the invasive crayfish Procambarus clarkii. Fundamental and Applied
Limnology, 180(1), 77-84.

Dragicevic et al .2020 Microbial pathogens of freshwater crayfish A critical review and
systematization of the existing data with directions for future research. Journal of Fish
Diseases.00:1-27.

Dragicevi¢, P., Bielen, A., Petri¢, 1., Hudina S. (2020). Microbial pathogens of freshwater
crayfish: A critical review and systematization of the existing data with directions for future
research. Journal of Fish Diseases, 00:1-27.

Edgerton B. F., Paasonen P., Henttonen P., Owens L. 1996. Decription of a bcilliform virus
from the freshwater crayfish, Astacus astacus. Journal of Invertebrate Pathology 68: 187-190.

Edgerton et al. 2002. Synopsis of freshwater crayfish diseases and commensal organisms.
Aquaculture 206L 57-135.

Frisvad, J. C. Media and growth conditions for induction of secondary metabolite production
(2012). Methods in  Molecular Biology, 944, 47-58. Prieiga per internety:
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-122-6_3.

Fuentes-Valencia et al. 2022. Bacterial and parasite co-infection in Mexican golden trout
Oncorhynchus chrysogaster by Aeromonas bestiarum, Aeromonas sobria, Plesiomonas
shigelloides and Ichtyobodo necator. BMC Veterinary Research 18:137.

Garda et al. 2003. Acidovorax valerianellae sp.nov., a novel [athogen of lamb‘s lettuce
(Valerianella locusta L. Lterr.). International Journal of Systematic and Evoutionary
Microbiology 53: 795-800.

Glynou, K., Ali, T., Buch, A. K., Haghi Kia, S., Ploch, S., Xia, X., Macia-Vicente, J. G., 2016.
The local environment determines the assembly of root endophytic fungi at a continental scale.
Environmental microbiology, 18(8), 2418-2434.

Gozlan, R. E., Marshall, W. L., Lilje, O., Jessop, C. N., Gleason, F. H., Andreou, D. (2014).
Current ecological under standing of fungal-like pathogens of fish: what lies beneath? Frontiers
in Microbiology, 5: 62.

Green, S., Castlebury, L. A., 2007. Connection of Gnomonia intermedia to Discula betulina and
its relationship to other taxa in Gnomoniaceae. Mycological Research, 111(1), 62—69.

Halder M., Ahne W. 1988. Freshwater crayfish Astacus astacus — a avector for infectious
pancreatic necrosis virus (IPNV). Diseases of Aquatic Organisms 4: 205-209.

Hernandez-Restrepo, M., Groenewald, J. Z., Crous, P. W., 2016. Taxonomic and phylogenetic
re-evaluation of Microdochium, Monographella and Idriella. Persoonia-Molecular Phylogeny
and Evolution of Fungi, 36(1), 57-82.

Holdich, D. M., Reynolds, J. D., Souty-Grosset, C., Sibley, P. J. (2009). A review of the ever
increasing threat to European crayfish from non-indigenous crayfish species. Knowledge and
Management of Aquatic Ecosystems 11, 394-395.

Huang et al. 2022. Aeromonas allosaccharophila, an emerging opportunist pathogen for farmed
hybrid sturgeon Acipenser baerii x Acipenser schrencki in southwest China. The Israel Journal
of Aquaculture. 1605429.

Huang et al. 2022. Isolation, molecular charcterisation, and microbial resistance of selected
culturable bacteria from crayfish (Procambrus clrkii). Frontiers in Microbiology 13:911777.

63



llardi et al. 2009. Chryseobacterium piscicola sp. Nov., isolated from diseased salmonid fish.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiolgy 59, 3001-3005.

Jiravanichpaisal et al. 2009. A highly virulent pathogen Aeromonas hydrophila from the
freshwater crayfish Pacifastacus leniusculus. Journal of Invertebrate Pathology 101:56—66.

Kijpornyongpan, T., Noble, M. C., Pigtek, M., Lutz, M., & Aime, M. C., 2024. Elucidation of
intragenomic variation of ribosomal DNA sequences in the enigmatic fungal genus
Ceraceosorus, including a newly described species Ceraceosorus americanus. IMA fungus,
15(1), 42.

Kimura M., 1980. A simple method for estimating evolutionary rate of base substitutions
through comparative studies of nucleotide sequences. Journal of Molecular Evolution, 16:111—
120.

Kostannsek R. et al. 2007. ,,Candidatus Bacilloplasma®, a novel lineage of Mollicutes associated
eith the hindgut wall of the terrestrial isopod Porcelliio scaber(Crustacea: 1sopda).

Lee et al. 2011. Flavobacterium koreense sp. Nov., Flavobacterium chungnamense sp.nov., anf
Flavobacterium cheonanense sp.nov. isloated from a freshwater reservoir. The Journal of
Microbiology 49 (3):387-392.

Lee et al. 2012. Flavobacterium dankookense sp. nov., isolated from a freshwater reservoir, and
emended descriptions of Flavobacterium cheonanense, F. chungnamense, F. koreense and F.
Agquatile. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiolgy 62, 2378-2382.

Li, W. J., McKenzie, E. H., Liu, J. K., Bhat, D. J., Dai, D. Q., Camporesi, E., Hyde, K. D., 2020.
Taxonomy and phylogeny of hyaline-spored coelomycetes. Fungal Diversity, 100, 279-801.

Liu, X., Tibpromma, S., Hughes, A., Chethana, K., Wijayawardene, N., Dai, D., Mortimer, P.,
2023. Culturable mycota on bats in central and southern Yunnan Province, China. Mycosphere,
14(1):497-662.

Longsha M., Bateman K., Stebbing P., Stentiford G.D., Hockley F.A. 2012. Disease risk
associated with the importation and release of non-native crayfish species into mainland Britain.
Aquatic Biology 16: 1-15.

Longshaw M. 2011. Diseases of crayfish: A review. Journal of Invertebrate Pathology 106: 54—
70.

Lugauskas A., PaSkevicius A., Repeckiene J., 2002. PatogeniSki ir toksiSki mikroorganizmai
Zzmogaus aplinkoje. Aldorija, p. 434.

Mackevi¢iené G. (ats.red.), Cukerzis J., Sestokas J., Tamkevi¢iené R. 1979. Lietuvos vandeny
upiniy veéziy biologija. Vilnius, ,,Mokslas®, 148 pp.
Mackeviciene G., Mickéniené L., MazZeika V. VéZiy veisimas ir auginimas. Vilnius, 2005. 80 p.

Mahmoud, M. M. (2019). Fusarium solani infection of red swamp crayfish (Procambarus
clarkii). Assiut Veterinary Medical Journal, 65(161):50-59.

Makkonen, J., Jussila, J., Koistinen, L., Paaver, T., Hurt, M., Kokko, H., (2013). Fusarium
avenaceum causes burn spot disease syndrome in noble crayfish (Astacus astacus). Journal of
Invertebrate Pathology, 113:184-190.

Marin-Felix, Y., Hernandez-Restrepo, M., Iturrieta-Gonzélez, 1., Garcia, D., Gene, J.,
Groenewald, J. Z., Crous, P. W., 2019. Genera of phytopathogenic fungi: GOPHY 3. Studies in
mycology, 94, 1-124.

64



Martinez-Alvarez, P., Fernandez-Gonzélez, R. A., Sanz-Ros, A. V., Pando, V., Diez, J. J., 2016.
Two fungal endophytes reduce the severity of pitch canker disease in Pinus radiata seedlings.
Biological Control, 94, 1-10.

Menkis, A., Vasaitis, R., 2011. Fungi in roots of nursery grown Pinus sylvestris: ectomycorrhizal
colonisation, genetic diversity and spatial distribution. Microbial Ecology, 61, 52-63.

Monteiro, P., Gongalves, M. F., Pinto, G., Silva, B., Martin-Garcia, J., Diez, J. J., Alves, A,
2022. Three novel species of fungi associated with pine species showing needle blight-like
disease symptoms. European Journal of Plant Pathology, 1-20.

Mrugata A., Kozubikova-Balcarova E., Chucholl C., Cabanillas Resino S., Viljamaa-Dirks S.,
Vukic J., Petrusek A. 2014. Trade of ornamental crayfish in Europe as possible introduction
pathway for important crustacean diseases: crayfish plague and white spot syndrome. Biological
Invasions 17: 1313-1326.

Oidtmann B., Geiger S., Steinbauer P., Culas A., Hoffmann R.W. 2006. Detection of
Aphanomyces astaci in North American crayfish by polymerase chain reaction. Diseases of
aquatic organisms 72: 53-64.

Panno, L., Bruno, M., Voyron, S., Anastasi, A., Gnavi, G., Miserere, L., Varese, G. C., 2013.
Diversity, ecological role and potential biotechnological applications of marine fungi associated
to the seagrass Posidonia oceanica. New biotechnology, 30(6), 685-694.

Park et al.2020. Recent insights into Aeromonas salmonicida and its bacteriophages in
aquaculture: A comprehensive review. Journal of Microbiology and Biotechnology 30(10)L
1443-1457.

Paul, N. C., Deng, J. X., Sang, H. K., Choi, Y. P, Yu, S. H., 2012. Distribution and antifungal
activity of endophytic fungi in different growth stages of chili pepper (Capsicum annuum L.) in
Korea. The Plant Pathology Journal, 28(1), 10-19.

Quaedvlieg, W. G. J. M., Verkley, G. J. M., Shin, H. D., Barreto, R. W., Alfenas, A. C., Swart,
W. J., Crous, P. W., 2013. Sizing up septoria. Studies in mycology, 75(1), 307—390.

Salighehyadeh et al. 2019. Molecular and clinical evidence of Aeromonas hydrophila and
Fusarium solani co-infection in narrow-clawed crayfish Astacus leptodactylus. Diseases of
Aquatic Organisms 132: 135-141.

Sarkar, P., Stefi Raju, V., Kuppusamy, G., Aminur Rahman, M., Elumalai, P., Harikrishnan, R.,
Arshad, A., Arockiaraj, J. 2022. Pathogenic fungi affecting fishes through their virulence
molecules. Aquaculture, 548: 737553.

Schoch, C. L., Seifert, K. A., Huhndorf, S., Robert, V., Spouge, J. L., Levesque, C. A., White,
M. M., 2012. Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA
barcode marker for Fungi. Proceedings of the National academy of Sciences, 109(16), 6241—
6246.

Scott and Thune. 1986. Bacterial flora of hemolymph from red swamp crawfish Procambarus
clarkii from commercial ponds. Aquqculture 58: 161-165.

Sheu et al. 2011. Flavobacterium macrobrachii sp. nov., isolated from a freshwater shrimp
culture pond. International Jortine of Systematic and Evolutionary Microbiolgy 61, 1402-1407.

Soler et al. 2002. Potential virulence and antimicrobial suceptibility of Aeromonas popoffii
recovered from freshwater and seawater. FEMS Immunology and Medical Microbiology 32:
243-247.

65



Stepien, L., Gromadzka, K., Chetkowski, J., Basinska-Barczak, A., & Lalak-Kanczugowska, J.,
2019. Diversity and mycotoxin production by Fusarium temperatum and Fusarium subglutinans
as causal agents of pre-harvest Fusarium maize ear rot in Poland. Journal of applied genetics,
60, 113-121.

Su et al. 2023. Identificatione and characterization of Aeromonas veronii and Vibrio cholerae
from naturally diseased red swamp crayfish (Procambrus clarkia). Aquaculture Reports
30:101614.

Sestokas J. 1969. Véziy paplitimas, iStekliy bukle ir jy atstatymo galimybés Lietuvoje.
Disertacija. Vilniaus universitetas. 281 p. (Crayfish distrubution, status of stok and possibilities
of its restoration. Manuscript of tiesis of doctoral dissertation. University of Vilnius. 281 p.

Sestokas J. 1973. Minijos ir kai kurie kiti upiy baseiny vézingi vandens telkiniai ir jy apsauga.
Ataskaita.

Tamura, K., Stecher, G., Kumar, S., 2021. MEGA11: molecular evolutionary genetics analysis
version 11. Molecular biology and evolution, 38(7), 3022—-3027.

Tastan, Y., Cagatay, 1. T. (2022). Fusarium oxysporum causes black gill disease in narrow-
clawed crayfish PontPontastacus leptodactylus. Diseases of aquatic organisms, 148: 19-27.

Taugbol T., Skurdal J., Burba A. 1998. Gélavandeniai véziai Lietuvoje. Ryty Norvegijos Tyrimy
institutas — Ataskaita Nr 12/1998.

Thambugala, K. M., Wanasinghe, D. N., Phillips, A. J. L., Camporesi, E., Bulgakov, T. S,
Phukhamsakda, C., Hyde, K. D., 2017. Mycosphere notes 1-50: grass (Poaceae) inhabiting
Dothideomycetes. Mycosphere, 8(4), 697-796.

Uleckas O. Rainuotojy véziy (Orconectes limosus) ligos. (2013). Bakalauro darbas (vadovas
Gintautas Vaitonis). Vilnius.

Valenzuela-Lopez, N., Cano-Lira, J. F., Guarro, J., Sutton, D. A., Wiederhold, N., Crous, P. W.,
Stchigel, A. M., 2018. Coelomycetous Dothideomycetes with emphasis on the families
Cucurbitariaceae and Didymellaceae. Studies in mycology, 90(1), 1-609.

Vu, D., Groenewald, M., De Vries, M., Gehrmann, T., Stielow, B., Eberhardt, U., Verkley, G. J.
M., 2019. Large-scale generation and analysis of filamentous fungal DNA barcodes boosts
coverage for kingdom fungi and reveals thresholds for fungal species and higher taxon
delimitation. Studies in mycology, 92(1), 135-154.

Wu et al. 2021. Association of the microbiota dysbiosis in the hepatopancreas of farmed crayfish
(Procambrus clarkii) with disease outbreaks. Aqugculture 536:736492

Xie et al. 2021 Comparison of the intestinal microbiota during the different growth stages of red
swamp crayfish (Procambrus clarkii). Frontiers in Microbiology. 12:696281

Zhang, H., Wei, T. P, Li, L. Z,, Luo, M. Y., Jia, W. Y., Zeng, Y., Tao, G. C., 2021. Multigene
phylogeny, diversity and antimicrobial potential of endophytic Sordariomycetes from Rosa
roxburghii. Frontiers in Microbiology, 12, 755919.

Zhu et al.2021. the related immunity response of red swamp crayfish (Procambrus clarkii)
following infection with Aeromonas veronii. Aquaculture reports 21: 100849.

66



Projekto tema publikuoti straipsniai ir tyrimy vieSinimas

Svediené, J., Vaitonis, G, Raudoniené, V., PaskeviGius, A. (2024) Vandens telkiniuose
gyvenanciy véziy ligas sukelian¢iy mikroskopiniy gryby paiesSka (Search for microscopic fungi
that cause crayfish diseases in water bodies). Zmogaus ir gamtos sauga 2024. Kaunas, 241-244.
https://doi.org/10.7220/2538-9122.2024

Kasputis, S., Svediené, J., Raudoniené, V., Paskeviéius, A., Vaitonis, G. (2025) Fusarium genties
grybai, iSskirti i§ Lietuvos vandens telkiniuose gyvenanéiy véziy (Fusarium Genus Fungi
Isolated from Crayfishes Living in Lithuanian Water Bodies). Zmogaus ir gamtos sauga 2025.
Kaunas, 372-377. https://doi.org/10.7220/2538-9122.2025

Svediené J., Vaitonis G., Raudoniené V., Kasputis S., Paskevi¢ius A. 2026. Biodiversity of
microscopic fungi in crayfish living in Lithuanian waters. (Baigiamas rengti).

Vaitonis G. 2024-10-19. LRT laida Gimtoji zemé. Invazinius vézius galima gaudyti visus metus.

Vaitonis G. 2025-07-22. LRT laida Labas rytas, Lietuva. Specialistas jspéja véZiautojus: i$
Lictuvoje gyvenanciy 4 rasiy gaudyti galima ne visas

Vaitonis G. 2025-08-12. Interviu leidiniui Kupiskény mintys. Adomynéje prisiveisé invaziniy
véziy. https://kmintys.It/2025/08/13/adomyneje-prisiveise-invaziniu-veziu/

Vaitonis G. 2025-07-11. Paskaita visuomenei apie vézius. Pavilniy ir Verkiy regioniniy parky
renginys ,,Véziavimo naktis*

SUDERINTA:

(Tyrimy prieziiuros komisijos pirmininkas)
(Vardas, Pavardé)

(Data)

67

Dokumentg elektroniniu parasu
pasirasé GINTAUTAS,VAITONIS
Data: 2025-11-07 12:43:29



		2025-11-07T12:43:29+0200




