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Santrauka

Kryzmaziedziy (lot. Cruciferae) augaly Seima apima daugybe ekonomiskai ir agronomiskai svarbiy
augaly rusiy. Kryzmaziedziai augalai naudojami aliejy gamyboje, kaip valgomos darzovés ir
pagardai. Dél sintetinamy bioaktyviy junginiy jvairovés, antioksidaciniy ir antibakteriniy savybiy jie
placiai naudojami farmacijos, kosmetikos ir maisto pramongje. Ypatingai vertinami §ios augaly
Seimos sintetinami antriniai metabolitai — gliukozinolatai, turintys antimikrobiniy, antifungicidiniy,
antibakteriniy ir tiroidiniy savybiy. Siekiant padidinti bioaktyviy medziagy sintezg, brokoliy (lot.
Brassica oleracea var. Italica), rapsy (lot. Brassica napus L.) ir pipirnés (lot. Lepidium sativum L.)
kaliaus kulttirose in vitro buvo pritaikyta elicitavimo procediira. Pagrindinis $io tyrimo tikslas buvo
jvertinti pasirinkty elicitoriy (metilzasmonato ir salicilo rugsties) poveikj kryzmaziedziy augaly in
vitro bei kaliaus kultiiry ekstrakty antioksidaciniam ir fitocheminiam aktyvumui.

Tyrimo metu buvo suformuotos $iy augaly kaliaus kulttiros, kurios augintos MS terpéje papildytoje
(2 mg/l) BAP ir (0,2 mg/l) 2,4-D augimo reguliatoriais ir 25, 50 umol/l koncentracijos salicilo rtigsties
ir metilzasmonato elicitoriais. Nustatyta, kad mitybinés terpés papildymas 25 pmol/l koncentracijos
salicilo rigsties elicitoriumi tur¢jo teigiamg poveikj fenoliniy junginiy, baltymy (baltymy
koncentracija padidéjo 36,6 %) ir fotosintezés pigmenty sintezei (chlorofilo a ir chlorofilo b kiekiai
padidéjo 3 kartus) rapsy kaliaus kultiirose. 50 pumol/l koncentracijos salicilo rugsties elicitorius
teigiamai veiké antioksidaciniy junginiy sintez¢ rapsy ir pipirnés kaliaus kulttirose in vitro. 25 umol/I
koncentracijos metilZasmonato elicitorius skatino antioksidaciniy, fenoliniy junginiy bei
gliukozinolaty sinteze rapsy ir pipirniy kaliaus kultiirose, taip pat 53,8 % padidino L-prolino ir
pigmenty koncentracijg rapsy kaliaus kulturos ekstrakte. 50 pmol/l koncentracijos metilZasmonato
elicitorius pipirniy kaliaus kultiirose padidino sintetinamo chlorofilo a koncentracija 30 %, chlorofilo
b koncentracija — 39 %, o karotinoidy koncentracija padidéjo dvigubai. Taigi, jvertinus tyrimo
rezultatus nustatyta, jog elicitoriaus poveikis priklauso nuo pasirinkto augalo rtsies, elicitoriaus ir jo
koncentracijos. Apibendrinus galima teigti, kad salicilo riigsties elicitorius yra tinkamas bioaktyviy
medZiagy skatinimui rapsy kaliaus kultiirose, o metilZasmonato elicitorius — pipirniy kaliaus
kultiirose. Pasirinkti elicitoriai ir jy koncentracijos neigiamai veiké bioaktyviy junginiy sinteze
brokoliy kaliaus kultiirose in vitro. Tyrimo metu taip pat buvo jvertinta ZnO-ND ir metionino
elicitoriy jtaka brokoliy in vitro kultiry antioksidaciniam ir fitocheminiam aktyvumui ir nustatyta,
kad stipriausiomis redukcinémis savybémis, didziausiu antioksidaciniu ir SOD aktyvumu pasizyméjo
brokoliy lapy in vitro kultiiros, augintos MS terpéje papildytoje 10 mg/l koncentracijos ZnO-ND
elicitoriumi, ekstraktas. Taip pat Siame ekstrakte nustatyta didziausia fenoliniy junginiy, fenoliniy
rugsciy, flavonoidy, pigmenty, gliukozinolaty koncentracija.
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Summary

The family of Cruciferous plants includes many economically and agronomically important plant
species. Cruciferous plants used in the production of oils as edible vegetables and condiments. Due
to the variety of the synthesized bioactive compounds and antioxidant, antibacterial properties they
are widely used in the pharmaceutical, cosmetics, and food industries. Special secondary metabolites
synthesized by this plant family are glucosinolates, which have antimicrobial, antifungicidal,
antibacterial and thyroid properties. To increase the synthesis of bioactive compounds, in vitro
elicitation procedure was applied in callus cultures of broccoli (Brassica oleracea var. Italica),
oilseed rape (Brassica napus L.) and cress (Lepidium sativum L.). The main objective of this study
was to evaluate the effect of selected elicitors (methyl jasmonate and salicylic acid) on the antioxidant
and phytochemical activity of Cruciferous plants in vitro and callus culture.

During the study, callus cultures of these plants cultured in MS medium supplemented with (2 mg/l)
BAP, (0.2 mg/l) 2,4-D growth regulators also with 25, 50 pumol/l salicylic acid and methyl jasmonate
elicitors. Addition of 25 pmol/I salicylic acid elicitor to the culture medium was found to have a
positive effect on the synthesis of phenolic compounds, proteins (protein concentration increased by
36.6 %) and photosynthetic pigments (chlorophyll a and chlorophyll b levels increased 3-fold) in
rapeseed callus cultures. Salicylic acid elicitor at a concentration of 50 pmol/l had a positive effect
on the synthesis of antioxidant compounds in rapeseed and cress callus cultures in vitro. Methyl
jasmonate elicitor at a concentration of 25 umol/l stimulated the synthesis of antioxidants, phenolic
compounds and glucosinolates in rapeseed and cress callus cultures, as well as increased the proline
concentration in rapeseed culture extract by 53.8%. At 50 umol/l, methyl jasmonate elicitor increased
the concentration of synthesized chlorophyll a by 30%, chlorophyll b by 39% and doubled the
concentration of carotenoids in cress callus cultures. Thus, after evaluating the results of the study, it
was found that the effect of the elicitor depends on the selected plant species, the elicitor, and its
concentration. In summary, the salicylic acid elicitor is suitable for the promotion of bioactive
substances in rapeseed callus cultures and the methyl jasmonate elicitor in cress callus cultures. The
selected elicitors and their concentrations negatively affected the synthesis of bioactive compounds
in broccoli callus cultures in vitro. The study also evaluated the effect of ZnO-NP and methionine
elicitors on the antioxidant and phytochemical activity of in vitro broccoli cultures. The strongest
reducing properties, the highest antioxidant and SOD activity were observed in broccoli leaf cultures
grown in MS medium supplemented with 10 mg ZnO-NP elicitor. The highest concentrations of
phenolic compounds, phenolic acids, flavonoids, pigments and glucosinolates were determined also
in this extract.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:

2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto rugstis;

ABTS - 2,2-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonrugstis);
APX — askorbato peroksidaze;

BAP — 6-benzilaminopurinas;

CAT — katalazé;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DNR - deoksiribonukleornigstis;

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;

DTT — ditiotreitolis;

ESC-DAD - efektyvioji skys¢iy chromatografija-detekcija diody matrica;
ESC-MS — efektyvioji skys€iy chromatografija-masiy spektrometrija;
ET — etilenas;

FRAP — gelezies redukcijos antioksidacinés jégos metodas;
G-POD - gvajakolio peroksidazé;

IAR — 3-indolilacto riigsties;

IBR — 3-indolilbutano riigstis;

JA — Zasmono rugstis;

Kin — kinetinas;

LB — Luria Bertani;

LC/MS — skys¢iy chromatografija/masiy spektroskopija;
LPO — lipidy peroksidacija;

MS — Murashige-Skoog;

NAR — 1-naftilacto rugstis;

ND — nanodalelés;

PAL — fenilalanino amonio liazé;

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

ROS — reaktyviosios deguonies rasys;

RNS — reaktyviosios azoto riiSys;

SA —salicilo riigstis;

SOD - superoksido dismutazé;

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas;

UV spinduliuoté — ultravioletiné spinduliuote;

ZnO-ND - cinko oksido nanodalelés.



Ivadas

Augalai — nepakei¢iama zmoniy ir gyviiny kasdienés mitybos dalis, o jy maistiné verté ir sudétis
intensyviai tiriamos ir Siomis dienomis. Susirtipinimas savo sveikata Siuolaikinéje visuomenéje yra
ypatingai padidéjes, todél vartotojai vis dazniau pasirenka maisto produktus, kurie ne tik apriipina
organizma energija, bet ir suteikia papildoma nauda sveikatai. Augant susirlipinimui sveikata, auga
ir funkcionalaus maisto populiarumas. Be svarbiy pirminiy metabolity, auksStesnieji augalai sintetina
daugybe antriniy metabolity, tokiy kaip alkaloidai, antocianinai, flavonoidai, chinonai, lignanai,
steroidai ir terpenoidai, kurie naudojami medicinos ir maisto pramonés srityse, kaip gydomosios,
kvapiosios medziagos, dazikliai ir maisto priedai. Gliukozinolatai — svarbiausi kryzmaziedziuose
augaluose aptinkami bioaktyvis junginiai, kurie dél gydomyjy savybiy gali bati puikas funkcinio
maisto Saltiniai [1]. Augaly antriniai metabolitai itin vertinami ne tik medicinoje ir maisto pramonéje,
bet ir agrochemijoje. Nors antriniai metabolitai neatlieka reikSmingo vaidmens pagrindiniuose augaly
metabolizmo procesuose, taciau jie prisideda apsaugant augalus nuo vabzdziy, kenkéjy, zolédziy,
fitopatogeny ir padeda augaly prisitaikymui prie aplinkos [1, 2]. Augaly augimas ir bioaktyviy
junginiy sintezé in vivo salygomis — neintensyvi ir daugiausia priklauso nuo augalo fiziologijos,
vystymosi ir aplinkos salygy. Siekiant padidinti antriniy metabolity produktyvuma augaluose, buvo
pritaikytos kelios biotechnologinés strategijos: audiniy kultiiros ir elicitavimas, kuris pripazjstamas
kaip praktiska ir pelninga strategija, pageidaujamy antriniy metabolity gamybai augaluose ir augaly
audiniy kultorose [3]. Kaliaus kultiiry formavimas leidzia augalams susintetinti didesnj kiekj antriniy
metabolity, kuriuos galima lengvai iSskirti ir iSgryninti bei pritaikyti jvairiose pramonés Sakose.
Elicitavimas — augaly sustiprintos antriniy metabolity sintezés procesas, padedantis uztikrinti jy
i§likimg nepalankiomis salygomis [2].

Viena i§ ekonomiSkai svarbiausiy literatiiroje apraSomy augaly Seimy, kaupianciy itin jvairius
fitochemikalus — kryZmaziedziy (lot. Brassicaceae) Seima [1]. Rapsai (lot. Brassica napus L.)
placiausiai vakaruose auginami kryzmaziedziy Seimos augalai, kurie naudojami gyviny pasarams,
augaliniam aliejui, biodyzelinui ir kitiems produktams gaminti [4, 5, 6]. Dél didelés ekonominés
svarbos, kaupiamy metabolity jvairovés ir jy koncentracijos, jie buvo pasirinkti tyrimo atlikimui. Taip
pat tyrimui buvo pasirinkti brokoliai (lot. Brassica oleracea var. Italica) ir pipirnés (lot. Lepidium
sativum L.), Sie augalai teigiamai vertinami dél maistiniy savybiy ir kaupiamy gliukozinolaty
jvairovés, kurie siejami su nauda zmogaus sveikatai [1, 3]. Auginant Sias darzoves, jos susiduria su
nepageidaujamais abiotiniais ir biotiniais veiksniais, kurie gali privesti prie naudingyjy medZziagy,
maistiniy savybiy ar net pacio derliaus praradimo, dél ko patiriami dideli ekonominiai nuostoliai [4].
Siekiant padidinti antriniy metabolity kiekj pasirinktuose kryzmaziedziuose augaluose buvo
suformuotos $iy augaly kaliaus kulttiros, kurios augintos MS terp¢je papildytoje (2 mg/l) BAP ir (0,2
mg/l) 2,4-D augimo reguliatoriais. Siekiant padidinti bioaktyviy junginiy kiekj kryzmaziedZiuose
augaluose mitybiné terpé buvo papildyta 25, 50 umol/l koncentracijos salicilo ragsties ir
metilzasmonato elicitoriais. Tyrimo metu jvertinta Siy elicitoriy jtaka brokoliy, rapsy ir pipirniy
kaliaus kultiiry antioksidacinéms savybéms, kaupiamiems fitochemikalams ir jy koncentracijoms.
Taip pat tyrimo metu jvertinta cinko nanodaleliy ir metionino elicitoriy jtaka brokoliy in vitro kultiiry
antioksidacinéms savybéms ir fitocheminiy medziagy sudéciai. Viliamasi, jog atliktas brokoliy, rapsy
ir pipirniy in vitro kulttry antioksidacinio ir fitocheminio aktyvumo tyrimas turés praktine reikSme
tolimesniuose $iy augaly tyrimuose.



Projekto tikslas — jvertinti ir palyginti pasirinkty elicitoriy poveikj brokoliy (lot. Brassica oleracea
var. Italica), rapsy (lot. Brassica napus L.) ir pipirniy (lot. Lepidium sativum L.) in vitro kulttiry bei
kaliaus kultiry antioksidaciniam ir fitocheminiam aktyvumui.

Tyrimo uzdaviniai:

1.

jvertinti ir palyginti brokoliy (lot. Brassica oleracea var. Italica), rapsy (lot. Brassica napus
L.) ir pipirniy (lot. Lepidium sativum L.) in vivo ir kaliaus kultiry in vitro, uzauginty
mitybingje terpéje papildytoje skirtingais elicitoriais, ekstrakty antioksidacinj aktyvuma;
nustatyti bendrgja fenoliniy junginiy bei fenoliniy rigsciy koncentracijg brokoliy, rapsy,
pipirniy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro, uzauginty mitybinéje terpéje papildytoje skirtingais
elicitoriais, ekstraktuose ir jas palyginti;

jvertinti bei palyginti bendrgjg baltymy ir L-prolino koncentracijg brokoliy, rapsy, pipirniy in
vivo ir kaliaus kultiiry in vitro, uzauginty mitybinéje terpéje papildytoje skirtingais elicitoriais,
ekstraktuose;

nustatyti pasirinkty elicitoriy poveikj chlorofilo a, b bei Kkarotinoidy, ir gliukozinolaty
koncentracijai brokoliy, rapsy, pipirniy kaliaus kulttirose in vitro ir palyginti su in vivo
kultGromis;

i8tirti elicitoriy jtakg brokoliy in vitro kultiiry antioksidaciniam ir fitocheminiam aktyvumui.
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1. Literatuiros apzvalga
1.1. KryzmaziedZziy augaly charakteristika

Bastutiniy, kryZmaziedziy (lot. Brassicaceae, Cruciferae) augaly Seima priklauso magnolijainiy (lot.
Magnoliopsida) klasei. Siai $eimai priklauso vir§ 300 genéiy ir vir§ 3500 raiy, paplitusiy visame
pasaulyje. DidZiausios $eimos jvairovés centrai yra Irano-Turanijos regionas (150 genciy ir 900 rasiy,
i§ kuriy apie 530 yra endeminiai), Siaurés Amerika (99 gentys ir 778 rasys, 600 ri$iy yra endemingés)
ir Vidurzemio jiiros regionas (apie 113 genciy ir 630 rasiy, 290 endeminiy) [1, 2].

Siai $eimai buidinga panasi morfologija, todél ji lengvai atpaZjstama. Tai vienme¢iai, dvimediai,
daugiameciai zoliniai augalai, reCiau — kriimai. Kryzmaziedziy Seimai priklauso ir darzovés, kuriy
Ziedai sudaryti i§ 4 taurélapiy, 4 vainiklapiy, 6 kuokeliy, 1 piestelés [1]. Ziedlapiai su taurélapiais
i§sidésto kryzmai, todél Seimos vardas — kryzmaziedziai (lot. Cruciferae). Ziedai — dvilygiai, susitelke
i kekes, jy spalvos jvairios: balti, geltoni ar rausvi. Seimoje yra vaistiniy, maistiniy, medingy,
dekoratyviniy, prieskoniniy augaly ar piktzoliy. Sios Seimos augalams patinka drégnas, $iltas
Klimatas. Svarbiausios $ios Seimos gentys: bastutis (lot. Brassica), ankstyvé (lot. Erophila), kartené
(lot. Cardamine), rudgradéle (lot. Iberis), pipirné (lot. Lepidium), valgomasis ridikas (lot. Raphanus
sativus), vaistutis (lot. Arabis), grazgarsté (lot. Eruca), stoklé (lot. Cakile), lobularija (lot. Lobularia),
vairenis (lot. Arabidopsis), tvertikas (lot. Erysimum), réziukas (lot. Nasturtium), garstukas (lot.
Sinapis), barboryté (lot. Barbarea), mélzolé (lot. Isatis) ir ¢esnakiiné (lot. Alliaria). DazZniausiai
vartojamos Sios Seimos darzovés yra kopiistai, ziediniai kopustai, ridikai, Briuselio kopiistai, ropés,
kaliaropés, rapsai bei brokoliai, kurie visame pasaulyje uzima svarbig vieta zmoniy mityboje [2].

Si $eima apima keleta augaly rasiy, turinéiy didele ekonomine svarbg. Brassica genties augalai —
svarbiausi Sios Seimos darZoviniai augalai. Svarbiausios rasys: juodasis bastutis (lot. Brassica nigra),
sareptinis bastutis (lot. Brassica juncea), giizinis kopistas (lot. Brassica oleracea), grieztis (lot.
Brassica napobrassica), paprastasis bastutis (lot. Brassica rapa). Labiausiai paplitusios Brassica
oleracea darzoviy veislés: yra kopustai (var. capitata), ziediniai kopistai (var. botrytis), brokoliai
(var. italica), Briuselio kopistai (var. gemmifera), kaliaropés (var. gongylodes) [3]. Taip pat Kkiti,
ekonomiskai svarbiis Brassica genties augalai — aliejiniai augalai — rapsai (var. napus) [4].

1.1.1. Rapsy (lot. Brassica napus L.) charakteristika

Rapsai (lot. Brassica napus L.) priklauso bastutiniy (Cruciferae arba Brassiceae) Seimai. Tai itin
vertingas aliejinis augalas, kurio auksta kokybe nulemia puikus riebaly rigsciy derinys. Rapsy séklos
— pagrindinis maistinio aliejaus, aliejaus biokuro gamybai Saltinis. Aliejaus gamybos metu susidaro
Salutiniai produktai — iSspaudos, kurios yra vertingas baltyminis papildas gyvuliy paSarams [4].
Populiariausias kepimo aliejus vakaruose — rapsy aliejus, i§gaunamas i§ Brassica napus subsp. Napus.
Nustatyta, kad Brassicaceae seimos augaly aliejai uzima pirmaja vieta pasaulyje toningje gamyboje

[5]

Skiriami du rapsy portiSiai: Zieminiai (biennis forma) ir vasariniai (annua forma). Lietuvoje vieni i$
dazniausiai auginamy zemés tikio augaly — zZieminiai rapsai [6]. Rapsai yra vienmeciai augalai. Rapsy
lapai stiebo apacioje yra su koreliais, o virSuje — apglébiantys stieba, melsvo atspalvio. Ziedai
nedideli, gelsvi. Séklos — mazos, apvalios, dazniausiai rudos spalvos, re¢iau juodos, gelsvos spalvos.
Rapsy Saknys ilgos, smarkiai iSsiSakojusios, 0 Stiebas stacias, Sakotas, padengtas vasku, galintis
uzaugti iki daugiau nei 1-1,5 m auks$é¢io. Rapsai — savidulkiai augalai, reiklts klimatui ir dirvozemiui,
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gerai auga esant drégnam ir Svelniam klimatui. Rapsai labai anksti suzaliuoja, nupjauti gerai atzZelia
[6, 7].

1.1.2. Brokoliy (lot. Brassica oleracea var. Italica) charakteristika

Brokoliai — kopiistiné vienmeté darzové. Brokolio stiebas uzauga iki 20-25 cm aukscio, lapy skrotelé
reta, lapai pailgi, lapalaksc¢iai suskaidyti. Maistui vartojama puri galvuté (ziedynas), arba brokoliy
daigai, kurie yra intensyviai zalios spalvos [1]. Brokoliai puikiai dera drégnuose, iSdirbtuose
smélinguose ir molinguose dirvozemiuose. Séjami geguzés-birzelio ménesiais. Derlius nuimamas vos
tik atsiradus pumpurams (50-60 d. po pasodinimo). Yra brokoliy veisliy, kuriy galvutés zalios,
violetings, gelsvos bei baltos. Plaiausiai auginami brokoliai zaliomis galvutémis, jy vegetacijos
periodas 70-150 dieny. Manoma, kad brokoliy daigy vartojimas maisto racione vaidina svarby
vaidmenj zmogaus sveikatai ir sumazina létiniy ligy rizikg [8]. In vitro ir in vivo tyrimai rodo turtingg
fitocheming brokoliy daigy sudétj, dél kurios brokolis pasizymi jvairiu poveikiu: antioksidaciniu,
antikarcinogeniniu, antimikrobiniu, prieSuzdegiminiu ir antidiabetiniu [1, 2].

1.1.3. Pipirnés (lot. Lepidium sativum L.) charakteristika

Pipirné (lot. L. sativum) yra greitai auganti valgomoji zolé, kuri pasizymi pipiriniu, astroku skoniu ir
aromatu. Lepidium sativum, liaudiskai vadinamas pipirne, sodine pipirne, $is augalas — Brassicaceae
Seimos narys [9]. Pipirnés komerciniais tikslais daugiausiai auginamos Europoje. Augalo augimui
reikia drégny salygy, jis gali iSaugti iki 35-50 cm aukscio. Augalo stiebas yra tiesus, cilindro formos,
0 jo virSutinéje dalyje yra daug Saky ant kuriy tankiai susitelke 2 mm skersmens ziedai, turintys
balsvus ar rausvus ziedlapius. Pipirniy lapai plunksniski, kartais dantyti, apatiniai lapai turi ilgus 4
cm ilgio lapkocius. Augalo vaisiai — elipsinés ankstarélés, 5-6 mm skersmens. Séklos ovalios, rudai
raudonos spalvos [9].

1.2. Augaly biotechnologiniai metodai

Platesnis augaly mikroskopijos supratimas, nauji biocheminiai metodai ir manipuliavimas genetine
medziaga organizmuose padéjo pamatus, moderniosios augaly biotechnologijos metody atsiradimui.
Augaly biotechnologija galima apibrézti kaip audiniy kultiiros ir geny inZinerijos metody
panaudojima, siekiant uzauginti genetiSkai modifikuotus augalus, pasiZymincius naujomis arba
patobulintomis pageidaujamomis savybémis [10].

1.2.1. Geny inZinerijos metodai

Geny inZinerijos ir molekulinés biologijos metody tobulinimas ir pritaikymas biotechnologijos
moksly Sakoje, leido sukurti augalus, atsparius jvairiems virusams, grybeliams, bakterijoms,
insekticidams bei herbicidams, sausrai, drégmei, UV spinduliuotei, cheminiams junginiams
(abiotiniam stresui). Taip pat taikant genetines augaly modifikacijas buvo padidintas augaly derlius
ir bioaktyviy junginiy sintezé augaluose [10].

Rekombinantinés DNR technologija pagrjstos genetinés transformacijos technikos leido tiesiogiai j
pasirinktg augalg jvesti naudingus genus. Genetinés informacijos perkélimas i§ vieno organizmo j
kitg organizmg ar Igstelg su svetima DNR bei vélesné stabili svetimo geno integracija bei ekspresija
genome vadinama — genetine transformacija, perduotas genas — transgenas, o organizmai ar augalai,
kurie i$sivysto po sékmingo geny perdavimo, vadinami transgeniniais [10]. Yra jvairiy metody —
fizikiniy, cheminiy ir biologiniy — Kkurie naudojami, genetinés medziagos jvedimui j daugelj
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ekonomiskai svarbiy augaly: biolistinis DNR jterpimas ] lastele (bombardavimas), elektroporacija,
pernesimas polietilenglikoliu, mikroinjekcija [11].

Genetiskai modifikuoty augaly sukiirimui, nauja genetiné medziaga j augalo genomg dazniausiai
jvedama panaudojant nattiralius vektorius, kurie sukurti agrobakterijy Ti plazmidés pagrindu [10].
Sios Ti plazmidés, kurios aptinkamos Agrobacterium tumefaciens bakterijoje, atlicka natiiralia geny
inzinerijg ir genai lengvai pernesami j dviskil¢iy augaly genoma. Metodo apibendrinimas pateiktas
1.1 pav. a) Tikslinis genas jterpiamas j vektoriy, pagrista Ti plazmide. Rekombinantiné plazmidé
naudojama transformuoti Agrobacterium tumefaciens. Sukiirus tinkamg A. tumefaciens paderme,
turin€ig rekombinanting Ti plazmide, atliekamas augaly audiniy uzkrétimas. Tai daznai daroma
naudojant lapy diskus, i$ kuriy gali bati lengvai iSauginami tiksliniai augalai. Transgeninis augalas
regeneruojamas i lapy disko, dauginant atitinkamoje audiniy auginimo terpéje in vitro [12].

(a) Ti - plazmidé T-DNR

Dominantis genas
— —\\
Rekombinantine
/_\ plazmidé

Rekombinantiné
plazmide perkeliama }
(b) augalo lapus

&

Izolinoti augalo lapai 1% izolivoty augalo lapy,
atkuriamas transgeninis augalas

Iterpimas j Agrobacterium =.\

tumefaciens - =

1.1 pav. Transgeniniy augaly formavimas, panaudojant nattiralius vektorius, kurie sukurti agrobakterijy Ti
plazmidés pagrindu [12]

Metodo pasirinkimas priklauso nuo metodo efektyvumo perduodant geneting medZiagg j atitinkama
augalo lastele, nuo eksplanty gebéjimo atsinaujinti ir nuo to, ar genetiné medziaga perneSama j
branduolio ar plastidés genomg [11, 12].

Daugelis augaly kultiiry genetiskai modifikuojamos, siekiant pagerinti $iy augaly savybes: atsparuma
vabzdziams ir ligoms, tolerancijg herbicidams ir insekticidams, tolerancija abiotiniui stresui, azoto
fiksacijos pagerinimui, galutiniy produkty modifikacijai (kokybinis arba kiekybinis pagerinimas),
darzoviy ir vaisiy galiojimo laiko prailginimui. Be geresniy augaly savybiy, transgeniniai augalai taip
pat labai vertinami dél rekombinantiniy baltymy sintezés, kurie gali buti iSskiriami rekombinantinés
DNR technologijos budu [13]. Augaly auginimas yra pigus, palyginti su brangiais mikroby ar
zinduoliy Igsteliy poreikiais, todél dél sagnaudy mazZinimo ir potencialiai neriboty augimo galimybiy
transgeniniai augalai yra patraukli galimybé rekombinantiniy baltymy gamybai pramoniniu mastu,
kurie placiai naudojami aplinkosaugos, maisto, Zemés tikio bei farmacijos srityse [11, 12, 13].

1.2.2. Augaly lasteliy ir audiniy kultiiry metodai

Specifinés sudéties augalus galima uZzauginti taikant ne tik genetinés inzinerijos metodus, bet ir
augaly audiniy kulttras [11]. Habertlandas 1902 m. nustaté in vitro auginamy augaly audiniy
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totipotencijos mechanizmg. Skoog ir Miller 1957 m. nustaté santyking auksino ir citokinino
koncentracijos jtaka, organy regeneracijai i§ augaly Iasteliy [12]. Nuo to laiko daugelio jvairiy augaly
eksplantai, jvairios maistinés medziagos ir augimo reguliatoriy deriniai buvo naudojami, siekiant
atkurti visg augalg i§ atskiry Igsteliy ar augaly audiniy [12, 13]. Izoliuoti augaly audiniai ir Igsteliy
kulttra apibudina sterily augaly lasteliy, audiniy ir organy augima bei dauginimasi in vitro. Augaly
lastelés, kultivuojamos ant maitinamyjy terpiy dirbtinéje aplinkoje tam, kad greiciau iSaugty subrende
ir ligy neturintys, specifinémis savybémis bei sudétimi pasiZymintys augalai. Uzauginti aukstos
kokybés augalai, gali buti greitai padauginti ir pritaikyti molekulinei geny inzinerijai, augaly
veisimui, sodininkystei ir aplinkos apsaugai. Augaly audiniy bei lgsteliy kultiros yra vertingy
biologiskai aktyviy junginiy Saltinis [13].

Augaly kulttros in vitro, kurios kultivuojamos biotechnologijos tikslais [14]:

1) Augaly lgsteliy kultira (gametinés lastelés, 1gsteliy suspensija bei protoplasty kultiira);
2) Augaly audiniy kulttira (kaliaus kulttra ir diferencijuoti audiniai);
3) Augaly organy kultiira (pavyzdziui, zigotiniai embrionai, Saknys, tigliai).

Dazniausiai, biotechnologiniams tikslams naudojama kaliaus kultara [12]. Kalius (lot. callus — stora
oda, nuospauda), tai augalo audinys, kuris susidaro ir nattiraliai padengia pazeistas augaly dalis,
padédamas joms uzgyti. Kalius dirbtinai gali biiti suformuojamas auginant izoliuotas augaly lasteles
ar audinius in vitro [14]. Kaliaus gavimui naudojamos mazos augalo dalys arba audiniai, vadinami
eksplantais. Bet koks eksplantas, auginamas maitinamojoje terpéje gali iSsivystyti | visg augalg in
vitro saglygomis. Eksplantais gali bati: séklos, gemalai, lapy bei Sakny ar stieby segmentai, ziedynai.
Taigi, augaly kaliaus kultiroms kultivuoti, svarbu parinkti sveikas augaly lapy ar stieby dalis bei
uztikrinti sterilias sglygas [13, 14].

Augaly kaliaus kultiros auginamos ant kietos agaro terpés, kuri papildyta specifinémis maistinémis
medZziagomis, mineralinémis druskomis, vitaminais, aminorigS§timis ir elementais (pvz., azotu,
fosforu, gelezimi ir kaliu) [12]. Augaly lasteliy kultiroms, kurios néra fotosintetinancios reikia
papildomo anglies Saltinio cukraus pavidalu, 0 azotas naudojamas amonio jony pavidalu. Paprastai
didelés amonio jony koncentracijos slopina antriniy metabolity susidaryma, o sumaZzinus amonio
azoto kiekj ji padidina [13]. Augaly kaliaus kultiiry auginimui dazniausiai renkamasi Murashige-
Skoog terpé (MS terpé). Tai yra pladiausiai naudojama terpé daugelio augaly rusiy vegetatyviniam
dauginimui in vitro. Svarbus aspektas yra terpés pH, turintis jtakos tiek augaly augimui, tick augaly
augimo reguliatoriy veiklai. Jis sureguliuojamas iki 5,4-5,8 vertés. Kultivavimui gali biiti naudojama
ir kieta, ir skysta terpé [15].

Pagrindiniai augaly lasteliy kultiiros sistemy pranaSumai, palyginti su jprastu viso augalo auginimu,
yra §ie [15]:

J pasirinktus augalus galima iSauginti nepriklausomai nuo iSoriniy veiksniy (pvz.,
dirvozemio sudéties ar klimato);

. auginamoms lasteléms negresia mikroorganizmy ar vabzdziy atakos, nes kultivuojama
steriliomis sglygomis;

. rety ar nykstanciy augaly lasteles galima lengvai iSauginti bei iSsaugoti;

. galima uZtikrinti pageidaujama kiekj tiksliniy antriniy metabolity;

o sutrumpinamas augalo augimo laikas.
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Taigi, augaly biotechnologiniai metodai turi itin didel¢ pramoning reikSme ne tik kaip moksliniy
tyrimy priemong, bet ir augaly dauginimo, jy ligy Salinimo, augaly savybiy gerinimo ir antriniy
metabolity bei kity biologiskai aktyviy produkty gamybos srityse, kurie gali biiti panaudojami
pramoniniams tikslams [11, 15].

1.3. KryZmaziedZiy augaly kaliaus kult@ros in vitro

Kryzmaziedziy augaly Seima sintetina ir kaupia jvairios struktiiros bei savybiy cheminius junginius.
Dauguma §iy cheminiy junginiy — antriniai metabolitai, kurie pasizymi biologiniu aktyvumu ir yra
plac¢iai naudojami medicinos, maisto, agrochemijos pramonés srityse. Pastaruoju metu
biotechnologijos sitilo patrauklias galimybes padidinti $iy kaupiamy junginiy kiekj auginamuose
augaluose, pritaikius in vitro sistemas (augaly audiniy kultiiras) ar geneting manipuliacijg [14].

Kaliaus susidarymg arba somating embriogeneze¢ skatina augaly hormonai, tokie kaip auksinai,
citokininai ir giberelinai. IStisy augaly regeneracijai i§ kaliaus audinio taip pat reikalingi specifiniai
augaly hormonai. Auksinai ir citokininai naudojami kartu, jy santykis lemia regeneruojamo audinio
tipa. Didelé¢ auksiny koncentracija paprastai skatina Sakny formavimasi, o didelé citokininy
koncentracija skatina tigliy regeneracija [11].

Naudojamy hormony tipas ir koncentracija daugiausia priklauso nuo augalo rasies, kultivuojamo
eksplanto ir eksperimento tikslo. Kadangi kaliaus kultiros turi komercinj potenciala, dazniausiai
eksperimento tikslas biina orientuotas j: antriniy metabolity gamyba pramoniniams tikslams,
terapiniy antikiiny ir kity rekombinantiniy baltymy gamyba, Zemés tikio augaly auginimg bei augaly
regeneravima. Kaliaus kultiroms auginti svarbu tinkamai pasirinkti kultivuojamg augalo eksplantg
bei rasj, mitybing terpe su priedais ir kultivavimo salygas [15].

1.3.1. Brokoliy kaliaus Kultiiros in vitro

Auksiny ir citokininy sgveika bei pusiausvyra lemia nediferencijuoty lasteliy, zinomy kaip kaliaus
kultira augimag [15]. S. Hossain 2016 m. atliko tyrimg [16] su skirtingomis auksiny ir citokininy
koncentracijomis, siekiant iSsiaiSkinti, kuris santykis labiausiai skatina brokoliy kaliaus kultiiros
augimg ir antriniy metabolity sinteze. Atlickant bandyma | MS terpe buvo patalpinti brokolio
eksplantai. Mitybiné terpé buvo papildyta skirtingomis 1-naftilacto riigsties (NAR), 3-indolilbutano
rugstis (IBR), 3-indolilacto ragsties (IAR) koncentracijomis kartu su skirtingomis 6-
benzilaminopurino (BAP) koncentracijomis. Atlikus bandyma nustatyta, jog kaliaus formavimasis
pastebimas bandiniuose, kuriuose terpé buvo papildyta 1-3,5 mg/l IBR su 1-2 mg/l BAP. Taciau
didZiausias brokoliy kaliaus kultiiros kiekis buvo nustatytas terp¢je esant 1,5 mg/l IBR su 1 mg/l
BAP. Sie augimo reguliatoriai skatina lasteliy dalijimasi, ilgéjima ir Iasteliy sieneliy plastiskuma [16].

Po keturiy mety S. J. Sultan [17] ir kolegy atlikto tyrimo rezultatai taip pat parodé, jog i§ visy tirty
augimo reguliatoriy didZiausios jtakos kaliaus kultiiros iniciacijai turéjo 3-indolilbutano riigstis (IBR)
ir 6-benzilaminopurino (BAP). Ivertinus gautus rezultatus, didziausia kaliaus kultiros masé, i$
sodinuky hipokotiliniy stieby, buvo gauta MS terpéje, kuri buvo papildyta 1 mg/l IBR su 2 mg/l BAP
[17].

Zinoma, kad augaly augimo reguliatoriaus koncentracija bei eksplanto riisis, turi didele jtaka brokoliy
kaliaus kultiiros formavimuisi [13]. 2021 m. R. M. Abdullah [18] atlikto tyrimo metu, buvo siekta
nustatyti augimo reguliatoriy koncentracijas, kurios skatinty brokolio kaliaus kultliry iniciacija.
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Brokolio daigy lapy, stieby ir Sakny eksplantai, buvo kultivuojami MS terpéje, turin¢ioje skirtingas
koncentracijas BAP ir NAR augaly augimo reguliatoriy. Stieby segmentai suformavo didziausia
kaliaus kultiiry mase bei parodé didziausia kaliaus kulttiry formavimosi greiti, MS terpéje papildytoje
0,2 mg/l NAR ir 0,5 mg/l BAP [18].

Skirtingos koncentracijos auksino 2,4-D ir citokinino BAP buvo pridétos j MS terpe, siekiant istirti
Siy augimo reguliatoriy jtaka kaliaus kultiry formavimuisi i§ stieby eksplanty. Atlikus bandyma
nustatyta, kad atskirai j terpg jdéjus, tik auksino 2,4-D ar citokinino BAP, nejvyko kaliaus kulttiros
iniciacija. Taciau dviejy $iy augimo reguliatoriy derinys davé teigiama rezultatg. Mitybinéje terpéje,
kurioje buvo BAP (1 mg/l) ir 2,4-D (0,5 mg/l) arba BAP (1 mg/l) ir 2,4-D (1 mg/l) susiformavo
didziausias kiekis kaliaus kultaros [19].

Mokslininkai teigia, kad brokoliy kaliaus formavimui optimalus auksino Saltinis yra 2,4-D, 0
citokininy — BAP ir kinetinas. Lyginant juos, BAP — veiksmingesnis uz kineting esant tokiai pat
koncentracijai. Ta¢iau maitinamojoje terpéje, derinyje su 2,4-D, kinetinas inicijuoja didesn;j kaliaus
kulttros susiformavimo procentg nei BAP [20].

1.3.2. Rapsy kaliaus kultiros in vitro

Atlikta jvairiy tyrimy su rapsy augaly kulttiromis in vitro, siekiant jvertinti pasirinkto eksplanto bei
augimo reguliatoriy jtaka kaliaus kultiry augimui bei antriniy metabolity sintezei. Vienas i tokiy
tyrimy buvo atliktas S. Naz ir bendraautoriy 2018 m. [21]. Rapsy (lot. Brassica napus L.) kaliaus
kultaroms suformuoti, buvo naudojama MS terpé j kurig buvo patalpinti rapsy stiebai, lapai ir Saknys.
MS terpé buvo papildyta skirtingy koncentracijy 2,4-D, NAR, IBR, BAP, 2,4-D+BAP augimo
reguliatoriais. Jvertinus skirtingy koncentracijy augimo reguliatoriy jtakg kaliaus kultiiry iniciacijai,
nustatyta, kad stieby eksplantai buvo tinkamiausi kaliaus kulttiry formavimui MS terpéje, kurioje yra
0,1 mg/l 2,4-D, palyginti su kitais augimo reguliatoriais, tokiais kaip NAR, BAP, IBR ar net 2,4-D
kartu su BAP [21]. S. Naz ir bendraautoriai taip pat pranes¢, kad didesnj augimo reguliatoriaus 2,4-
D efektyvumg lemia geresnis jo prieinamumas audiniuose. 2,4-D kaupimasis augalo audinyje
atsiranda dél didesnio jo mobilumo ir riboto oksidacijos bei konjugacijos greicio, lyginant su kitais
augimo reguliatoriais, pavyzdziui, tokiais kaip NAR, kuriy skilimo greitis ir judrumas augaluose yra
mazas, 0 butent tai ir lemia didesnj 2,4-D efektyvuma [22].

S. Dubey ir bendraautoriai [23] pranesé apie geriausig kaliaus kultiiry iniciacijg i§ rapsy stieby
eksplanty MS terpéje, kurioje yra 0,5 mg/l 2,4-D ir 0,5 mg/l NAR arba BAP. Sis tyrimas parod¢, kad
rapsy kaliaus kultiiry formavimuisi BAP, NAR ir 2,4-D augimo reguliatoriy tarpusavio sagveika MS
terpéje buvo veiksmingesné nei naudojant vien 2,4-D [23].

2017 m. S. M. Kouhi ir bendraautoriai atliko tyrima [24], kurio metu, norint rasti geriausig hormony
derinj, skatinantj kaliaus kultiiros formavimasi, rapsy stieby segmentai buvo auginami MS terpéje
papildytoje skirtingy koncentracijy augaly augimo reguliatoriy (2,4-D, BAP, NAR, Kkinetino)
deriniais. Tyrimo metu didziausias kaliaus kultiiros masés prieaugis buvo nustatytas MS terpéje, kuri
buvo papildyta 1 mg/l NAR ir 1 mg/l BAP. Sis tyrimas patvirtina 2014 m. S. Dubey ir bendraautoriy
anks&iau apradyto tyrimo rezultatus. Sio tyrimo rezultatai parodé, jog derinant 2,4-D Kkartu su NAR ar
BAP, gaunami didesni kaliaus kultiiros masés prieaugiai nei terpe papildzius vien tik 2,4-D [24].
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1.3.3. Pipirnés kaliaus kultiiros in vitro

Siekiant suformuoti pipirnés kaliaus kulttiras svarbu pasirinkti tinkama augalo eksplantg bei tinkamas
mitybines terpés sudétines medziagas, tokias, kaip augimo reguliatoriai [9]. 2015 m. atlikto tyrimo
metu, sodo pipirnés (lot. Lepidium sativum L.) eksplantai (séklos ir stiebai) buvo naudojami kaliaus
kultiros inicijavimui in vitro salygomis [25]. Ivairts skirtingy koncentracijy augaly augimo
reguliatoriy (NAR, 2, 4-D, Kin) deriniai buvo pridéti § MS terpe. Nustatyta, kad 4,0 ir 6,0 mg/| 2, 4-
D ir 2,0 mg/l Kin augaly augimo reguliatoriy deriniai yra veiksmingiausi formuojant kaliaus kulttras,
tiek i§ stieby, tiek i§ Sakny. Didesnés kinetino koncentracijos (daugiau nei 2,0 mg/l) nepagerino
kaliaus kulttiry susiformavimo i$ abiejy eksplanty [25].

Reik$mingg sasaja tarp kity fitohormony 2019 m. nustaté P. Golkar kartu su bendraautoriais [26].
Mokslininkai atliko tyrima, siekdami iSsiaiSkinti tinkamiausig kaliaus kultiiry formavimui rapsy
eksplantg bei tikslias augimo reguliatoriy koncentracijas, kurios skatinty kaliaus kultiiry iniciacijg bei
antriniy metabolity sintez¢. Tyrimo metu rapsy stiebai ir lapai buvo patalpinti j§ MS terpe, papildyta
dvylikos skirtingy augaly augimo reguliatoriy deriniy. Jvertinus rezultatus, didziausias kaliaus
kultaros prieaugis (0,4 g Sviezios masés) buvo gautas i§ lapy eksplanty, augusiy MS terpéje,
papildytoje 1 mg/l 2, 4-D ir 2 mg/l BAP, augimg vykdant $viesoje. Stiebo eksplanto suformuotame
pazaidos taske kaliaus kultiiros masés prieaugis buvo 0,1 g Sviezios masés. Citokininas BAP buvo
naudotas dél aktyvinanciy Igsteliy dalijimasi savybiy, jauny tgliy formavimosi bei morfogenezés
skatinimo [26].

1.4. Fitochemikalai kaupiami augaly kaliaus kultoirose

Augaly audiniy metodo vienas i$ tiksly — uzauginti gausias kaliaus kultiiras, kurios intensyviai
sintetinty bei kaupty fitochemikalus. Sie cheminiai junginiai gausiai i§skiriami i3 kaliaus kultiiry,
taikant Igsteliy suspensijos metoda [12]. Bioaktyvioms fitocheminéms medziagoms priskiriami
augaly antriniai metabolitai. Augalai, pasizymi dviem metabolizmo Keliais: pirminiu ir antriniu
metabolizmu. Pirminio metabolizmo metu lastelés sintetina junginius, kurie yra budingi beveik
visiems organizmams. Jy tarpe yra jprasti angliavandeniai, riebalai, baltymai. Pirminiai augaly
metabolitai augalams yra gyvybiskai batini [13, 14]. Antriniai metabolitai yra tarpiniai bei galutiniai
medziagos apykaitos produktai. Esminis jy vaidmuo — augaly adaptacijos aplinkoje padidinimas.
Taigi, augaly Igstelés gamina svarbius augalo sgveikos su aplinka (apsaug0s nuo plésriny, patogeny
ar aplinkos streso) antrinius metabolitus kai kurie is jy — susij¢ su augalo reprodukciniu mechanizmu
(pritraukia vabzdzius siekdami apdulkinimo). Jie gali apsaugoti nuo augalo ligos sukéléjy, nuo
vabzdziy, zolédziy augaly [15]. Fitocheminés medZiagos esancios augaluose suteikia naudg ir Zmoniy
sveikatai, kuomet jos gaunamos kartu su maisto produktais: vaisiais, darzovémis, griidais, rieSutais ir
séklomis. Veiksniai darantys jtaka antriniy metabolity kaupimuisi augalo audiniy kultiirose: paciy
metabolity kiekis, augalo rusis, genotipas, genetiné prigimtis, amzius, augimo ir vystymosi fazés,
aplinkos veiksniai [27].

Nustatyta, jog i$ augaly audiniy kultiiry in vitro galima is$skirti $iuos augaly kaupiamus antrinius
metabolitus, kurie suskirstyti j 5 klases [27]:

o Alkaloidai (betalainai, akridinai, galantaminas, fluorochinolonai, piperidinas, tropano
alkaloidai, indoliniai alkaloidai ir kt.);
o Terpenoidai (monoterpenai, diterpenai, triterpenai, seksviterpenai, arteminizinas,

ginsenozidai ir Kt.);
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o Steroidai (brasinolidas, steroidiniai glikozidali, steroidiniai laktonai, digoksinas ir kt.)

o Chinonai (naftochinonai, alavijo emodinas, chrizofenolis, Sikoninas, timochinonai,
benzochinonai ir kt.);
. Fenilpropanoidai (flavonoidai, ferulo rtigsStis, antocianinai, kumarinai, kavos riigstis,

izoflavonoidai ir kt.)

Sie junginiai labai svarbiis augaly biotechnologijai, kurios pagrindinis tikslas yra bioaktyviy antriniy
metabolity i$skyrimas i§ kaliaus kulttry in vitro. Taikant biotechnologinius metodus didesni
biologiskai aktyviy medziagy kiekiai i$skiriami pigiau nei naudojant nattiralioje aplinkoje iSaugintus
augalus. I$ augaly kaliaus kulttiry i$skirtos fitocheminés medziagos turi tikslig cheming sudétj, jos
i§skiriamos grynos ir nataralios. I$skirti metabolitai naudojami farmacijos, kosmetikos pramonés
srityse, taip pat kaip maisto priedai ir insekticidai. Dauguma antriniy metabolity iSsiskiria specifiniu
biologiniu aktyvumu [26, 27].

1.4.1. Augaly augimo reguliatoriai

Siekiant sutrumpinti augaly augimo laika, pagausinti derliy, pagerinti augaly savybes bei padidinti
sintetinamy ir kaupiamy bioaktyviy medziagy kiekj — naudojami augaly augimo reguliatoriai [23,
25]. Sios medziagos pladiai naudojamos dauginant augalus i§ jvairiy eksplanty in vitro salygomis.
Naudojamy reguliatoriy tipas ir koncentracija daugiausia priklauso nuo augalo rusies, kultivuojamo
audinio ar organo ir eksperimento tikslo. Sios cheminés medziagos skirstomos j dvi kategorijas:
natiiralius ir sintetinius augaly augimo reguliatorius. Naturaliis augaly augimo reguliatoriai — augaly
hormonai (fitohormonai), kuriuos augalai nattiraliai sintetina augaly medziagy apykaitos procesy
metu [25]. Dazniausiai augaluose aptinkami fitohormonai: auksinai, citokininai, giberelinai, etilenas,
abscizo rugstis. Sintetiniai augaly augimo reguliatoriai yra zmoniy dirbtinai sintezuojamos cheminés
medziagos, reguliuojancios augaly augimg ir vystymasi. Augaly augimo reguliatoriai imituoja
natiiraliy augaly fitohormony funkcijg ir mazomis koncentracijomis reguliuoja augaly augima,
vystymasi, organogeneze ir atsakg j stresa [21].

1.4.2. Elicitoriai

Veiksmingi metodai, skirti augaly antriniy metabolity biotechnologinei gamybos sustiprinimui —
elicitoriy panaudojimas. Sios medZiagos inicijuodamos abiotinj stresa tam, kad biity apsaugotos
augaly lgsteles, augaluose suaktyvina antrinj metabolizmo kelig. Elicitorius gali biiti apibréZiamas
kaip cheminis arba biocheminis junginys, kuris maZomis koncentracijomis jvedamas j gyva sistema
tam, kad bty skatinama tikslinio bioaktyvaus junginio biosintezé [27]. Pagal prigimt] elicitoriai gali
bati suskirstyti j dvi grupes: abiotinius ir biotinius (zr. 1.2 pav.). Abiotiniai elicitoriai — nebiologinés
kilmés medziagos, biotiniai elicitoriai — tai biologinés kilmés medziagos, i kurias jeina polisacharidai,
esantys augaly lgsteliy sienelése (pvz., chitinas, pektinas ir celiuliozé) ir mikroorganizmai [28].
Saikingas bei tikslingas abiotiniy ir biotiniy elicitoriy naudojimas skatina bioaktyviy medZziagy
sintez¢ augaluose, taciau prieSingu atveju, Siems veiksniams virSijus tam tikrg ribg, antriniy
metabolity sintez¢ sustoja, augalas nebesivysto ir mirsta.
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Elicitoria

Abiotiniai Biotiniai

Polisacharidai Mieliy ekstraktas Mikroskopiniai Bakterijos
grybai
Fizikiniai Cheminiai Hormoniniai
Sunkieji metalat Mineralinés druskos Dujiniai toksinai

UV spinduliuote Osmosinis stresas  Druskingumas Sausra Terminis stresas
1.2 pav. Elicitoriy skirstymas [28]

Nanodalelés (ND) — stipriis cheminiai elicitoriai. Metaly ND, taip pat ir ZnO-ND dél didelio elektrony
mobilumo, didelio pavirSiaus ploto ir katalizinio aktyvumo turi teigiamg poveikj augaly augimui,
lasteliy dalijimuisi, membranos struktiirai bei funkcijai [29]. Dauguma naujausiy tyrimy yra skirti
ND poveikiui augaly sékly daigumui, augaly augimo greiéiui, fiziologiniams atsakams. 2021 m. S.
Awan atliktame tyrime [30] nustatyta, kad brokoliy séklas apdorojus ZnO-ND, sékly daigumas
padidéjo 37,5 %, Sakny ilgis — 56,6 %, ugliy ilgis — 16,6 %, sodinuky svoris — 41 %, lapy skai¢ius —
11,5 %, augalo aukstis — 17,1 %, lapy plotas — 24,4%. Taip pat pastebéta, kad chlorofilo a ir b,
fenoliniy junginiy, prolino koncentracija brokolyje padidéjo atitinkamai 50 %, 67,4 % ir 14,6 %.
Taciau, metaly ND vaidmuo antriniame augaly metabolizme, ypa¢ kaliaus kultiirose, vis dar neaiskus
[32]. Mokslinéje literatiiroje teigiama, kad metaly ND jtraukimas j kaliaus kultiry mitybing terpe gali
padidinti morfogenetinj eksplanty potencialg, somakloning variacija, antioksidacinj aktyvuma ir
pakeisti bioaktyviy junginiy koncentracijg augaluose [30, 31, 32].

Aminortgstis metioninas gali buti panaudojamas, kaip biosintetinis pirmtakas, siekiant padidinti
gliukozinolaty koncentracija kryzmaziedziuose augaluose. Alifatiniai gliukozinolatai, tokie kaip
gliukorafaninas ir gliukoiberinas, sintetinami i§ aminortigs¢iy, daugiausia metionino. Gliukozinolaty
biosintezéje metioninas yra transaminuojamas | atitinkamas o-keto riigstis, susidariusios
aminortgsties Soniné grandiné pailgéja, o po to susidaro pagrindiné gliukozinolato struktira,
tarpininkaujant citochromo Psso monooksigenazei [33, 34]. 2014 m. N. Baenas atliktame tyrime
nustatyta, kad elicitavimas metioninu, padidino bendra gliukozinolaty koncentracija brokoliy ir rity
daiguose atitinkamai 19 % ir 85 %, kininiy ridikéliy daiguose bendra gliukozinolaty koncentracija
iSliko nepakitusi, o ropiy ir raudonyjy ridiky daiguose bendra gliukozinolaty koncentracija sumazéjo
[33]. Mokslinéje literatiiroje yra nedaug praneSimy apie metionino, kaip elicitoriaus poveikij, taciau
remiantis nagrinétais straipsniais, galima daryti i$vada, kad mazos metionino koncentracijos,
pavyzdziui, 5 ir 10 mM, kurias taiké S. Pérez-Balibrea ir kt. [34], gali padidinti bendrg gliukozinolaty
koncentracija tiriamuosiuose augaluose (23 % ir 21 % atitinkamai) labiau nei didesnés koncentracijos,
pavyzdziui, 200 mM, kurias taiké E. Scheuner ir kt. [35].

Fitochemikaly sintezés skatinimui augaluose gali biiti pasirenkami salicilo riigsties ar metilZasmonato
elicitoriai. Cheminio elicitoriaus metilzasmonato veikimo principas pateiktas 1.3 pav. Pirmajame
zingsnyje elicitoriai atpaZjstami specifiniais, plazmin¢je membranoje lokalizuotais, receptoriais,
kurie inicijuoja signalizacijos procesus, aktyvinanius augaly apsaugos mechanizmg. Mokslinéje
literatiiroje teigiama, kad elicitoriy prisijungimas prie receptoriy sukelia su patogeneze susijusiy
baltymy indukcijg ir reaktyviy deguonies formy (ROS) susidarymg, oksidacinio streso apsaugos
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fermenty gamyba, su gynyba susijusiy geny aktyvavimg. Signalo perdavimo proceso metu vyksta
baltymy fosforilinimas, lipidy oksidacija, antioksidaciniy fermenty aktyvumo padidéjimas
(superoksido dismutazeés, gvajakolio peroksidazes, askorbato peroksidazés, katalazés), transkripcijos
faktoriy aktyvinimas ir de novo biosintezé bei vélesné antriniy metabolity biosintezés geny ekspresija
[28, 36].

MetilZasmonatas

ROS regeneracija

> Oksidacinis Oksidaciniai
10;, Oz+—, H;0,, *OH
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1.3 pav. Cheminio elicitoriaus — metilzasmonato veikimo principas [36]

T. Ho ir kt. 2020 m. prane$¢, kad uzauginus augalg mitybinéje terpéje, kuri buvo papildyta cheminiu
metilZasmonato elicitoriumi, o véliau sukélus papildomg oksidacinj stresg rapsuose, patirtas streso
lygis palaipsniui buvo sumazintas iki minimumo, jvertinus ROS sintezés lygj rapsy lapuose [36]. Sis
tyrimas jrodo, kad cheminiai elicitoriai, vaidina veiksmingg vaidmenj signaliniy molekuliy sintezéje,
pastarosios reguliuodamos daugybe transkripcijos buidy, kurie atitinkamai susij¢ su oksidacinio streso
atsakais, padidina svarbiy antioksidanty Sintezés aktyvumg ir geny ekspresija [28, 36].

1.5. KryzZzmaziedZiy augaly antriniai metabolitai

Kryzmaziedziai augalai itin vertinami dél augalg ir zmogy apsauganciy antioksidaciniy ir
priesvéziniy savybiy [37]. KryZzmaziedziai augalai daugiausiai zinomi, kaip pagrindinis svarbiy
bioaktyviy junginiy — gliukozinolaty, kurie pasiZymi jvairiomis, sveikatai naudingomis savybémis,
Saltinis. Siy bioaktyviy junginiy galima aptikti beveik kieckviename Cruciferae $eimos naryje [1, 2,
37].

1.5.1. Gliukozinolatai

Gliukozinolatai — labai svarbiis antriniai metabolitai, kuriuos kaupia dauguma kryzmaziedziy augaly
[1]. Dazniausiai aptinkamy Brassicaceae darzovése gliukozinolaty pavadinimai ir jy molekulinés
formulés pateikti 1.1 lenteléje. Jie pasizymi jvairiais poveikiais: antimikrobiniu, antifungicidiniu,
antibakteriniu ir tiroidiniu [37]. Jy strukttra yra sudaryta i$ B-D-tiogliukozés grupés, susijungusios su
sulfoninta okso dalimi ir kintanc¢ios Soninés grandinés, kurig sudaro aminoriigstys. Pagal Soninés
grandinés sandarg gliukozinolatai skirstomi j: alifatinius (daZniausiai Soniné grandiné yra gaunama i
metionino, izoleucino, leucino ar valino), aromatinius (i§ fenilalanino ar tirozino) arba indolinius (i$
triptofano). Alifatiniai gliukozinolatai dazniausiai aptinkami beveik visose kryzmaziedziy augaly
séklose ir B. oleraceae, B. napus, B. rapa ir R. sativus daiguose [38].
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Gliukozinolatai dar vadinami natiraliais pesticidais, nes gali sukelti toksiny iSsiskyrimg ir
repelentinius efektus, taip padidindami atsparuma kenkéjams, parazitams bei pléSrinams. Kai augalas
yra pazeidziamas, aktyvuojasi augalo apsaugos sistema — fermentas mirozinazé arba tiogliukozidaze,
kuri hidrolizuoja augalo sintetinamus ir kaupiamus gliukozinolatus (zr. 1.4 pav.) [37, 38].

OH (‘ OH
HO o] \Iu’ozmaze R :’_; + HO o
Hz Ot o—so

Ghukozmo]atas . D- ahukoze
ESPE
pH 3- 4 pH 5—7
CH—-CH CH;-C=N R—S—C=N —N Cc=S CH;CH—?H—?HZ

S Epitionitrilas Tiocianatas Nitrilas Izotiocianatas
Oksazolidintionas S

1.4 pav. Fermentinis gliukozinolaty skaidymas [39]

Agliukonas, susidargs fermentinés reakcijos metu, spontaniskai atpalaiduoja sulfato fragmentg ir
persitvarko sudarydamas tiocianata, izotiocianata, nitrila, epitionitrila arba oksazolidintionag,
priklausomai nuo reakcijos salygy ir gliukozinolato pobtidzio. Alifatiniai gliukozinolatai paprastai
hidrolizuojami iki izotiocianaty, esant neutraliam pH [39]. Izotiocianatai, susidar¢ i$ indoliniy
gliukozinolaty, yra nestabilts ir suskyla j 3-karbinolio ir tiocianato jonus. Izotiocianatai zinomi kaip
stipriis II fazés fermenty induktoriai, kurie yra svarbiis elektrofily detoksikacijai ir apsaugai vézio bei

nuo oksidacinio streso [37, 38].

1.1 lentelé. Dazniausiai aptinkami gliukozinolatai Brassicaceae darzovése [39].

Bendrinis junginio pavadinimas

Molekuliné formulé

Alifatiniai gl

iukozinolatai

Soniné grandiné turinti 3 anglies atomus:

Gliukoiberverinas C11H20NOgSs-
Gliukoiberinas C11H20NO10S3-
Sinigrinas C10H16KNOgS,
Soniné grandiné turinti 4 anglies atomus:

Gliukoerucinas C12H23NOgS3
Gliukorafaninas C12H23NO10S3
Gliukorafeninas C12H21NO10S3
Gliukonapinas C11H19NOgS;
Progoitrinas C11H19NO10S2
Soniné grandiné turinti 5 anglies atomus:
Gliukobreteroinas Ci13H2sNOgSs
Gliukobrasikanapinas C12H21NOgS;
Gliukonapoleiferinas C12H21NO10S2

Aromatiniai gliukozinolatai

Gliukonasturinas CisH21NOgS;
Indoliniai gliukozinolatai
Gliukobrasicinas C16H20N200S2
4-hidroksigliukobrasicinas C16H20N2010S;
4-metoksigliukobrasicinas C17H22N2010S:
Neogliukobrasicinas C17H22N2010S>
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Brokoliuose daugiausia aptinkami gliukozinolatai — gliukorafaninas, gliukoiberinas, gliukoerucinas,
progoitrinas, gliukonapinas, gliukobrasicinas, o rapsy — gliukonapinas, gliukobrasikanapinas,
progoitrinas, gliukonapoliferinas, gliukobrasicinas ir gliukonasturtinas [8]. Siy junginiy buvimas
rapsy zaliavoje, buvo patvirtintas 2021 m. A. V. Mikalav¢i¢ ir bendraautoriy atlikto tyrimo metu [39].
Tyrimo tikslas buvo nustatyti gliukozinolaty rasis ir kiekius rapsy zaliavoje taikant didelio
efektyvumo skysCiy chromatografijos metodg [39]. Gliukozinolaty kiekis ir sudétis skiriasi
priklausomai nuo tiriamojo augalo, jo amzZiaus, rasies, augimo sglygy [40]. Gliukozinolaty kiekio
nustatymo tyrimas, atliktas 2020 m. A. Sharma atskleidé, jog pipirniy séklose daugiausiai kaupiama
gliukozinolato gliukotropaeolino ir 2-feniletilgliukozinolato. O iStyrus $viezig pipirnés augala,
nustatyta, jog daugiausia vyrauja  2-etilbutilgliukozinolatas, butilgliukozinolatas ir
gliukotropaeolinas. Taigi kaupiamy gliukozinolaty kiekis ir jy tipas priklauso nuo tiriamo augalo
rusies ir tiriamos dalies [40].

Kai kurie gliukozinolatai gali turéti jtakos augaly antioksidacinéms savybéms [41]. 2020 m. T. N. Lu
ir bendraautoriai prane$¢ [41], kad gliukorafasatinas, kuris yra pagrindinis ridikéliy daigy
gliukozinolatas, gliukoerucinas ir 4-metoksigliukobrasicinas pasizyméjo antioksidaciniu aktyvumu,
skaidant hidroperoksida ir vandenilio peroksida. Taip pat, nustatyta, kad Sesi gliukozinolatai
(gliukoiberinas,  sinigrinas, gliukorafaninas, gliukonapinas, gliukobrasicinas ir indolo
gliukozinolatas) tur¢jo teigiama koreliacija su antioksidaciniu pajégumu kryZmaziedziuose
augaluose. Koreliacijos procentas tarp gliukobrasicino kiekio ir antioksidacinio aktyvumo virsijo 60
%. Rezultatai parodé, kad Siy rusiy gliukozinolatai, ypa¢ gliukobrasicinas, yra susij¢ su augaly
antioksidacine veikla [41].

Siose kryzmaziedziy augaly darzovése randamy gliukozinolaty tipui ir koncentracijai jtakos turi
daugybé veiksniy, tokiy kaip augalo genotipas, veislé, augimo salygos (pvz., temperatiira, maistiniy
medZziagy prieinamumas, vandens kiekis), augalo augimo stadija, analizuojamas augalo audinys,
laikymo salygos ir paruo$imo bei gaminimo budai [38, 39, 41, 42]. Be to, vystymosi stadija ir
specifinis augalo audinys taip pat turi jtakos gliukozinolaty koncentracijai [42].

1.5.2. Fenoliniai junginiai

Tarp fitocheminiy medziagy, turin€iy antioksidacinj poveikj, fenoliniai junginiai yra viena i8
svarbiausiy grupiy. Fenoliniai junginiai — bendras terminas, jungiantis daugiau nei 8000 junginiy,
placiai paplitusiy visoje augaly karalystéje. Jie pasiskirste jvairiose augalo dalyse, tokiose, kaip
vaisiai, séklos, lapai, stiebai, Saknys. Sie junginiai pasiZymi tuo, jog struktiiroje turi bent viena
aromatinj zieda su viena ar keliomis prijungtomis hidroksilo grupémis [43]. Fenoliniai junginiai
sintetinami augaluose kaip antriniai metabolitai per Sikimo riig§tj. Fenilalanino amonio liaz¢ (PAL)
yra pagrindinis fermentas, katalizuojantis fenoliy biosintez¢ i§ aromatinés fenilalanino amino
rugsties. Fenolinius junginius galima klasifikuoti pagal anglies atomy skaiciy ir iSsidéstyma, i
flavonoidus ir neflavonoidus, kurie dazniausiai randami konjuguoti su sacharidais ir organinémis
ragsStimis [44]. Fenoliniai junginiai pasizymi tokiomis savybémis, kaip augalo struktiiros palaikymu
ir apsauga nuo biotinio ar abiotinio streso. Be to, fenoliniai junginiai, taip pat turi jtakos vaisiy ir
darzoviy kokybés savybéms, tokioms kaip kartumas, spalva ir skonis [43, 44]. Pla¢iausiai paplitusi
Brassica Seimos polifenoliy grupé yra flavonoidai (daugiausia flavonoliai ir antocianinai) ir
hidroksicinamono ragstys [1, 8].
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1.5.2.1. Flavonoidai

Flavonoidai yra polifenoliniai junginiai, susidedantys i§ penkiolikos anglies atomy su dviem
aromatiniais ziedais, sujungtais trijy anglies tilteliu. Jy strukttros pagrindas — fenilbenzopirano
skeletas: du fenilo ziedai (A ir B), susijunge per heterociklinj pirano zieda (ziedas C). Pagrindinis
flavonoidy karkasas ir anglies atomy numeracija parodyta paveikslélyje [44].

1N
, B |
.-’f-x\"\\.,‘ o e 3
la] el
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1.5 pav. Bendra flavonoidy struktiira [44]

Pagal pirano Ziedo skirtumus flavonoidus galima suskirstyti j $eSias grupes arba Seimas: flavonoliali,
flavonai, flavan-3-oliai, antocianidinai, flavanonai, izoflavonai. Kiekvienoje §eimoje atskiri junginiai
skiriasi savo hidroksilinimo bei Ziedy A ir B metilinimo modeliu. Pla¢iausiai paplite Brassica $eimos
flavonoidai — flavonoliai ir antocianinai [43].

Flavonoliai yra flavonai, hidroksilinti ties C3 anglies atomu. Jie yra vieni 1§ geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyminciy flavonoidy. Manoma, kad ties C3 esantis OH padidina
flavonoidy radikalo, susidaranc¢io, kai junginys veikia kaip radikaly gaudytojas, stabiluma.
Kryzmaziedziuose augaluose, pagrindiniai flavonoliai yra kemferolis, kvercetinas ir jy glikozidai. Jie
taip pat daznai randami acilinti skirtingomis hidroksicinamono rtigstimis [44].

Tai patvirtino, E. Koh ir bendraautoriai, kurie 2009 m. atliktame tyrime su 80 komerciniy brokoliy
méginiy, aptiko didelius kiekius kvercetino ir kemferolio, sie svyravo atitinkamai 0,03-10,85 ir 0,24-
13,20 mg/100 g sviezios masés, o bendras fenolinis aktyvumas svyravo nuo 48,15 iki 157,77 mg/100
g Sviezios masés [45]. X. Wu ir bendraautoriai 2019 m. [46] taikydami ESC-MS biidg patvirtino 2009
m. atlikto E. Koh tyrimo rezultatus [45], nustatydami, jog brokoliy Zaliavoje i$ tiesy gausu kvercetino
ir kemferolio, be to, buvo nustatyti septyni kemferolio glikozidai ir vienas kvercetino glikozidas. 2021
m. Y. Duan atlikto tyrimo metu [47], buvo siekta jvertinti brokoliy lapuose ir Zieduose kaupiamus
kemferolio ir kvercetino kiekius. Jy kiekis buvo jvertintas po riigstinés glikozidy hidrolizés. Tyrimo
metu buvo pastebéti dideli kemferolio ir kvercetino kiekio skirtumai. Nustatyta, jog brokoliy lapai
sukaupé daugiau kemferolio (274,3 pg/g Sviezios masés) nei kvercetino (32,2 ug/g Sviezios maseés).
Brokoliy ziedynuose, kemferolio ir kvercetino kiekis buvo mazesnis nei lapuose [47]. Sie flavonoliai
laikomi stipriais antioksidantais, nes apsaugo lgsteles nuo laisvyjy radikaly sukeltos Zalos [48].
Pasinaudojus ESC-DAD metodu pipirnés séklose buvo nustatyti 1,82 mg/g kemferolio bei 2,81 mg/g
kvercetino (flavonoliai) [49]. Daugelis atlikty moksliniy tyrimy patvirtina, kad flavonoliai apsaugo
nuo vézio, diabeto, opy ir osteoporozeés ir aterosklerozés, nes slopina mazo tankio lipoproteiny (MTL)
oksidacija [43, 44, 48].

Taip pat labai svarbi flavonoidy grupé — antocianidinai, kurie turi OH grupe prie C3 bei dvi dvigubas
jungtis ziede C (zr. 1.5 pav.). Dél $iy struktiiriniy savybiy jie yra vieninteliai joniniai flavonoidai.
Pagrindinis antocianidiny karkasas yra flavilio katijonas, suteikiantis Siems flavonoidams unikaliy
savybiy: jie sudaro didziausig ir bene svarbiausig vandenyje tirpiy augaliniy pigmenty grupe [43]. Jie
susije su augaly apsauga nuo UV spinduliuotés, taip pat atlieka svarby vaidmenj pritraukiant
apdulkinancius vabzdZius. Antocianiny cheminé struktiira lemia stabilumg, spalvos intensyvumg ir
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galimg biologinj aktyvumg [43]. Labiausiai kryzmaziedziuose augaluose paplites antocianinas —
cianidinas [8].

1.5.2.2. Fenolinés ragstys

Neflavonoidy grupei priklauso fenoliniai junginiai su labai jvairia chemine struktiira, dauguma jy yra
mazesni ir paprastesni uz flavonoidus. Svarbiausia neflavonoidy grupé — fenolinés riigStys, kuriose
yra viena fenilo grupé, pakeista viena karboksilo grupe ir viena ar daugiau OH grupiy. Fenolinés
rugstys gali buti toliau skirstomos j hidroksibenzenkarboksirtigstis, hidroksicinamono riigstis ir kitas
hidroksifenilo riigstis (acto, propano ir kt. riigstis), kurios skiriasi grandinés, kurioje yra karboksilo
grupé, ilgiu. Hidroksibenzenkarboksirlig§tys retai aptinkamos laisvos formos, jos dazniausiai
randamos glikozilintos, susietos su mazomis organinémis ragstimis (chino, maleino ar vyno
rugsStimis) arba suriStos su augaly lgsteliy strukturiniais komponentais (celiulioze, baltymais ar
ligninu). Kiti jprasti hidroksibenzenkarboksiriigsties dariniai yra hidroksibenzenkarboksirtigsties
aldehidai, tokie kaip vanilinas (gaunamas i§ vanilo riigsties). Hidroksicinamono riigstys turi C6-C3
(fenilpropanoido) bazinj skeletg [42, 43, 44].

Pagrindinés Brassica darzoviy hidroksicinamono ragstys yra (p)-kumaro riigstis, kavos rugstis bei
metilintos jy formos — ferulo ir sinapo ragstys. Taciau, kaip ir kitos fenolinés ragstys,
hidroksicinamono riigStys yra susietos su kitomis molekulémis. Augaliniame maiste gausiausias
hidroksicinamono riigsties darinys — kavos ir chino riigsciy esteris, pavadintas chlorogenine riig§timi
(5-kofeoilchinino riigstis). Yra Zinoma, kad Zieminiy rapsy veisliy (lot. Brassica napus var. oleifera)
séklose gausiausiai aptinkami  fenoliniai junginiai — sinapo rugSties dariniai, (p)-
hidroksibenzenkarboksirtigstis, vanilo, protokatecho, siringo, (p)-kumaro, ferulo, kavos ir chlorogeno
ragstys [6, 20]. 2018 m. S. Naz ir kolegy atliktame tyrime rapsy lapuose buvo nustatytos keturios
hidroksicinamono riigstys (kavos, (p)-kumaro, ferulo ir sinapo rugstis) [21]. 2021 m. atlikto tyrimo
metu taikant LC/MS analize, buvo tiriami pipirnés kaliaus kulttry etanoliniai ekstraktai [50]. LC/MS
analizé parodé, kad pipirnés lapy kaliaus kultiry (auginty MS terpéje papildytoje 1 mg/ml 2,4-D
augimo reguliatoriumi) ekstraktuose gausu sinapo raigsties, chlorogeno ragsties ir (p)-kumaro riigsties
[50].

1.6. Antriniy metabolity vaidmuo

Ankstesniame skyriuje i$vardinti ir kiti, augaluose sintetinami antriniai metabolitai, atlieka labai
svarby vaidmenj. Augaluose ROS susidaro augalg veikiant biotiniams ir abiotiniams veiksniams,
kurie sutrikdo lasteléje vykstancius metabolizmo procesus ir sukelia oksidacinj lgstelés stresg [43].
MedzZiagos, mazinancios biologiniy molekuliy oksidacines paZaidas, vadinamos antioksidantais.
Antioksidantai lasteléje sudaro sudétingg antioksidacing sistema, kurios pagrindinis tikslas —
uztikrinti laisvyjy radikaly modifikacija, suri§ima, slopinimg arba suardyma. Laisvieji radikalai yra
zalingi tiek augalams, tiek ir zmogaus organizmui. Kai antioksidaciné sistema i$sibalansuoja, ROS
sukeltos grandininés reakcijos sutrikdo organizmo ir lgsteliy veikla, dél ko atsiranda jvairiis
susirgimai [43, 44, 45].

Antioksidacing 1astelés apsaugg sudaro [43]:

e antioksidaciniai fermentai (superoksido dismutaze, katalaze, glutationo peroksidaze);
¢ mazos molekulinés masés junginiai, prijungiantys laisvuosius radikalus.
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Mazos molekulinés masés junginiai (redukuotas glutationas, a-tokoferolis, karotenoidai, fenolinés
rugstys, flavonoidai, taninai ir kt.) ne tik apsaugo skirtingus Iastelés komponentus nuo oksidaciniy
pazeidimy, bet taip pat atlieka svarby vaidmenj augaly augime ir vystymesi, reguliuvodami lgsteliy
procesus, tokius kaip mitoze, lasteliy pailgéjimas, senéjimas ir lgsteliy mirtis. Antioksidanty gausu
vaisiuose ir darzovése [1, 44].

1.7. Brokoliy augalinés Zaliavos panaudojimas

Brokoliai yra itin svarbus gliukozinolaty $altinis, taciau Sie augalai svarbas ir ekonomine prasme.
Pasaulyje kasmet uzauginama daugiau nei 21 milijonas tony brokoliy [2]. Ta¢iau bloga derliaus
nuémimo praktika sukelia augalinio maisto vizualinés kokybés suprastéjimag, todél jie tampa
netinkamais vartoti. Apskaiciuota, kad iki 35 % iSaugintos kultiiros prarandama dél netinkamos
derliaus nuémimo praktikos. Taciau susidariusios atliekos — geras bioaktyviy junginiy $altinis, kurie
gali bati iSskiriami, gryninami ir panaudojami jvairiose pramonés Sakose. Labai svarbu, atrasti
alternatyva, kaip panaudoti nebetinkamg vartojimui derliy ir kompensuoti patirtus didelius
ekonominius nuostolius [51, 52]. Brokoliai dél dideliais Kiekiais Sintetinamy ir kaupiamy
gliukozinolaty gali buti panaudojami maisto papildy gamybai.

Magistro projekte rekomendacijy dalyje pateikta sitiloma principiné aparatiiriné schema, kaip
gliukozinolatus isskirti i§ brokoliy kaliaus kulttiry in vitro, maisto papildy gamybai (Zr. 4 skyriy).

Mokslinéje literatiiroje aprasyti brokoliy ekstrakty gavimo metodai, apima sudétingy ekstrahavimo
tirpikliy sistemy panaudojimg [53, 54]. Pavyzdziui, gliukozinolaty iSskyrimui ir jy gryninimui J.
Fahey ir bendraautoriai [54] panaudojo prieSprieSiniy sroviy chromatografija, kurioje eliuentu
pasirinktas labai polinis 1-propanolio-acetonitrilo-amonio sulfato vandens misinys (santykiu
1:0,5:1,2:1). Autoriai nurodé >95%, gliukozinolaty i§ brokoliy zaliavos, ekstrakto grynuma [54].

Nors brokoliai, neatitinkantys kokybés standarty — vertingas gliukozinolaty $altinis, vis dar vykdomi
vairiis tyrimai siekiant i$siaiskinti, kaip galima padidinti Siy bioaktyviy medziagy koncentracijg
augalingje zaliavoje. Moksliniai tyrimai atskleidzia, kad brokoliai patyre abiotinj stresa gali kaupti
didesnius fitocheminiy medziagy kiekius [36]. 2016 m. D. Villarreal-Garcia ir bendraautoriai pranesé
apie intensyvy gliukozinolaty kaupimasi apdorojus sveikus ir pazeistus brokoliy méginius elicitoriais
(etilenu ir metilzasmonatu) [51]. Taigi, buvo nustatyta, kad i$ abiotinio streso paveikty brokolio
audiniy atlikus efektyvias i§skyrimo ir gryninimo procediiras, galima isgauti didesnius gliukozinolaty
kiekius [51, 53].

25



1.8. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Kryzmaziedziai augalai yra ne tik puikus maisto medziagy, bet ir fitocheminiy junginiy Saltinis.
Brokoliuose (lot. Brassica oleracea var. Italica), rapsuose (lot. Brassica napus L.) ir pipirnéje (lot.
Lepidium sativum L.) kaupiami bioaktyviis junginiai ne tik prisideda prie augalo apsaugos sistemos,
padédami prisitaikyti prie kintanc¢iy nepalankiy aplinkos salygy ar apsaugodami augalg nuo kenkejy,
patogeny ir kt., bet ir suteikia naudg Zzmogui ir jo sveikatai. Kryzmaziedziuose kaupiami fitocheminiai
junginiai plac¢iai naudojami jvairiose pramongs srityse: vaisty, dazikliy, maisto papildy, biopesticidy,
kosmetikos, agrochemijos produkty gamyboje.

Fitocheminiai junginiai pramoniniam naudojimui daznai iSgaunami i§ natiiraliomis sglygomis
auganciy augaly, dél ko susiduriama su tam tikromis problemomis. Nattiralioje aplinkoje augantys
augalai pasizymi létu augimu, létesne fitocheminiy junginiy biosinteze, augdami jie susiduria su
nepalankiomis aplinkos salygomis, dél ko gali kisti Siy bioaktyviy junginiy kiekis augalinéje
zaliavoje. Taip pat susiduriama su ribotu fitocheminiy junginiy prieinamumu ir sudétinga Siy
cheminiy junginiy sinteze.

Magistro  baigiamajame darbe fitocheminiy junginiy panaudojimui siiloma pritaikyti
biotechnologines strategijas: suformuoti kaliaus kulttiras in vitro bei praturtinti Sias kultiiras didesnés
pridétinés vertés bioaktyviais junginiais pritaikius elicitavimo procedirg. Tyrimo tikslas buvo
jvertinti pasirinkty elicitoriy poveikj brokoliy, rapsy, pipirniy kaliaus kultGry in vitro
antioksidaciniam ir fitocheminiam aktyvumui ir palyginti su tiriamyjy augaly in vivo kultGromis.
Siam tikslui pasiekti tiriamyjy augaly kaliaus kultiiros buvo kultivuojamos maitinamojoje terpéje
papildytoje augimo reguliatoriais bei 25 ir 50 umol/l salicilo riigsties ir metilzasmonato elicitoriais.

Taigi, Siuolaikinéje visuomengje sparciai augant natiiraliy fitocheminiy junginiy paklausai reikalinga
technologija uztikrinanti pastovig ir didel¢ sukaupty antriniy metabolity koncentracija tiksliniuose
augaluose ar jy kulttrose.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Tyrimy objektas

Apzvelgus moksling literatiirg, kaip tiriamieji objektai buvo pasirinkti kryzmaziedziy (lot.
Cruciferae) Seimos augalai. Tyrime naudotos brokolio (lot. Brassica oleracea var. Italica), rapsy (lot.
Brassica napus L.) ir pipirnés (lot. Lepidium sativum L.) komercinés séklos, sickiant jvertinti Siy
augaly fitocheminj, antoksidacinj ir antibakterinj aktyvumg. Tiriamasis mokslinis darbas buvo
atliktas Kauno technologijos universiteto, Cheminés technologijos fakulteto, Biotechnologijos

laboratorijoje.

2.2. Tyrimy eiga

Rengiant tiriamajj projekta, iSsikeltas tikslas ir uzdaviniai buvo jgyvendinami pagal Zzemiau pateikta

schema:

KryZzmaziedZiy
augaly sékly
sterilinimas

{

KryZzmaziedZiy s e o .

augaly kultivavimas <—— Mltyhmcj terpés
in vitro salygomis paxnosimas

4

KryZzmazZiedZziy Mitybinés terpés

augaly kaliaus @ — papildytos

kultiry formavimas fitohormonais ir

1 elicitoriais paruoSimas

Antioksidacinio

aktyvumo
jvertinimas
4 4
Fenoliniy junginiy Fenoliniy rugsciy
koncentracijos koncentracijos
jvertinimas jvertinimas
4 4 1 13
Baltymy L-prolino Gliukozinolaty Chlorofi.lo ‘_" wix
koncentracijos | = koncentracijos koncentracijos karotmm(?}!
jvertinimas jvertinimas jvertinimas koncentrackios

jvertinimas

2.1 pav. Tiriamojo projekto tyrimy atlikimo schema

2.3. Tyrimy metu naudota jranga

Tyrimuose naudotos jrangos sgrasas:

No ok wbdE

Autoklavas ,,CertoClav*;

Centrifuga ,,Universal 320R*“, HETTICH,;

Mikrocentrifuga ,,D-6015 Mini Centrifuge®, neoLab;

Laminaras ,,BV-100 Laminar Flow Cabinet®, Telstar;

pH-metras, ,,WinLab*

Spektrofotometras ,,UV-1280 UV-VIS Spectrophotometer*, Shimadzu;
Svarstyklés, ,,ATX84“, Shimadzu;
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8. Kiratytuvas ,,ZX3“, VELP Scientific;

9. Distiliatorius ,,Elix Type 2 Water Purification Systems®, Merc;

10. Termostatas, ,,Binder;

11. Termostatas, ,,Memmert IN55%;

12. Termostatuojama vandens vonelé ULTRATHERM , BWT-U*, Biosan;

13. Termostatuojamas kratytuvas Environmental Shaker-Incubator ,,ES — 20%, Biosan.

2.4. Tyrimy metu naudoti reagentai

Tyrimuose naudoty reagenty sarasas:

. C2HsOH (70 %);

. NaOH (0,1 M);

. Fosfatinis buferis (0,2 M; pH=6,6);

. K3[Fe(CN)g] (1 %);

. Trichloracto riigstis (10 %);

. FeCl3 (0,1 %);

. DPPH’;

. ABTS" (2 mM);

. K2S2058 (0,17 mM);

10. Fosfatinis buferis (20 mM; pH=7,4);
11. Acetatinis buferis (300 mM; pH=3,6);
12. TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) (10 mM);
13. HCI (40 mmoll);

14. FeCl3-6H20 (20 mmol/l);

15. DTT (ditiotreitolis) (1 mM);

16. Fenilmetilsulfonilfluoridas (0,5 mM);
17. DMSO (dimetilsulfoksidas);

18. Polivinilpirolidonas;

19. Bradfordo reagentas;

20. Tris-HCI buferis (200 mM, pH=7,8);
21. L-metioninas (100 mM);

22. Nitromélynasis tetrazolis (540 uM);
23. Tritonas X-100 (0,1 %);

24. Riboflavinas (300 pM);

25. Tanino rugsties tirpalas (0,25 mg/ml);
26. Na,COs (7,5 %);

27. Folin-Ciocalteu‘o reagentas;

28. Acetonas (70 %);

29. Kvercetinas (1 mg/ml);

30. C2HsOH (80 %);

31. AICl3 (2 %);

32. CH30H.
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2.5. Sékly sterilinimas

Rapsy (lot. Brassica napus L.) séklos sterilintos, laminaro sglygomis, mirkant sé¢klas 3 min 70 %
C2HsO0H tirpale. CoHsOH tirpalg nupylus, séklos toliau sterilintos 10 % NaClO tirpalu — 10 min. Po
sterilinimo, séklos 3 kartus plautos steriliu distiliuotu vandeniu.

Brokoliy (lot. Brassica oleracea var. Italica) séklos sterilintos 70 % C2HsOH — 90 s, 0,1 % HgCl> —
12 min ir 3 kartus plautos steriliu distiliuotu vandeniu.

Pipirnés (lot. Lepidium sativum L.) séklos sterilintos 70 % C2HsOH — 90 s, 0,1 % HgCl> — 10 min.
Atlikus sterilinima, séklos 3 kartus plautos steriliu distiliuotu vandeniu.

Séklos buvo sodinamos j Petri 1éksteles steriliomis sglygomis (laminare). Laminaras sterilintas
ultravioletiniais spinduliais bei etanoliu (70 %).

2.6. Augaly lasteliy maitinamosios terpés paruoSimas ir kultivavimo salygos

Augaly lgsteliy kulttiros kultivavimui biitina uztikrinti optimalias salygas, t. y. optimali maitinamoji
terpé bei optimali §viesa ir temperatiira.

Po atliktos literattiros analizés, kryzmaziedziy augaly sékly kultivavimui buvo pasirinkta MS terpé,
kurios sudétis nurodoma 1 priede. Maitinamoji terpé buvo sudaryta i§ makroelementy,
mikroelementy, geleZies $altinio, organiniy priedy ir anglies $altinio. Si terpé pasizymi auksta nitraty,
kalio ir amonio jony koncentracija. 2.1. lenteléje nurodyti reagentai ir jy kiekis, kurie buvo naudojami
MS terpés paruoSimui.

Maitinamoji terpé buvo sterilizuota autoklave 120 °C temperattroje 15 min, esant 0,75—1 atm. slégiui.
Eksperimento metu tiriamyjy augaly kultivavimas buvo vykdomas 20-22 °C temperatiiroje,
fotoperiodo trukmé — 24 val. Optimalus MS terpés pH 5,7-5,8, kuris buvo reguliuotas su 0,1 M NaOH
ir 0,1 M H>SOa. Eksplantai reguliariai, kas ménesj, buvo perkelti j §vieZig maitinamaja terpe, siekiant
uztikrinti pastovy maistiniy medziagy kieki reikalingg augalams. Atsizvelgus | tiriamuosius augalus,
tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry terpé buvo papildyta skirtingy riisiy ir kiekiy fitohormonais.

2.1 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i$ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekiai, reikalingi 1 1 terpés
Makroelementai 50 ml
Mikroelementai 5ml
Fe-EDTA 5ml
Organiniai priedai 5ml
Sacharozé 30g
Agaras 50

2.7. Augimo reguliatoriy paruosSimas

Mitybinés terpés papildymas augaly reguliatoriais, buvo vykdomas siekiant uZztikrinti ir pagerinti
augaly lastelése vykstancius procesus. Pradinis tiriamosios medziagos (0,1 mg/ml) tirpalas buvo
ruoSiamas 100 ml kolboje, 2-5 ml distiliuoto vandens istirpinus 10 mg tiriamojo junginio. Istirpus
tiriamajam junginiui, tirpalas buvo skiedziamas iki 100 ml Zymos. Reikalingas paimti tiriamyjy
medziagy tirpalo tiris apskai¢iuotas pagal (2.1) formulg:
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_ Cgatutine "V

X ; (2.1)

Cpradiné
X —reikalingas paimti tirpalo turis i§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamaja medziaga, ml;
Coalutine — reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;
V — praskiedimo turis, I;
Chpradine — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamgja medziaga, koncentracija, mg/ml.

Tyrimui buvo paruoStos 8 terpés, kurios tarpusavyje skyrési augimo hormony sudétimi bei
koncentracija (zr. 2.2 lentelg). Jos buvo naudojamos tiriamyjy augaly kaliaus kultiry in vitro
kultivavimui.

2.2 lentelé. Tyrimui paruosty terpiy sudétis

Terpés nr. Terpés sudétis
1 terpé MS
2 terpé MS + (2 mg/l) BAP + (0,2 mg/l) 2,4-D
3 terpé MS + (2 mg/l) BAP + (0,2 mg/l) 2,4-D + (25 pmol/l) salicilo rigsties
4 terpé MS + (2 mg/l) BAP + (0,2 mg/l) 2,4-D + (50 pmol/l) salicilo rigsties
5 terpé MS + (2 mg/l) BAP + (0,2 mg/l) 2,4-D + (25 umol/l) metilZasmonato
6 terpé MS + (2 mg/l) BAP + (0,2 mg/l) 2,4-D + (50 umol/l) metilZasmonato
7 terpé MS + (10 mg/l) ZnO-ND
8 terpé MS + (0,75 g/l) metionino

2.8. KryZmaziedziy augaly antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
2.8.1. Redukciniy savybiy nustatymas

Ekstrakto paruoSimas: pasveriama 0,1 g iSdZiovintos augalinés medziagos. Augaliné medZziaga
ekstrahuojama 5 ml metanoliu 30 min termostatinéje voneléje, 45 °C temperatiiroje. Gautas ekstraktas
buvo centrifuguojamas 9000 aps/min grei¢iu, 4 °C temperatiiroje 5 min. Véliau surenkamas gautas
supernatantas ir naudojamas tyrimui.

Tiriamojo tirpalo paruo$imas: i§ surinkto pradinio ekstrakto (20 mg/ml) supernatanto paruosti keliy
koncentracijy (10, 5, 2,5 mg/ml) tirpalai, kurie buvo praskiesti metanoliu iki 0,5 ml.

Redukciniy savybiy jvertinimas: j 0,5 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty méginius, buvo jpilta 1,25
ml (0,2 M; pH=6,6) fosfatinio buferio bei 1,25 ml Kz[Fe(CN)e]. Tirpalai sumaisyti ir misiniai
inkubuoti vandens voneléje 50 °C temperatiiroje 20 min. | pasildytus méginius buvo pridéta 1,25 ml
10 % trichloracto rtig§ties, misiniai sumaisyti ir centrifuguoti 4 °C 10 min 9000 aps/min greiciu.
Gautas supernatantas buvo sumaisSytas su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 % FeCls.

Kontrolinio méginio paruoSimas: mégintuvélyje buvo sumaisyta 1 ml (0,2 M; pH=6,6) fosfatinio
buferio ir 1 ml K3[Fe(CN)s].

Paruosty tirpaly Sviesos sugertis buvo matuojama spektrofotometru 700 nm bangos ilgyje.
2.8.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g isdziovintos, susmulkintos augalinés medziagos buvo supiltas j 10 ml
mégintuvéll. Augaliné medziaga buvo uzpilta 5 ml metanoliu ir termostatingje voneléje 45 °C
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temperataroje 30 min buvo vykdoma ekstrakcija. Gautas augalinis ekstraktas centrifuguotas 4 °C
temperatiiroje 10 min 9000 aps/min greiciu, o gautas supernatantas naudotas tyrimui.

FRAP reagento paruoSimas: j 30 ml mégintuvélj jpilama 20 ml (300 mM) acetatinio buferio, 3 ml (10
mM) TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazino) ir 3 ml (20 mmol/l) FeCls-6H20.

Tiriamojo tirpalo paruoSimas: 20 pl pradinio ekstrakto buvo sumaiSyta su 80 pl metanoliu. Véliau,
tirpalai buvo sumaisyti su 3 ml FRAP reagentu.

Kontrolinio tirpalo paruo$imas: j 10 ml mégintuvéelj buvo jpilta 100 ul metanolio ir 3 ml FRAP
reagento.

Kalibravimo kreivé paruosimas: ruosti FeSO4-7H20 skirtingy koncentracijy (5, 10, 15, 20, 25 umol/l)
tirpalai, kurie véliau buvo sumaiSyti su 3 ml FRAP reagentu ir praskiesti su distiliuotu vandeniu iKi
10 ml.

Paruosty tirpaly Sviesos sugertis buvo iSmatuota spektrofotometru. Kryzmaziedziy augaly
antioksidacinio aktyvumo reik§mé apskai¢iuojama pagal Fe(IT), umol/l kalibracing kreive.
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2.2 pav. FeSOq kalibraciné kreivé
2.8.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Etaloninio DPPH tirpalo paruosimas: 0,0024 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo buvo istirpinta
metanolyje, tirpalas praskiestas metanoliu iki 100 ml.

Ekstrakto paruoSimas: 0,2 iSdZiovintos, susmulkintos augalinés medziagos buvo suberta j 10 ml
mégintuvélj. Augaliné zaliava buvo uzpilta 2 ml metanoliu ir homogenizuota 10 min. Homogenatas
centrifuguotas 4 °C temperattiroje 9000 aps/min grei¢iu 10 min, 0 supernatantas surinktas ir naudotas
tyrimui.

Tiriamojo tirpalo paruo§imas: j mégintuveélj jpilta 0,077 ml (100 mg/ml) paruosto ekstrakto ir 3 ml
etaloninio DPPH tirpalo.

Palyginamojo tirpalo ruoSimas: j mégintuvélj jpilta 0,077 ml metanolio ir 3 ml etaloninio DPPH

Tiriamojo bei palyginamojo méginiy tirpalai buvo sumaisyti ir laikyti tamsoje 15 min. Véliau buvo
iSmatuota paruosty reakcijos misiniy Sviesos sugertis spektrofotometru 515 nm bangos ilgyje.
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Kryzmaziedziy augaly antioksidacinés savybés buvo apskaiciuotos pagal (2.2) formule:

. - A ; is— Atiriamasi
DPPH radikalo slopinimas (%) = —ginamasts “tiiamasts . 1(() o ; (2.2)
Apalyginamasis
Atiriamasis — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis;
Avpalyginamasis — palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis.

2.8.4. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

ABTS radikalo tirpalo paruoSimas: 10 mg (2 mM) ABTS buvo istirpintas 10 ml (20 mM; pH=7,4)
fosfatinio buferio, kuris buvo paruostas su (0,17 mM) K2S20s. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimui
paruostas pradinis ABTS tirpalas buvo skiedziamas (20 mM; pH=7,4) fosfatiniu buferiu, kad tirpalo
Sviesos sugertis buty lygi A=0,9.

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g iSdZiovintos augalinés medziagos buvo sumaisSyta su 5 ml metanoliu.
Ekstrakcija buvo vykdyta termostatingje vonelgje 45 °C temperatiiroje 30 min. Ekstraktas
centrifuguotas 4 °C temperatiiroje 9000 aps/min grei¢iu 10 min. Gautas supernatantas surinktas ir
naudotas tyrimui. | 0,5 ml ekstrakta buvo jpilta 1,7 ml fosfato buferio (20 mM) ir 0,3 ml praskiesto
ABTS tirpalo. Kaip kontrolinis méginys buvo naudotas (20 mM; pH=7,4) fosfatinis buferis, o kaip
palyginamasis — praskiestas ABTS tirpalas.

Paruosty tirpaly Sviesos sugertis buvo matuota 734 nm bangos ilgyje. Pagal (2.3) formule
apskaiciuojamas ABTS radikalo slopinimas (%):

ABTS slopinimas (%) = 2pavginamasis™ deiriamasis ., 1)) oy - (2.3)

Apalyginamasis

Aviriamasis — tiriamojo tirpalo §viesos sugertis;
Apalyginamasis — palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis.

2.8.5. Antioksidacinio fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo nustatymas

Ekstrakto paruoSimas: 0,1 g susmulkintos augalinés zaliavos ir tirpiy baltymy ekstrakcija buvo
vykdyta 0,066 M K/Na fosfatiniame buferyje (pH=7,4) 4 ml tiryje, turin¢iame 1 mM ditiotreitolio
(DTT), 0,5 mM fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1 mg polivinilpirolidono.
Meéginys maiSytas kratytuve 10 min 25 °C temperatiiroje. Véliau, méginys centrifuguotas 4 °C
temperatiroje 9000 aps/min grei¢iu 10 min, 0 gautas supernatantas surinktas ir dar kartg
centrifuguotas ,,Eppendorf mégintuvéliuose.

Baltymy koncentracijos nustatymo tiriamojo méginio paruoSimas: 200 pl méginio (supernatanto)
buvo sumaiSyta su 2 ml Bradfordo reagento. Kaip kontrolinis méginys, buvo naudotas 200 ul 0,066
M K/Na fosfatinio buferio (pH=7,4) ir 2 ml Bradfordo reagento misinys. Tiriamojo méginio $viesos
sugertis buvo iSmatuotas spektrofotometru 595 nm bangos ilgyje. Baltymy koncentracijos nustatymui
tiriamojoje augalin¢je zaliavoje buvo ruosiama baltymy kalibravimo kreivé pagal albuming.

Kalibravimo kreivés sudarymas pagal albuming: 25 mg albumino buvo istirpinta 25 ml vandens. 1§
pradinio tirpalo buvo imami Zinomo tiirio méginiai ir skiedZiami iki 10 ml distiliuotu vandeniu (Zr.
2.3 lentele).
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2.3 lentelé. Kalibracinés kreivés sudarymui naudoti reagentai ir jy kiekiai

Mégintuvélio | Pradinio albumino tirpalo taris, Distiliuoto vandens turis, Iki 10 ml skiesto tirpalo
nr. ml ml koncentracija, mg/ml
1 0,2 9,8 0,02
2 0,4 9,6 0,04
3 0,6 9,4 0,06
4 0,8 9,2 0,08
5 1,0 9,0 0,1
6 1,2 8,8 0,12
7 1,4 8,6 0,14
8 1,6 8,4 0,16
9 18 8,2 0,18

Kalibracinés kreivés sudarymui j kontrolinj mégintuvelj buvo jpilta 0,2 ml distiliuoto vandens. Véliau
} visus mégintuvélius buvo jpilta 2 ml Bradfordo regento. Méginiai sumaisyti ir iSmatuota méginiy
Sviesos sugertis spektrofotometru 595 nm bangos ilgyje. Pagal gautus rezultatus buvo sudaryta
kalibravimo kreivé (zr. 2.3 pav.).
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2.3 pav. Kalibraciné kreivé pagal albuming

SOD aktyvumo nustatymui tiriamojo tirpalo paruosimas: j 40 ul fermentinio preparato, buvo jpilta
400 pl 200 mM Tris-HCI buferio (pH=7,8), 200 pul 100 mM L-metionino, 200 ul 540 uM
nitromeélynojo tetrazolio, 500 pl 0,1% Tritono X-100 ir 20 pl 300 uM riboflavino bei 620 pl distiliuoto
vandens. Kontrolinis méginys ruostas, kaip ir tiriamasis, tik be fermentinio preparato. Véliau
tiriamasis ir kontrolinis tirpalai buvo ap§viesti liuminescencinémis lempomis 30 min. Po 30 min buvo
iSmatuota Siy tirpaly Sviesos sugertis 560 nm bangos ilgyje.

SOD aktyvumas (vnt./mg) apskai¢iuojamas pagal (2.4) formule:

E(k)
_odEg .

" log2-m'’ (2.4)
A — fermento aktyvumas (vnt./mg);

Ek— kontrolinio méginio Sviesos sugertis;

Et— tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis;

m — baltymy koncentracija i$ kalibravimo kreivés (mg/ml).
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2.9. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folin-Ciocalteu metodu

Ekstrakto paruoSimas: 0,05 g sausos, susmulkintos augalinés medziagos buvo sumaiSoma su 10 ml
acetono (70 %) tirpalu. Ekstrakcija vykdyta termostatuojamame kratytuve 20 min 25 °C
temperattiroje. Gautas ekstraktas centrifuguotas 4 °C temperatiiroje 10 min 9000 aps/min greiciu.
Supernatantas surinktas ir toliau naudotas tolimesniems tyrimams.

1 M Folin-Ciocalteu reagentas paruoSstas: praskiedziant komercinj reagenta (2 M) su distiliuotu
vandeniu santykiu 1:1. Praskiestas tirpalas laikytas kolboje apsaugant nuo §viesos.

Tiriamojo tirpalo paruoSimas: 50 ul paruosto ekstrakto praskiesta distiliuotu vandeniu iki 500 pl.
Tuomet jpilta 250 ul 1 M Folin-Ciocalteu reagento ir 1,25 ml 7,5 % NaxCOs tirpalo. Tirpalas
sumaisytas Kratytuvu ir laikytas 40 min tamsoje kambario temperatiiroje.

Kontrolinio méginio paruoSimas: 50 pl acetono (70 %) tirpalas praskiestas distiliuotu vandeniu iki
500 pl. Tuomet jpilta 250 ul 1 M Folin-Ciocalteu reagento ir 1,25 ml 7,5 % Na,COs tirpalo. Tirpalas
sumaisytas kratytuvu ir laikytas 40 min tamsoje kambario temperatiiroje.

Kalibravimo kreivei, standartinis tanino raigsties tirpalas (0,1 mg/ml) buvo paruostas: 25 mg tanino
ragsties iStirpinant 25 ml distiliuoto vandens ir praskiedZiant distiliuotu vandeniu santykiu 1:10.

Kalibravimo kreivés paruosimas: 0,0; 20; 40; 60; 80; 100; 120 pl standartinio tanino riigSties tirpalo
buvo sumaisyta su distiliuotu vandeniu, tokiu kiekiu, kad kiekis mégintuvéliuose bity 500 pl. | §j
tirpalg buvo pridéta 250 ul 1 M Folin-Ciocalteu reagento ir 1,25 ml 7,5 % Na>COs tirpalo. Tirpalai
sumaiSyti kratytuvu ir inkubuoti kambario temperatiiroje 40 min tamsoje. Naudojantis kalibravimo
kreive (zr. 2.3 pav.) buvo apskaiciuota tanino rigsties koncentracija tiriamajame méginyje.
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2.4 pav. Tanino ragsties kalibraciné kreivé

Po 40 min buvo iSmatuoti tiriamyjy tirpaly bei kalibracinés kreivés tirpaly Sviesos sugertis 725 nm
bangos ilgyje pries tus¢ig méginj.

Bendra fenoliniy junginiy koncentracija mg/100 mg apskai¢iuojama pagal (2.4) formulg.

-V -100
X =2 (2.4)
n
X —bendra fenoliniy junginiy koncentracija, mg/100mg;
a — tanino ragsties koncentracija, paimta i§ kalibracinés kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
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n — augaliné¢ mas¢, mg.
2.10. Bendrosios fenoliniy riig$¢iy koncentracijos nustatymas

Arnow o reagento paruoSimas: 10 g natrio molibdato ir 10 g natrio nitrito buvo sumaisyti su 100 ml
metanoliu.

Ekstrakto paruos$imas: 0,1 g iSdziovintos ir susmulkintos augalinés zaliavos homogenizuota su 2,5 ml
distiliuoto vandens. Ekstrakcija vykdyta termostatuojame kratytuve 30 min 25 °C temperatiiroje.
Véliau, gautas augalinis ekstraktas 9000 aps/min grei¢iu buvo centrifuguotas 10 min 4 °C
temperatiiroje.

Tiriamojo tirpalo paruoSimas: gautas supernatantas (2 ml) buvo praskiestas distiliuotu vandeniu iki 5
ml. 1 ml praskiesto ekstrakto buvo sumaiSomas su 5 ml distiliuoto vandens, 1 ml HCI (18 g/I), 1 mi
Arnow o reagentu, 1 ml natrio Sarmu (40 g/1) ir praskiestas iki 10 ml distiliuotu vandeniu.

Tiriamyjy tirpaly $viesos sugertis buvo iSmatuota spektrofotometru 490 nm bangos ilgyje. Fenoliniy
rugséiy koncentracija (%) pagal kavos rigstj buvo apskaiciuota naudojantis (2.5) formule:

. , .. A-1,7544
Fenoliniy rugs¢iy koncentracija (%) = . (2.5)

A — Sviesos sugerties reikSm¢;
m — augaliné mas¢, g.

2.11. Flavonoidy koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruoSimas: 0,2 g iSdZiovintos ir susmulkintos augalinés zaliavos maiSoma su 2 ml 80 %
metanoliu parg kratykléje 150 aps/min greiciu. Po islaikymo homogenatas nucentrifuguotas 4 °C
temperatiiroje 4 min 9000 aps/min greiiu supernatantas surenkamas ir naudojamas.

Tiriamojo méginio paruoSimas: j 0,1 ml tiriamojo meéginio jpilama 1 ml 80 % metanolio ir I ml 2 %
aliuminio chlorido. Misinys paliekamas stovéti 30 min ir absorbcija iSmatuojama 415 nm bangos
ilgyje.

Kalibravimo kreivés paruoSimas: kvercetinas (1 mg/ml) iStirpinamas metanolyje. 0,01; 0,02; 0,03;
0,04; 0,05; 0,1; 0,2 ml kvercetino sumaiSomi su 0,15 ml 2 % aliuminio chloridu ir praskiedZiama iki
10 ml su 80 % metanoliu. ISmatuojama Sviesos sugertis 415 nm bangos ilgyje, 1§ gauty rezultaty
sudaroma kalibraciné kreiveé.
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Flavonoidy koncentracija (mg/g sausos mases) apskai¢iuojama pagal kverceting naudojantis (2.6)
formule.

c =27 (2.6)

C1 — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibravimo kreive;
V — ekstrakto pradinis tiiris, ml;
m — augaliné mas¢, g.

2.12. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Ekstrakto paruoSimas: | atskirus mégintuvélius buvo pasverta 0,05 g iSdziovintos augalinés
medziagos, kuri buvo uzpilta dviem atskirais buferiais (1 ir 2) po 1 ml. MiSiniai maisyti
termostatuojamame kratytuve vieng valandg, 0 po to centrifuguoti 4 °C temperatiiroje 9000 aps/min
greiciu 15 min. Gauti supernatantai surinkti ir naudoti tolimesniuose tyrimuose.

Tiriamojo méginio paruo§imas: 200 pl ekstrakto buvo sumaisyta su 2 ml Bradfordo reagento.

Po 2 minuciy buvo iSmatuota tiriamyjy meéginiy Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Baltymy
ekstrakcija buvo vykdyta naudojant du skirtingy pH buferius, siekiant jvertinti, kuris yra tinkamesnis
baltymy ekstrakcijai. Baltymy ekstrakcijai naudoti buferiai:

I. 0,1 M Natrio acetatas (pH = 6,0):
0,1 M CH,COOH;
0,1 M Natrio acetatas;
Il. 0,1 M Natrio boratas (pH = 10);
Abu buferiniai tirpalai turi 0,15 M NaCl

Bendra baltymy koncentracija X (mg/100 mg) apskaiciuota i§ (2.7) formulés:

_a-v-100

X ; (2.7)

n- V]_
a — baltymo koncentracija i§ albumino kalibracinés kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris paimtas praskiedimui, ml;
n — augaliné mase, mg.

2.13. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g iSdziovintos ir susmulkintos augalinés zaliavos sumaiSoma su 10 ml
etanoliu. Iki vientisos masés sumaiSytas miSinys buvo centrifuguotas 9000 aps/min greic¢iu 10 min 4
°C temperatiiroje.

Gauto ekstrakto tiiris iSmatuotas cilindru. Paruosto kryzmaziedziy augaly ekstrakto optinis tankis
iSmatuojamas spektrofotometru, 662 nm, 644 nm ir 441 nm bangos ilgiuose. Misiniai buvo
skiedziami etanoliu, jei jy optinis tankis virsijo 0,8 verte.

Pigmenty koncentracijos apskai¢iuotos pagal (2.8), (2.9), (2.10), (2.11) formules:

C (chlorofilasa (mg 1)) = (9,784 - Dgs2) — (0,99 - Das); (2.8)
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C (chlorofilas b (mg 1”1 )) = (21,426 - Dgas) — (4,65 - De22); (2.9
C (chlorofilas a + chlorofilas b) = (5,134 ' D662) + (20,436 ' D644); (2.10)
C (karotinoidai (mg 1'1)) = (4,695 - Daa1) — (0,268 - C (chiorofilas a + chiorofilas b))- (2.11)

Pigmenty koncentracija mg/100 g apskaic¢iuota pagal (2.12) formule:

X:C-V-V2-100; (2.12)
n-Vy 1000
C — pigmenty koncentracija, mg/l;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto tiiris paimtas praskiedimui, ml;
V> — praskiesto ekstrakto tiiris, ml;
n — augaliné masg¢, g.

2.14. Gliukozinolaty koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruoSimas: 0,1 g iSdziovintos ir susmulkintos kryzmaziedziy augalinés medziagos
sumaisyta su 2 ml 80% metanolio. Sis homogenatas laikytas per naktj kambario temperatiiroje. Po
islaikymo homogenatas nucentrifuguotas 4 °C temperattroje 4 min 9000 aps/min greiciu.

Tiriamojo tirpalo paruoSimas: surinktas supernatantas buvo praskiestas 80% metanoliu iki 2 ml.
Gliukozinolaty nustatymui naudota 100 ul $io ekstrakto, j ji pridéta 0,3 ml distiliuoto vandens ir 3 ml
2 mM natrio tetrachlorpaladato. SumaiSytas miSinys inkubuotas vieng valandg kambario
temperatiiroje.

Po inkubacijos, tirpalo Sviesos sugertis iSmatuota 425 nm bangos ilgyje. Bendras gliukozinolaty
kiekis (umol/g) apskai¢iuotas pagal (2.13) formule:

y =1,40 + 118,86 - Ass (2.13)
A — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis 425 nm bangos ilgyje
2.15. L-prolino koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruos$imas: 100 mg iS§dziovintos ir susmulkintos augalinés zaliavos buvo uzpilta 4 ml
distiliuotu vandeniu. Mégintuvélis su augaline zaliava 3 min kaitintas 95 °C temperatiroje ir
atSaldytas. Procediira kartota tris kartus. Ekstraktas centrifuguotas 10 min 9000 aps/min greiciu 4 °C
temperatiiroje. Gautas supernatantas surinktas ir naudotas tyrimui.

Tiriamojo tirpalo paruos$imas: gautas supernatantas (2 ml) buvo praskiestas distiliuotu vandeniu iki 6
ml. 1 ml praskiesto ekstrakto buvo sumaiSyta su 1 ml acto rtigsties, 1 ml ninhidrininio reagento ir
misinys Kaitintas 1 val. vandens voneléje 37 °C temperatiiroje.

Kalibravimo kreivés paruosimas: L-prolino 0,0011 g istirpinta 10 ml distiliuoto vandens. 0,0; 25; 50;
75; 100; 125; 150; 175 ul paruosto tirpalo (1 mM) sumaiSyta su vandeniu, tokiu kiekiu, kad kiekis
mégintuvelivose bty 1 ml.

Tiriamyjy bei kalibravimo kreivés tirpaly Sviesos sugertis buvo matuota spektrofotometru 520 nm
bangos ilgyje.
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2.6 pav. L-prolino kalibraciné kreivé

L-prolino koncentracija apskaiciuota pagal (2.14) formule naudojantis L-prolino kalibracine kreive
(zr. 2.6 pav.).

E-k-V
Cx — bendras ; (2.14)
N Vpaimta

Cx — prolino koncentracija umol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

k — L-prolino koncentracija, gauta pagal kalibracing kreive (umol);
Vpendras — bendras ekstrakto taris, ml;

Vpaimta — paimto ekstrakto tiris, ml;

n — augalinés Zaliavos kiekis, g.

2.16. Mirozinazés aktyvumo nustatymas

Ekstrakto paruosimas: 50 mg i§dziovinty susmulkinty kryzmaziedziy augaly buvo sumaisyti su 2 ml
distiliuoto vandens. MiSinys homogenizuotas 15 min termostatuojamame kratytuve 25 °C
temperatiiroje ir centrifuguotas 10 min 9000 aps/min grei¢iu. Supernatantas surinktas ir pakartotinai
centrifuguotas ,,Eppendorf mégintuvéliuose.

Tiriamojo tirpalo paruoS§imas: j 2940 pl 80 mM NaCl jpilta 30 ul 20 mM sinigrino tirpalo, miSinys
pasildytas vandens voneléje iki 37 °C temperatiiros. Po to jpilta 30 pl paruosto vandeninio augaly
ekstrakto. Méginys buvo praskiestas iki 10 ml su distiliuotu vandeniu.

Tiriamojo méginio §viesos sugertis buvo matuota spektrofotometru 230 nm bangos ilgyje, pradzioje
ir po 30 min islaikant 37 °C temperatiiroje. Matavimui naudotos kvarcines kiuvetes. Mirozinazés
aktyvumas pateikiamas, kaip hidrolizuoty gliukozinolaty kiekis (mol) per minute, perskaiciuotas 1 g
augalinés medziagos (vnt./g augalo méginio per minutg).

Mirozinazés aktyvumas vnt./g apskaiciuotas i$ (2.15) formulés [55]:

1000 * Vpendras 2 (Ao—Ar) | (2.15)

Aktyvumas (vnt./g) =
Y ( g) ’ Vpaimta E-t
Ao — pradiné Sviesos sugertis;
At — Sviesos sugertis po 30 min;
t — trukmé, min;
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E — ekstinkcijos koeficientas (7500 I/mol-cm);
Vbendras — bendras méginio taris, ml;
Vpaimta — paimto ekstrakto taris, ml;
C — ekstrakto koncentracija (g/ml).
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3. Tyrimuy rezultatai ir ju aptarimas

3.1. Rapsy (lot. Brassica napus L.), brokoliy (lot. Brassica oleracea var. Italica) ir pipirniy (lot.
Lepidium sativum L..) kaliaus kultiiros in vitro

Tiriamojo projekto metu, buvo suformuotos kryzmaziedziy augaly kaliaus kultdros in vitro. Siekiant
suformuoti gausias tiriamyjy augaly kaliaus kultiiras, po atliktos literatiirinés analizés, buvo nuspresta
brokoliy (zr. 3.1 pav.), rapsy bei pipirniy kaliaus kultiiry mitybine terpe papildyti 0,2 mg/l 2,4-D ir 2
mg/l BAP augimo reguliatoriais.
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3.1 pav. Brokoliy lapy, stieby ir Sakny eksplanty kaliaus kulttiros in vitro

Siekiant padidinti biologiSkai aktyviy junginiy biosintez¢ ir koncentracija, tiriamyjy augaly kaliaus
kultirose, buvo pritaikyta viena i§ biotechnologiniy strategijy — elicitavimas. Brokoliy, rapsy bei
pipirniy kaliaus kultiros mitybinés terpés buvo papildytos 25, 50 pmol/l salicilo rugsties ir
metilzasmonato elicitoriais.

3.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

Tiriamyjy kryzmaziedziy augaly kaliaus kultiiry gebéjimui kaupti antioksidacinius bioaktyvius
junginius jvertinti, tiriamojo projekto metu buvo atlikti redukciniy savybiy nustatymo, DPPH, ABTS
radikalo suri$imo, FRAP ir SOD aktyvumo spektrofotometrinés analizés metodai. Kiekvienas
meéginys tiriamajame darbe buvo tiriamas 3 kartus (3 pakartojimai).

3.2.1. Redukciniy savybiy nustatymo metodas

Biologiskai aktyviy junginiy redukciniy savybiy jvertinimui naudotas metodas, kurio metu vertinta
§iy junginiy geba redukuoti Fe®" fericianido kompleksa (Fe[(CN)e]s) iki Fe?* komplekso
(Fe[(CN)e]2). Pridéjus gelezies chlorido tirpalo j reakcijos miSinj, susiformavo mélynos spalvos
kompleksas. Tyrimo metu redukcinés savybes jvertintos spektrofotometriSkai matuojant tiriamyjy
tirpaly Sviesos sugertj. Vykstant reakcijai didéjo tiriamojo miSinio Sviesos sugertis, tai vyko dél
padidéjusio Fe[(CN)e]2 kompleksy kiekio, kas Iémé ir didesnes redukcines savybes [56].

ISanalizavus gautus rezultatus, kurie pateikiami 3.2 pav. matyti, jog brokoliy in vivo ekstraktas
pasizyméjo geriausiomis redukcinémis savybémis (A — 0,211+0,01). Nustatyta, jog mitybinés terpés
papildymas cheminiais elicitoriais nepagerino brokoliy kaliaus kultiiry ekstrakty redukciniy savybiy
ir netgi atvirk§c¢iai — jas sumazino.
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3.2 pav. Brokoliy in vivo ir kaliaus kultary in vitro ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimo rezultatai

I$ pateikty rezultaty (Zr. 3.3 pav.) matyti, kad rapsy in vitro kultaros (MS) ekstrakte nustatytos
geresnés redukcinés savybés (A — 0,227£0,004), nei rapsy kaliaus kultiiros, augintos MS terpéje
papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais, ekstrakte (A — 0,193+0,004).
Ivertinus rezultatus nustatyta, kad papildzius rapsy kaliaus kultliry mitybing terpe 50 umol/I salicilo
ragsties (A — 0,223+0,004) bei 25 umol/l metilzasmonato (A — 0,228+0,01) elicitoriais, ekstrakty
redukcinés savybés padidéjo atitinkamai 15,5 % ir 18,1 %. Lyginant Siy ekstrakty redukcines savybes,
1,5 karto didesnémis antioksidacinémis savybémis (A — 0,317+0,005) pasizyméjo rapsy in Vvivo
ekstraktas.
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3.3 pav. Rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimo rezultatai

Pipirniy in vivo ir kaliaus kultiry in vitro ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimo rezultatai
pateikiami 3.4 pav., kuriuose matyti, jog geriausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo pipirniy
in vivo ekstraktas (A — 0,524+0,008). Pipirniy in vitro kultaros (MS) ekstraktas pasizyméjo 1,5 karto
mazesnémis redukcinémis savybémis (A — 0,341+0,029), lyginant su pipirniy in vivo ekstraktu. I3
gauty rezultaty nustatyta, kad pipirniy kaliaus kultiiros ekstrakty redukcinés savybés padidéjo
papildzius mitybing terpe (25, 50 pmol/l) salicilo rugsties bei (25, 50 pumol/l) metilzasmonato
elicitoriais. Papildzius mitybing¢ terpe 25 umol/l salicilo riig§timi, pipirniy kaliaus kultiiry ekstrakto
redukcinés savybés padidéjo 8,2 % (A —0,198+0,009), o terpe papildzius 50 umol/l salicilo ragstimi
— 32 % (A — 0,242+0,018). Mitybing terpe papildzius 25 pmol/l metilzasmonatu pipirniy kaliaus
kultary ekstrakto antioksidacinés savybés padidéjo 36 % (A — 0,250%0,02), o terpg papildzius 50
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umol/l metilzasmonatu — 16,4 % (A — 0,213£0,014). Geriausiu elicitavimo efektyvumu pasizyméjo
50 pmol/l metilzasmonato elicitorius.
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3.4 pav. Pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimo rezultatai

Lyginant visy tirty augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro rezultatus, matyti jog pipirniy in vivo
ekstraktas pasizyméjo didziausiomis redukcinémis savybémis (A — 0,524+0,008), 2,5 karto
didesnémis nei brokoliy in vivo ekstraktas (A — 0,198+0,01) ir 1,7 karto didesnémis nei rapsy in vivo
ekstraktas (A — 0,317+0,005). Papildzius tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry mitybine terpe cheminiais
elicitoriais teigiamas poveikis nustatytas rapsy ir pipirniy kaliaus kultaroms, o brokoliy Kkaliaus
kultory redukcinéms savybéms pasirinkti elicitoriai teigiamos jtakos neturéjo. Pastebéta, kad didesné
salicilo rugsties koncentracija (50 pmol/l) tur¢jo jtakos geresnéms tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry
ekstrakty redukcinéms savybéms lyginant su mazesne salicilo riigsties (25 umol/l) koncentracija.
Metilzasmonato mazesné (25 pmol/l) koncentracija mitybingje terpéje léme geresnes tiriamyjy
augaly kaliaus kulttry ekstrakty redukcines savybes, nei didesné (50 pmol/l) metilzasmonato
koncentracija.

3.2.2. Antioksidaciniy savybiy jvertinimas FRAP metodu

Kryzmaziedziy augaly antioksidaciniy savybiy jvertinimui buvo naudotas gelezies redukcijos
antioksidacinés jégos (FRAP) metodas. Metodo metu jvertinama biologiSkai aktyviy medziagy,
esanéiy tiriamyjy augaly ekstrakte, geba redukuoti Fe**— 2,4,6-tripiridil-s-triazino kompleksa iKi
Fe?*—2,4,6-tripiridil-s-triazino komplekso (Zr. 3.5 pav.). Tirpale, sudarius riigiting aplinka, bespalvis
Fe3* tirpalas, virsta mélynos spalvos Fe?* tirpalu [56].

“ 7
SN SN

NN NN

N N
_ N/Ll\z - _ N/F1\Z -
[ L N\ ! = = J | N\ ! =
P i
3.5 pav. Fe**— 2,4,6-tripiridil-s-triazino komplekso redukcija iki Fe?*— 2,4,6-tripiridil-s-triazino komplekso

[56]

ISanalizavus gautus rezultatus, kurie pateikiami 3.6 pav. matyti, jog Sie sutapo su brokoliy redukciniy
savybiy jvertinimo metodo rezultatais. Siame tyrime, brokoliy in vivo ekstraktas taip pat pasizyméjo
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geriausiomis antioksidacinémis savybémis (45,34+2,11 umol/l), o 5 kartus mazesnés antioksidacinés
savybés (8,96+0,97 umol/l) nustatytos brokoliy in vitro kultiros (MS) ekstrakte. Suformavus
brokoliy kaliaus kultiiras i§ iSauginty MS terpéje augalo eksplanty, kurios buvo auginamos ant MS
terpés papildytos 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais, Siy augaly ekstrakty
antioksidacinés savybés padidéjo 3 kartus (26,40+2,40 pmol/l). IS gauty rezultaty galima matyti, kad
mitybiné terpés papildymas elicitoriais, nepagerino brokoliy kaliaus kulthry in vitro ekstrakty
antioksidaciniy savybiy.
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3.6 pav. Brokoliy in vivo ir kaliaus kultary in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo FRAP
metodu rezultatai

I$ 3.7 pav. pateikty rezultaty matyti, kad geriausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo rapsy
in vivo ekstraktas (46,83+1,67 umol/l). Rapsy Kkaliaus kultiiros, kuri buvo auginta ant MS terpés
papildytos 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais, ekstraktas pasizyméjo 1,5 karto
didesnémis antioksidacinémis savybémis (26,20+1,64 pmol/l), nei rapsy in vitro kultaros ekstraktas
(17,67+0,62 umol/1). Sio tyrimo metu nustatyta, kad papildZius mitybine terpe cheminiais elicitoriais,
rapsy kaliaus kulttiry antioksidacinis aktyvumas sumaz¢jo nuo 2 iki 6,5 karty.
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3.7 pav. Rapsy in vivo ir kaliaus kultary in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo FRAP metodu
rezultatai

Pipirniy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo rezultatai
pateikiami 3.8 pav. i$ kuriy matyti, kad didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo pipirniy in
vivo ekstraktas (52,76+3,8 umol/l). Pipirniy in vitro kultiros ekstraktas pasizyméjo 2,5 karto
mazesnémis redukcinémis savybémis (20,93£1,05 pmol/l), lyginant su pipirniy in vivo ekstraktu.
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Taciau suformavus pipirniy kaliaus kultiiras, Siy kultiiry ekstrakty antioksidacinis aktyvumas
padidéjo 1,2 karto (25,8142,32 umol/l).
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3.8 pav. Pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo FRAP
metodu rezultatai

I§ pateikty rezultaty matyti, kad papildzius mitybing terpe cheminiais elicitoriais, pipirniy kaliaus
kulttry ekstrakty antioksidacinés savybés sumazéjo 1,6-2,6 karto.

Palyginus tirty kryZzmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidacinj
aktyvumg jvertintg FRAP metodu, i§ gauty rezultaty nustatyta, jog didZiausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizyméjo pipirniy in vivo ekstraktas (52,76+3,8 umol/l), 12,7 % didesniu, nei rapsy in
vivo ekstraktas ir 16 % didesniu nei brokoliy in vivo ekstraktas. FRAP metodo rezultatai parode, jog
visy tiriamyjy augaly suformuotos kaliaus kultiiros sukaupé didesnius antioksidaciniy junginiy
kiekius, nei MS terpéje in vitro salygomis uzauginti augalai. Tiriamyjy augaly kaliaus kultry
mitybinés terpés papildymas (25, 50 pmol/l) salicilo rigsties bei (25, 50 umol/l) metilzasmonato
elicitoriais turéjo neigiamos jtakos, kaliaus kultiiry antioksidacinéms savybéms. Sio tyrimo rezultatai
parodé, kad pasirinkti elicitoriai neigiamai veiké brokoliy, rapsy ir pipirnés kaliaus kulttras.

3.2.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas DPPH metodu

Kryzmaziedziy augaly antioksidacinio aktyvumo jvertinimui buvo naudojamas Kitas
spektrofotometrinis metodas. Sis metodas pagrjstas kryzmaziedziy augaly antioksidaciniy junginiy
geba neutralizuoti 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo (DPPHe) radikalag. Tyrimo metu 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH?e) radikalas (violetinés spalvos) sureagavo su tiriamyjy augaly ekstraktuose
esanciais biologiskai aktyviais junginiais, kurie atidave vieng vandenilio atoma, redukavo DPPHe
radikalg paversdami jj (geltonos spalvos) 2,2-difenil-1-pikrilhidrazinu (zr. 3.9 pav.) [57].

H
@ e @

S

[
Violetinés Geltonos
spalvos spalvos

3.9 pav. Antioksidanto (A-H) reakcija su DPPHe- radikalu [57]
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Geltonos spalvos intensyvumas priklauso nuo antioksidaciniy junginiy koncentracijos tiriamyjy
augaly ekstrakte. Sis metodas daZnai atlickamas laboratorijoje ir itin teigiamai vertinamas dél savo
paprastumo, greito atlikimo, pigumo, taciau vienas i§ pagrindiniy trukumy — tyrimo metu biologiskai
aktyvios medziagos gali sgveikauti su kitais kryzmaziedziy augaly ekstrakte esanciais junginiais, deél
ko gauti rezultatai gali biti klaidingi. Sie stabilas radikalai gali reaguoti su reduktoriais, neturingiais
antioksidacinio aktyvumo, pavyzdziui, DPPHe gali biiti visis$kai redukuojamas j DPPH-H vandenilio
peroksido [58].

Brokoliy in vivo ir kaliaus kultairy in vitro ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimo DPPH
metodu rezultatai pateikiami 3.10 pav.
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3.10 pav. Brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo DPPH
metodu rezultatai

I$ pateikty rezultaty galima pastebéti, jog stipriausiu DPPH« radikalo slopinimu pasizyméjo brokoliy
in vivo ekstraktas (60,1+1,9 %). Brokoliy kaliaus kultiiry ekstraktas pasizyméjo 2 kartais mazesnémis
DPPHe radikalo slopinimo savybémis (9,5£1,9 %), nei brokoliy in vitro kulttiros ekstraktas (19,7+1,2
%). I$ gauty rezultaty nustatyta, kad mitybinés terpés papildymas salicilo rtigsties bei metilZasmonato
elicitoriais, brokoliy kaliaus kulttiry ekstrakty DPPHe radikalo slopinimo geba veiké neigiamai.

Ivertinus rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty DPPHe radikalo slopinimo geba, i$ 3.11
pav. matyti, jog didZziausias DPPH« radikalo slopinimas nustatytas rapsy in vivo ekstrakte (31,60+2,96
%). I8 gauty rezultaty galima pastebéti, jog rapsy antioksidaciniy savybiy jvertinimo DPPH metodu
rezultatai sutampa su redukciniy savybiy jvertinimo metodo rezultatais. Rapsy in vitro kulttiros
ekstraktas pasizyméjo 2,5 kartais mazesne DPPHe radikalo slopinimo geba (12,32+1,04 %), nei rapsy
in vivo ekstraktas. Taciau, 1,5 kartais didesne DPPHe radikalo slopinimo geba, nei rapsy kaliaus
kultaros ekstraktas (7,75£0,96 %).
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3.11 pav. Rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo DPPH

metodu rezultatai

Ivertinus rapsy kaliaus kultiiros, augintos mitybingje terpéje papildytoje 50 umol/l salicilo ragsties
(8,94+1,20 %) bei 25 umol/l metilzasmonato (9,16+1,04 %) elicitoriais, ekstrakty antioksidacines
savybes, nustatytas teigiamas Siy elicitoriy poveikis rapsy kaliaus kulttiry antioksidaciniy junginiy
biosintezei. Rapsy kaliaus kultiry mitybing terpe papildzius 50 pmol/l salicilo ragstimi DPPHe
radikalo slopinimo geba padidéjo 15,4 %, o terpg papildzius 25 pmol/l metilzasmonatu — 18,2 %.

Pipirniy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo DPPH metodu
rezultatai pateikiami 3.12 pav.
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3.12 pav. Pipirniy in vivo ir kaliaus kulttry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo DPPH
metodu rezultatai

I§ rezultaty galima pastebéti, jog DPPH metodo rezultatai sutampa su pipirniy redukciniy savybiy
jvertinimo rezultatais. 3.12 pav. pateiktuose rezultatuose matyti, jog didziausia DPPHe radikalo
slopinimo geba (78,16+1,5 %), pasizyméjo pipirniy in vivo ekstraktas. Pipirniy in vitro kultaros
ekstraktas pasizyméjo 4 kartais mazesne antioksidacine geba (18,85+0,39 %), lyginant su pipirniy in
vivo ekstraktu. Tyrimo metu nustatyta, kad kaliaus kulttiry mitybinés terpés papildymas (50 umol/l)
salicilo rugstimi bei (25 umol/l) metilzasmonatu turéjo teigiamos jtakos $iy kultiiry antioksidaciniy
savybiy padidéjimui. Papildzius mitybing terp¢ 50 pmol/l salicilo riig§timi, pipirniy kaliaus kultiiry
ekstrakto DPPHe- radikalo slopinimo geba padidéjo 12,8 % (16,18+0,7 %), o terpe papildzius 25
umol/l metilzasmonatu — 19,8 % (17,18+0,08 %).
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Palyginus tiriamyjy kryzmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty antioksidacinio
aktyvumo rezultatus, didziausia DPPHe radikalo slopinimo geba nustatyta pipirniy in vivo ekstrakte
(78,16x1,5 %), kuri buvo 1,3 karto didesné nei brokoliy ir 2,5 karto didesné nei rapsy in vivo
ekstrakty. Sio tyrimo metu nustatyta, jog visy tiriamyjy augaly suformuotos kaliaus kultiiros sukaupé
mazesnius antioksidaciniy junginiy kiekius, nei tiriamyjy augaly in vitro sglygomis uzauginti augalai.

Papildzius tiriamyjy augaly mitybing terpe¢ salicilo riigSties ir metilzasmonato elicitoriais, nustatytas
teigiamas poveikis rapsy ir pipirniy kaliaus kultiry antioksidaciniy junginiy biosintezei, neigiamas —
brokoliy. Nustatyta, kad didesné salicilo riigsties koncentracija (50 umol/l) 1émé tiriamyjy augaly
kaliaus kultiry ekstrakty didesn¢ slopinimo geba, nei mazesné salicilo ragsties (25 pumol/l)
koncentracija. Metilzasmonato mazesné (25 umol/l) koncentracija mitybingje terpéje 1émé geresnes
tiriamyjy augaly kaliaus kultiry ekstrakty antioksidacines savybes, nei didesné (50 umol/l)
metilzasmonato koncentracija. Didziausias antioksidacinis aktyvumas, naudojant chemin;j elicitoriy
nustatytas pipirniy kaliaus kultiiros, augintos mitybinéje terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/1
2,4-D augimo reguliatoriais ir 25 umol/l metilzasmonatu, ekstrakte (17,18+0,08 %).

3.2.4. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu

Tiriamyjy augaly ekstraktuose esanciy nattraliy biologiskai aktyviy junginiy antioksidacinéms
savybéms jvertinti buvo naudojamas spektrofotometrinis — ABTS (2,2°-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-
6-sulfonriigSties)) metodas. Vykdytame metode, kalio persulfato tirpalu oksidavus ABTS,
susiformavo stabilus radikalo katijonas ABTS-", kuris tirpalg nudazé intensyvia, mélynai Zalsva,
spalva (zr. 3.13 pav.) [56].
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3.13 pav. ABTS oksidacija, ir ABTS-* reakcija su antioksidantu (AOH) [59].

Sureagaves su augaly ekstraktuose esanciais antioksidaciniais junginiais ABTS-" buvo suristas, o
tirpalo spalva neutralizuota. Sis metodas yra jautrus, greitas — méginio analizé uztrunka 30 min,
metodo atlikimui nereikia brangiy reagenty ar sudétingy prietaisy. Sj chromogena lengva naudoti, jis
yra labai jautrus ir leidzia greitai iSanalizuoti daugelio lipofiliniy bei hidrofiliniy junginiy
antioksidacinj aktyvuma [59].

Jvertinus gautus rezultatus, nustatyta, kad brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktai
pasizyméjo visiSku ABTS-* slopinimu. Rezultatai, kurie pateikti 3.14 pav. rodo, jog didziausiu
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo brokoliy kaliaus kultiiros, augintos mitybinéje terpéje
papildytoje 50 pmol/l metilzasmonatu, ekstraktas (99,99+0,01 %), o maziausiu — brokoliy kaliaus
kultiiros, augintos mitybinéje terpéje papildytoje 50 pmol/l salicilo riigStimi, ekstraktas (99,33+0,00
%).
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3.14 pav. Brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo ABTS
metodu rezultatai

Vertinant elicitoriy poveikj, kaliaus kulttiry, auginty mitybingje terpéje papildytoje 25 umol/l salicilo
ragsties (99,85+0,09 %), 25 umol/l metilzasmonato (99,70+0,02 %) bei 50 umol/l metilzasmonato
(99,99+0,00 %) elicitoriais, ekstraktai parodé nezymy ABTS radikalo Kkatijono slopinimo gebos
padidé¢jima.

Ivertinus rezultatus, kurie pateikti 3.15 pav. nustatyta, jog didziausiu ABTS-" slopinimu pasiZzyméjo
rapsy kaliaus kultiiros, augintos MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo
reguliatoriais, ekstraktas (99,36+0,04 %), o maZiausiu — rapsy in vivo ekstraktas (96,32+0,08 %). Sio
tyrimo rezultatai parodé, kad rapsy kaliaus kultiiry mitybinés terpés papildymas (25, 50 pumol/l)
salicilo rigstimi bei (25, 50 umol/l) metilzasmonatu neturéjo reik§mingos jtakos jy antioksidacinéms
savybéms.
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3.15 pav. Rapsy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo ABTS
metodu rezultatai

Pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty, antioksidacinio aktyvumo jvertinimo ABTS
metodu, rezultatai pateikiami 3.16 pav. I§ gauty rezultaty matyti, jog didZiausiu ABTS-* slopinimu
pasizyméjo pipirniy kaliaus kultiros, augintos mitybinéje terpéje papildytoje 25 umol/l
metilzasmonatu, ekstraktas (99,66+0,05 %), o maziausiu — pipirniy in vivo ekstraktas (95,62+0,24
%).
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3.16 pav. Pipirniy in vivo ir kaliaus kulttry in vitro ekstrakty antioksidaciniy savybiy jvertinimo ABTS
metodu rezultatai

Pipirniy kaliaus kultiiros, kurios suformuotos MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D
augimo reguliatoriais, ekstraktai pasizyméjo geresnémis ABTS-* slopinimo savybémis (99,29+0,09
%), nei pipirniy in vitro kulttros ekstraktas (99,21+0,14 %). Ivertinus rezultatus nustatyta, jog
pipirniy kaliaus kulttry mitybinés terpés papildymas (25, 50 umol/l) salicilo ragstimi bei (25, 50
umol/l) metilzasmonatu turéjo nedidelés jtakos $iy kultiiry antioksidaciniy savybiy padidéjimui.

Palyginus tirty kryzmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidacinj
aktyvumg jvertintg ABTS metodu, didziausiu ABTS-" slopinimu pasizyméjo brokoliy kaliaus
kulttiros, augintos mitybinéje terpéje papildytoje 50 pmol/l metilzasmonatu, ekstraktas (99,99+0,01
%), o maziausiu — pipirniy in vivo ekstraktas (95,62+0,24 %). Bendru atveju, visi tiriamyjy augaly
kaliaus kulttry in vitro ekstraktai pasizyméjo 99 % ABTS-* slopinimu.

Taigi, jvertinus tiriamyjy kryzmaziedziy augaly antioksidacinj aktyvumg ABTS radikalo suriSimo
metodu nustatyta, kad augaly kaliaus kultliry mitybinés terpés papildymas (25, 50 umol/l) salicilo
ragstimi bei (25, 50 umol/l) metilzasmonatu turéjo nedidelés jtakos §iy kultiiry antioksidaciniy
savybiy padidéjimui.

3.2.5. Antioksidacinio fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo nustatymas

SOD - fermentinis antioksidantas, kuris saugo augalus nuo nepageidaujamy veiksniy sukelto streso
bei jo metu susiformavusiy laisvyjy radikaly ar reaktyviy deguonies formy poveikio (ROS) [60]. Sis
fermentas augaly Igsteliy mitochondrijose neutralizuoja superoksido radikalo anijonus (Oae-),
paversdamas juos vandenilio peroksidu (H202) ir molekuliniu deguonimi (O.). Taciau, per didelé
H>0> koncentracija gali sukelti oksidacines audiniy pazaidas ar Igsteliy mirtj [61]. H2O2 per Haber-
Weiss reakcija gali virsti kitomis kenksmingesnémis reaktyviomis rii§imis, pavyzdziui hidroksilo
radikalu (OH+) — reaktyviausia ir toksiskiausia zinoma ROS. Sis radikalas gali paZeisti jvairius
lasteliy komponentus vykdydamas lipidy peroksidacija (LPO), baltymy ir membranos pakitimus.
Taigi, peroksisomose esanti CAT ir GPx veikia sinergiSkai su SOD ir suskaido H2O- iki vandens
(H20) ir molekulinio deguonies (Oz2), tokiu budu sumazindama laisvyjy radikaly poveikj [60, 61].

Siekiant jvertinti fermentinj SOD aktyvumag augalinéje zaliavoje tyrime buvo naudotas nitromélynojo
tetrazolio/riboflavino autooksidacijos metodas, kurio metu nustatyta SOD geba slopinti
nitromélynojo tetrazolio redukcijg [60].
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SOD aktyvumo tyrimo rezultatai brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose pateikti 3.17
pav. I§ gauty rezultaty matyti, jog didziausiu SOD aktyvumu pasizyméjo brokoliy in vitro kultiiros
ekstraktas (0,639+0,01 vnt./mg). Maziausias SOD aktyvumas buvo nustatytas brokoliy in vivo
ekstrakte (0,251+0,02 vnt./mg). Brokoliy kaliaus kultiiros, augintos MS terpéje papildytoje 2 mg/l
BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais, ekstraktas pasizyméjo dvigubai mazesniu SOD
aktyvumu (0,319+0,01 vnt./mg), lyginant su brokoliy in vitro kulttros ekstraktu. Papildzius mitybine
terpe 25 pmol/I salicilo ragstimi, SOD aktyvumas brokoliy kaliaus kulttiry ekstrakte padidéjo 4,4 %
(0,333+0,011 vnt./mg), o terpe papildzius 50 umol/1 salicilo ragstimi — 13,8 % (0,363+0,015 vnt./mg).
Mitybine terpe papildzius 25 pmol/l metilzasmonatu SOD aktyvumas brokoliy kaliaus kultiry
ekstrakte padidéjo 29 % (0,412+0,05 vnt./mg), o terpg papildzius 50 umol/l metilzasmonatu — 6,6 %
(0,340+0,02 vnt./mg). Taigi, didziausios jtakos SOD aktyvumui turéjo 25 pumol/l metilzasmonato
elicitorius.
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3.17 pav. Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas brokoliy in vivo ir kaliaus kulttiros in vitro
ekstraktuose

IStyrus rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstraktus ir jvertinus gautus rezultatus, i§ 3.18 pav.
matyti, kad didziausias SOD aktyvumas nustatytas rapsy kaliaus kulttiros, augintos mitybingje terpéje
papildytoje 50 pumol/l metilzasmonatu, ekstrakte (0,870£0,03 vnt./mg). Maziausiu SOD aktyvumu
pasizyméjo rapsy in vivo ekstraktas (0,540+0,02 vnt./mg). Rapsy, auginty MS terpéje in vitro
salygomis, ekstrakte nustatytas 13 % didesnis SOD aktyvumas (0,729+0,011 vnt./mg), lyginant su
rapsy kaliaus kultiros, augintos MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo
reguliatoriais, ekstraktu (0,644+0,025 vnt./mg). Tyrimo rezultatai parodé teigiamg pasirinkty
elicitoriy jtakg SOD aktyvumui rapsy kaliaus kultiirose. PapildZius mitybing terpg 25 umol/I salicilo
ragstimi, SOD aktyvumas rapsy kaliaus kultiry ekstrakte padidéjo 4,4 % (0,672+0,01 vnt./mg), o
terpe papildzius 50 pmol/l salicilo ragstimi — 18,2 % (0,761+0,012 vnt./mg). Mitybing terpe
papildzius 25 umol/l metilzasmonatu SOD aktyvumas rapsy kaliaus kultiry ekstrakte padidéjo 35 %
(0,870+0,03 vnt./mg), o terpe papildzius 50 umol/l metilzasmonatu — 6,8 % (0,688+0,05 vnt./mg).
ISanalizavus gautus rezultatus nustatyta, kad didZiausios jtakos SOD aktyvumui turéjo 25 pmol/l
koncentracijos metilzasmonato elicitorius.
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Mitybiné terpé
3.18 pav. Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas rapsy in vivo ir kaliaus kulttiros in vitro
ekstraktuose

Ivertinus SOD aktyvuma pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstraktuose, i$ 3.19 pav. pateikty
rezultaty matyti, kad didziausias SOD aktyvumas nustatytas pipirniy kaliaus kultiiros, augintos
mitybingje terpéje papildytoje 50 pmol/l metilzasmonatu, ekstrakte (0,427+0,011 vnt./mg), o
maziausias — pipirniy kaliaus kultiros, augintos mitybingje terpéje papildytoje 25 umol/l salicilo
rugstimi, ekstrakte (0,076+0,003 vnt./mg).
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Mitybiné terpé

3.19 pav. Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas pipirniy in vivo ir kaliaus kultaros in vitro
ekstraktuose

Pipirniy, auginty MS terpéje in vitro salygomis, ekstraktas pasizyméjo 75,6 % didesniu SOD
aktyvumu nei pipirniy in vivo ekstraktas (0,193+0,005 vnt./mg). Sio tyrimo rezultatai parodé, jog
mitybinés terpés papildymas elicitoriais, siekiant padidinti SOD aktyvuma pipirniy kaliaus kulttiry
ekstraktuose, turéjo teigiamos jtakos. Papildzius mitybing terpe 50 umol/l salicilo rigstimi, pipirniy
kaliaus kultiiry ekstrakte SOD aktyvumas padidéjo 14,7 % (0,257+0,001 vnt./mg), o terpe papildzius
25 umol/l metilzasmonatu — 91 % (0,427+0,0011 vnt./mg).

Palyginus SOD aktyvuma tiriamyjy kryzmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kultGry in vitro
ekstraktuose, rapsy kaliaus kulttiros, augintos MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D
augimo reguliatoriais ir 50 umol/l metilzasmonatu, ekstraktas pasizymejo didziausiu fermento
aktyvumu (0,870+0,03 vnt./mg). Tyrimo metu nustatyta, jog pasirinkti cheminiai elicitoriai SOD
aktyvumo skatinimui buvo veiksmingi, tafiau jy veiksmingumas priklauso nuo naudojamos
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koncentracijos ir tiriamojo augalo rasies. Tyrimo metu nustatyta, kad efektyviausiai SOD aktyvumag
tirlamyjy kryzmaziedziy augaly kaliaus kultiirose skatino metilzasmonato elicitorius, Kkurio
koncentracija mitybinéje terpéje buvo 25 umol/I.

3.2.6. Antioksidaciniy savybiu, jvertinty skirtingais metodais, apibendrinimas

Atlikty tyrimy metu buvo jvertintas brokoliy, rapsy ir pipirniy in vivo ir kaliaus kultary in vitro
ekstrakty antioksidacinis aktyvumas. Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas buvo istirtas 5
skirtingais metodais. Redukciniy savybiy jvertinimo, FRAP bei DPPH radikalo slopinimo metodu
jvertinus tiriamyjy kryzmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty antioksidacinj
aktyvuma, pastebéta, jog didziausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo tiriamyjy augaly in
vivo ekstraktai. Redukciniy savybiy jvertinimo (A — 0,524+0,008), FRAP (52,76+3,8 umol/l) bei
DPPH radikalo slopinimo (78,16+1,5 %) metodu didZiausias antioksidacinis aktyvumas nustatytas
pipirniy in vivo ekstrakte. L. Hariprasath ir bendraautoriai 2015 m. atlike DPPH antioksidaciniy
savybiy tyrimg [62], pilksvalapés Zzilés (lot. Senecio candicans) in vivo ir kaliaus kultiirose in vitro
taip pat nustaté, kad didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo tiriamojo augalo in vivo
ekstraktas (81,16%2,42 %). Taip pat didziausia gelsvosios soforos (lot. Sophora flavescens), augusios
in vivo salygomis, antioksidacinj aktyvuma (84 %), lyginant su augalo kaliaus kultGromis in vitro,
2020 m. DPPH metodu nustaté J. S. Park ir bendraautoriai [63].

ABTS metodu jvertinus, tiriamyjy kryzmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kultdiry in vitro ekstrakty,
antioksidacinj aktyvuma nustatyta, kad stipriausiomis antioksidacinémis savybémis pasizyméjo
brokoliy kaliaus kultiiros, augintos mitybinéje terpéje papildytoje 50 pumol/l metilzasmonatu,
ekstraktas (99,99+0,01 %). Tyrimy apie brokoliy kaliaus kultiiry elicitavima metilzasmonatu ir jy
antioksidaciniy savybiy jvertinimg ABTS metodu — mazai. Tac¢iau 2020 m. atliktas tyrimas, parode,
jog Zilojo bérucio (lot. Teucrium polium) kaliaus kultiiry, auginty MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP
ir 1 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais bei 50 pg/l metilzasmonatu, ekstraktai pasizyméjo geriausiomis
antioksidacinémis savybémis [64].

Ivertinus SOD aktyvumg pasirinkty kryZmaziedziy augaly in vivo ir kaliaus kultdry in vitro
ekstraktuose nustatyta, kad didziausiu SOD aktyvumu pasizyméjo rapsy kaliaus kultiiros, augintos
mitybinéje terpéje papildytoje 50 umol/l metilzasmonatu, ekstraktas (0,870+£0,03 vnt./mg). A. M.
Farooq ir bendraautoriai 2016 m. vykdytame tyrime [65] pranes$é, kad metilzasmonato elicitoriaus
panaudojimas padéjo sumazinti laisvyjy radikaly koncentracijg tiriamyjy rapsy (lot. Brassica napus
L.) lapuose. Sis tyrimas parodé, kad metilzasmonatas atlieka reikminga vaidmenj reguliuojant
daugybe transkripcijos biidy, kurie susije¢ su oksidacinio streso atsakais, tod¢l padidéja svarbiy
antioksidaciniy fermenty (SOD, APX, CAT, POD), antriniy metabolity aktyvumas ir geny ekspresija
[65].

3.3. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folin-Ciocalteu metodu

Augaly ekstraktuose esantys fenoliniai junginiai buvo jvertinti spektrofotometriskai Folin-Ciocalteu
metodu. Jo principas pagrjstas fenoliniy junginiy oksidacija Folin-Ciocalteu reagentu
(fosfomolibdeno ir fosfovolframo ragsties misiniu), reakcijos metu gelsvos spalvos tirpalas nusidazé
mélyna spalva, dél tirpale susiformavusiy kompleksy. Metodas taikomas bendrai fenoliniy junginiy
koncentracijai jvertinti ne tik augaly ekstraktuose, bet ir maisto produktuose [66].
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Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymo, brokoliy in vivo ir kaliaus kultary in vitro
ekstraktuose, rezultatai pateikiami 3.20 pav. i§ kuriy matyti, jog didziausia fenoliniy junginiy
koncentracija nustatyta brokoliy in vivo ekstrakte (51,83+2,9 mg/100 mg). Brokoliy kaliaus kultiros,
augintos mitybingje terpéje papildytoje 25 umol/l salicilo riig§timi, ekstrakte nustatyta maziausia
fenoliniy junginiy koncentracija (14,31+2,9 mg/100 mg). Brokoliy in vitro kultiiros ekstraktas
pasizyméjo 42 % mazesne fenoliniy junginiy koncentracija (36,47+1,1 mg/100 mg), lyginant su
brokoliy in vivo ekstraktu.
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Mitybiné terpé

3.20 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimo, brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiros in
vitro ekstraktuose, rezultatai

Ivertinus brokoliy kaliaus kultiiry, auginty mitybingje terpéje papildytoje cheminiais elicitoriais,
ekstrakty fenoliniy junginiy koncentracija, nustatyta, jog mitybinés terpés papildymas 25 pmol/l
koncentracijos metilzasmonato elicitoriumi 46 % padidino brokoliy kaliaus kulttiry geba kaupti
fenolinius junginius (42,93+1,04 mg/100 mg). Taigi, elicitoriy poveikis priklauso nuo pasirinkto
elicitoriaus ir jo koncentracijos, Siuo atveju efektyviausiai fenoliniy junginiy sinteze brokoliy kaliaus
kultarose skatino buvo 50 umol/l metilzasmonato elicitorius.

Bendrosios fenoliniy junginiy Koncentracijos nustatymo, rapsy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro
ekstraktuose, rezultatai pateikiami 3.21 pav. I$ pateikty rezultaty galima matyti, jog didziausia
fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta rapsy in vivo ekstrakte (129,32+2,9 mg/100 mg.
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Mitybiné terpé
3.21 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimo, rapsy in vivo ir kaliaus kultdiros in vitro
ekstraktuose, rezultatai
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Rapsy in vitro kultiiros ekstraktas pasizyméjo 25 % mazesne fenoliniy junginiy koncentracija
(103,32+1,6 mg/100 mg), lyginant su brokolio in vivo ekstraktu, tac¢iau dvigubai didesné fenoliniy
junginiy koncentracija, nei rapsy kaliaus kultiiros, augintos MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2
mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais, ekstrakte (47,47+£3,68 mg/100 mg). IS gauty rezultaty galima
matyti, kad papildzius mitybing¢ terpe 50 umol/l koncentracijos salicilo riig§timi, fenoliniy junginiy
koncentracija rapsy kaliaus kultiry ekstrakte padidéjo 21,7 % (57,77+£4,23 mg/100 mg). Taip pat
mitybing terpe papildzius 25 pmol/l koncentracijos metilzasmonatu fenoliniy junginiy koncentracija
rapsy kaliaus kultiiry ekstrakte padidéjo 46,7 % (69,63+5,54 mg/100 mg), o terpg papildzius 50
umol/l koncentracijos metilzasmonatu — 43 % (67,89+1,1 mg/100 mg). Taigi, tyrimas parodé¢, kad
elicitoriy panaudojimas fenoliny junginiy kaupimo gebos padidinimui rapsy kaliaus kultiirose gali
biti efektyvus, taciau reikia atsizvelgti | tiriamajj augala, naudojama elicitoriy ir jo koncentracijg.
Siame tyrime fenoliniy junginiy sinteze rapsy kaliaus kultiiroje efektyviausiai skatino 50 pmol/l
koncentracijos metilzasmonato elicitorius.

Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymo, pipirniy in vivo ir kaliaus kultary in vitro
ekstraktuose, rezultatai pateikiami 3.22 pav. i§ kuriy matyti, jog didziausia fenoliniy junginiy
koncentracija nustatyta pipirniy in vivo ekstrakte (189,35+7,14 mg/100 mg). Dvigubai mazesné
fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta pipirniy in vitro kultaros (91,10+4,99 mg/100 mg).
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Mitybiné terpé

3.22 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimo, pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiros in vitro
ekstraktuose, rezultatai

Mitybinés terpés papildymas elicitoriais, siekiant padidinti fenoliniy junginiy koncentracija pipirniy
kaliaus kult@irose in vitro, turéjo teigiamos jtakos. Papildzius mitybine terpe 25 umol/l koncentracijos
salicilo riigstimi, fenoliniy junginiy koncentracija pipirniy kaliaus kulttiry ekstrakte padidéjo 2 %
(91,97+£3,96 mg/100 mg), o terpe papildzius 50 umol/l koncentracijos salicilo ragstimi — 11 %
(100+8,75 mg/100 mg). Mitybing terpe papildZius 25 pmol/l koncentracijos metilzasmonatu fenoliniy
junginiy koncentracija pipirniy kaliaus kultiiry ekstrakte padidéjo 33,5 % (120,24+11,0 mg/100 mg),
o terpe papildzius 50 umol/l koncentracijos metilzasmonatu — 19,2 % (107,23+6,35 mg/100 mg).
Taigi, tyrimo rezultatai parodé, jog efektyviausiai fenoliniy junginiy koncentracija pipirniy kaliaus
kultoroje padidino 50 pmol/l metilzasmonato elicitorius.

Apibendrinus tyrimo rezultatus nustatyta, kad efektyviausiai fenoliniy junginiy biosinteze, visy
tirlamyjy kryZzmaziedziy augaly kaliaus kulttirose, skatino 25 umol/l koncentracijos metilZasmonato
elicitorius. Didziausia fenoliniy junginiy koncentracija nustatyta pipirniy kaliaus kultiiros, augintos
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mitybingje terpéje papildytoje 25 pumol/l koncentracijos metilzasmonatu, ekstrakte (120,24+11,0
mg/100 mg). Taciau didziausias fenoliniy junginiy koncentracijos padidéjimas 46,7 % (69,63+5,54
mg/100 mg), naudojant 25 umol/l koncentracijos metilzasmonato elicitoriy, nustatytas rapsy kaliaus
kultoroje. Fenoliniy junginiy koncentracija kryzmaziedziy augaly kaliaus kultirose maz¢jo, didéjant
elicitoriaus koncentracijai. Tokia fenoliniy junginiy koncentracijos maz¢jimo tendencija nustatyta ir
2019 m. M. S. Igobal atliktame tyrime [67]. Tyrimo metu nustatyta, kad bendras fenoliniy junginiy
bei kvercetino kiekis buvo didziausias svogtuno (lot. Allium cepa L.) kaliaus kultiirose, augintose
mitybingje terpéje papildytoje 100 LM metilzasmonato elicitoriumi. Fenoliniy junginiy ir kvercetino
koncentracija mazéjo, didinant metilzasmonato koncentracijg mitybinéje terpéje. Tokie veiksniai kaip
netinkamas mitybinés terpés ir elicitoriy pasirinkimas, netinkamos elicitoriaus koncentracijos
neigiamai veikia fenoliniy junginiy sintezés procesus [68]. Preliminarts tyrimai parodé¢, kad antriniy
metabolity sintezés skatinimas cheminiais elicitoriais priklauso nuo pasirinkto augalo rusies ir
auginamos kulttiros [69].

3.4. Bendrosios fenoliniy riigs§¢iy koncentracijos nustatymas

Bendras hidroksicinamono rtgs¢iy kiekis buvo nustatytas taikant Europos farmakopéjos devintojo
leidimo metodg i§ monografijos ,,Fraxini folium®, naudojant kavos riigstj vietoje chlorogeno riigsties
[70]. Bendras hidroksicinamono rags$ciy kiekis buvo jvertintas spektrofotometriniu metodu naudojant
Arnow reagenta (natrio nitrito ir natrio molibdato vandenin;j tirpalg). Hidroksicinamono ragsciy
procentas, buvo nustatytas pritaikius lygtj, gauta i§ kavos rtigsties standartinés kalibracinés kreivés
[70]. Fenoliniy rugs¢iy koncentracija buvo nustatyta rapsy ir pipirniy augalinéje Zaliavoje.

Rapsy in vivo ir kaliaus kultiry in vitro ekstraktuose jvertinus bendragja fenoliniy ragsciy
koncentracija, buvo gauti rezultatai, kurie pateikiami 3.23 pav. I$ pateikty rezultaty matyti, kad
didZiausia fenoliniy riig8éiy koncentracija nustatyta rapsy in vivo ekstrakte (0,270£0,012 %), o
maziausia — rapsy kaliaus kultiiros, augintos MS terp¢je papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D
augimo reguliatoriais, ekstrakte (0,013+0,003 %). Rapsy in vitro kulttiros ekstraktas pasizyméjo 54
% mazesne fenoliniy rtgs¢iy koncentracija (0,175£0,007 %), lyginant su rapsy in vivo ekstraktu.
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Mitybiné terpé

3.23 pav. Bendrosios fenoliniy riigd¢iy koncentracijos nustatymo, rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro
ekstraktuose, rezultatai

Tyrimo metu nustatyta, kad papildzius mitybine terpe 25 pumol/l koncentracijos salicilo ragstimi,
fenoliniy ruagséiy koncentracija rapsy kaliaus kultiiry ekstrakte padidéjo 7,3 karto (0,095+£0,012 %),
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o terpe papildzius 50 umol/l koncentracijos salicilo ragstimi — 3 kartus (0,038+0,003 %). Rapsy
kaliaus kultiiry mitybing terpe papildzius 25 pumol/l koncentracijos metilzasmonatu fenoliniy ragsciy
koncentracija rapsy kaliaus kulttiry ekstrakte padidéjo 2 kartus (0,025+0,003 %), o terpe¢ papildzius
50 umol/l koncentracijos metilzasmonatu — 6 kartus (0,078+0,012 %).

0.250

0.215

0.200

0.150

O.TS
0.089

Fenoliniu riigé¢iy koncentracija, %

0.100 0.076
0. 063
0.050 I
0.000
In vivo MS. (2 mg/l) BAP. MS, (2 mg/l) BAP, MS. (2 mg/l) BAP. MS, (2 mg/l) BAP, MS. (2 mg/l) BAP,
(02mg/)24-D  (0.2mgl) 2.4-D. (0.2mgl) 24D, (0.2mgl) 2.4-D. (0.2 mgl) 2.4-D.
(25 umol/l) salicilo (50 pmoll) salicilo (25 pmold) (50 pumold)

Tligsties Tligities metilzasmonato metilzasmonato

Mitybiné terpé

3.24 pav. Bendrosios fenoliniy riigd¢iy koncentracijos nustatymo, pipirniy in vivo ir kaliaus kulttry in vitro
ekstraktuose, rezultatai

I§ pateikty rezultaty (zr. 3.24 pav.) nustatyta, jog didziausia fenoliniy junginiy koncentracija
pasizyméjo pipirniy in vivo ekstraktas (0,270£0,007 %), o 25,5 % mazesné fenoliniy ragséiy
koncentracija nustatyta pipirniy in vitro kultaros ekstrakte (0,215+0,009 %). Pipirniy kaliaus
kulttros, augintos MS terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais,
ekstraktas pasizyméjo 82,2 % mazesne fenoliniy rtgs¢iy koncentracija (0,118+0,009 %), nei minétas
pipirniy in vitro kultaros ekstraktas. IS pateikty rezultaty matyti, kad mitybinés terpés papildymas
cheminiais elicitoriais neturéjo teigiamos jtakos fenoliniy riigs¢iy koncentracijos padidéjimui.

Apibendrinus gautus rezultatus nustatyta, kad fenoliniy riig8§¢iy gamybg rapsy kaliaus kultiiroje
efektyviausiai skatino 25 umol/l salicilo rtagsties elicitorius. Padidinus salicilo riigties koncentracija
terpeje iki 50 umol/l, fenoliniy rigsciy koncentracija rapsy kaliaus kultiiros ekstrakte sumazéjo 2,5
karto. Fenoliniy rugsc¢iy kiekio sumazéjima, didinant salicilo riigsties koncentracijg vaistinio $alavijo
(lot. Salvia officinalis) augaly kultiirose pastebéjo ir apie tai 2015 m. pranesé R. S. Ejtahed su
kolegomis [71]. Apie teigiama salicilo riigsties poveikj fenoliniy junginiy gamybai, 2019 m. pranesé
T. Khan ir bendraautoriai [72]. Tyrime teigiama, kad salicilo rtigsties elicitorius, vaistinio arttro (lot.
Fagonia indica) kalio kultiirose, paskatino fenoliniy junginiy, tokiy kaip galo ruigsties, kofeino
rugsties, katechino, kaemferolio, izorhamnetino, apigenino ir kt., kaupimasi [72].

Pipirnés kaliaus kultiiroje pasirinkti elicitoriai fenoliniy riig8ciy sinteze veiké neigiamai. Mokslingje
literatiiroje teigiama, kad elicitoriaus efektyvumas labai priklauso nuo augalo rtsies, jei pasirenkamas
netinkamas elicitorius tiriamojo augalo antriniy metabolity skatinimui, jis sukelia neveiksmingg
elicitavimg [37]. Pavyzdziui, i§ mieliy ekstrakto gautas elicitorius neinicijuoja fenilpropanoido
sintezés kelio vijoklinés orchidéjos (lot. Vanilla planifolia) lasteliy suspensijose. Taciau tas pats
elicitorius inicijuoja fitoaleksino gamyba sojos pupeliy (lot. Glycine max) kulttroje ir alkaloidy
gamybg tankiojo vingrio (lot. Thalictrum dasycarpum) ir geltonziedés esolcijos (lot. Eschscholzia
californica) kulttrose [73].
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3.5. Baltymu koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Zinoma, kad laisvuosius radikalus lastelése gali sunaikinti jvairiis antriniai metabolitai, taiau ta pacia
funkcijg atlicka ir antioksidaciniai fermentai (superoksido dismutazé SOD, katalazés CAT,
peroksidazé POD ir glutationo peroksidaze) [74]. Skirtingi antioksidaciniai baltymai turi skirtingus
antioksidacinius mechanizmus [75]. Bradfordo metodo kolorimetrinis tyrimas — greitas ir jautrus
metodas skirtas bendrai baltymy koncentracijai méginyje nustatyti. Jis pagristas Bradfordo reagento
(Coomassie briliantinio mélio G-250 dazo) absorbcijos maksimumo poslinkiu nuo 465 iki 595 nm po
to, kai jis prisijungia prie denattruoty baltymy tirpale [76].

Tirpalo spalva tyrimo metu kito nuo rudos iki tamsiai mélynos spalvos, priklausomai nuo baltymy
koncentracijos tirpale.

Bendros baltymy koncentracijos nustatymo, brokoliy in vivo ir kaliaus kulttry in vitro ekstraktuose,
rezultatai pateikiami 3.25 pav. Didziausia baltymy koncentracija nustatyta brokoliy in vivo ekstrakte
(3,560,024 mg/100 mg), kai baltymy ekstrakcijai buvo naudotas Il buferis (pH=10). I$ pateikty
rezultaty galima matyti, jog daugiausiai baltymy, i§ brokoliy kaliaus kultiry, buvo ekstrahuota
naudojant Il buferj (pH=10).

In vivo MS. (2 mg/l) MS. (2 mg/l) MS. (2 mg/l) MS. (2 mg/) MS. (2 mg/l)
BAP. (0.2mg/l) BAP, (0.2mg/l) BAP,(0.2mgl) BAP,(0.2mgl) BAP, (0,2 mgl)
24-D 2.4-D. (25 pumol/) 2.4-D. (50 pmol/1)2.4-D. (25 pmol/l) 2.4-D. (50 pmol/l)
salicilo riigdties  salicilo riigities metilzasmonato  metilzasmonato
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3.25 pav. Baltymy koncentracijos nustatymo brokoliy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstraktuose
Bradfordo metodu rezultatai (baltymy ekstrakcijai buvo naudotas I buferis ir Il buferis)

Nagrinéjant 3.25 pav. pateiktus rezultatus pastebétas neigiamas salicilo riigsties ir metilzasmonato
elicitoriy poveikis baltymy sintezei brokoliy kaliaus kulttirose. Tac¢iau Il buferio brokoliy kaliaus
kultary ekstrakte nustatytas 9 % baltymy koncentracijos padidéjimas, kai elicitavimui buvo naudota
50 umol/I salicilo rugstis.

Panasius rezultatus, galima pastebéti jvertinus bendra baltymy koncentracija rapsy in vivo ir kaliaus
kultary in vitro ekstraktuose, rezultatai pateikiami 3.26 pav. Pagrindinis skirtumas — mitybinés terpés
papildymas 25, 50 umol/l koncentracijos salicilo ragsties ir metilzasmonato elicitoriais, padidino
baltymy koncentracija rapsy kaliaus kulttry in vitro ekstraktuose.
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3.26 pav. Baltymy koncentracijos nustatymo rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstraktuose Bradfordo
metodu rezultatai (baltymy ekstrakcijai buvo naudotas I buferis ir 1l buferis)

Papildzius mitybing terpe 25 pmol/l salicilo riigstimi, baltymy koncentracija rapsy kaliaus kulttry |
buferio (pH=6) ekstrakte padidéjo 36,6 % (2,20+0,083 mg/100 mg), o Il buferio (pH=10) ekstrakte —
10 % (2,68+0,01 mg/100 mg). Terpe papildzius 50 umol/l salicilo riigstimi, baltymy koncentracija
rapsy kaliaus kultary | buferio ekstrakte padidéjo 5,6 % (1,70+0,01 mg/100 mg), o 1l buferio ekstrakte
— 8,6 % (2,64+0,083 mg/100 mg). Rapsy kaliaus kultiry mitybing terp¢ papildzius 25 umol/l
koncentracijos metilzasmonatu baltymy koncentracija rapsy kaliaus kultiry | buferio ekstrakte
padidéjo 18 % (1,90£0,032 mg/100 mg), o Il buferio ekstrakte — 8,2 % (2,630,026 mg/100 mg).
Terpg papildzius 50 pmol/l koncentracijos metilzasmonatu baltymy koncentracija rapsy kaliaus
kultary | buferio ekstrakte padidéjo 3 % (1,66+£0,049 mg/100 mg), o Il buferio ekstrakte — 2,9 %
(2,50+0,058 mg/100 mg).

Bendros baltymy koncentracijos nustatymo, pipirniy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose,
rezultatai pateikiami 3.27 pav.
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3.27 pav. Baltymy koncentracijos nustatymo pipirniy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose
Bradfordo metodu rezultatai (baltymy ekstrakcijai buvo naudotas | buferis ir Il buferis)
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Jvertinus bendrg baltymy koncentracijg pipirniy in vivo ir kaliaus kulttry in vitro ekstraktuose,
pastebimi tie patys désningumai, kaip brokoliy bei rapsy tyrime. Siuo atveju, taip pat matomas
teigiamas elicitoriy poveikis baltymy sintezei pipirniy kaliaus kulttirose. Papildzius mitybing terpe
25 umol/l koncentracijos salicilo riigstimi, baltymy koncentracija pipirniy kaliaus kulttry | buferio
(pH=6) ekstrakte padidéjo 23 % (1,28+0,09 mg/100 mg), o Il buferio (pH=10) ekstrakte — 18 %
(2,43+0,037 mg/100 mg). Terpe papildzius 50 pmol/l koncentracijos salicilo riigstimi, baltymy
koncentracija pipirniy kaliaus kultary | buferio ekstrakte padidéjo 14,4 % (1,19+0,066 mg/100 mg),
o Il buferio ekstrakte — 10,2 % (2,27+0,085 mg/100 mg). Pipirniy kaliaus kultiiry mitybing terpe
papildzius 25 umol/l koncentracijos metilzasmonatu baltymy koncentracija pipirniy kaliaus kultiry |
buferio ekstrakte padidéjo 9,6 % (1,14+0,036 mg/100 mg), o 11 buferio ekstrakte — 2,9 % (2,12+0,01
mg/100 mg). Terpe papildzius 50 pumol/l koncentracijos metilzasmonatu baltymy koncentracija
pipirniy kaliaus kulttry | buferio ekstrakte padidéjo 22,1 % (1,27+0,005 mg/100 mg), o Il buferio
ekstrakte — 12,1 % (2,310,022 mg/100mg).

Apibendrinus rezultatus, didziausia baltymy koncentracija nustatyta brokoliy in vivo | buferio
ekstrakte (3,530,007 mg/100 mg). Brokoliy in vivo | buferio ekstraktas (3,53+0,007 mg/100 mg)
pasizyméjo 2,6 % didesne nei brokoliy (3,44+0,036 mg/100 mg) ir 37,7 % didesne (2,570,036
mg/100 mg) nei pipirniy baltymy koncentracija. Daugiau baltymy buvo ekstrahuota i§ tiriamyjy
augaly in vitro kultiiry naudojant II buferj (pH=10), tac¢iau didesnj elicitoriy poveikj tiriamiesiems
augalams ir jy kaupiamiems baltymams atspindéjo I buferio ekstraktai. 2021 m. R. Nugraha atliktame
tyrime taip pat teigiama [77], kad auksto pH buferiai gali ekstrahuoti didesnes baltymy koncentracijas
nei zemo pH buferiai. Teigiama, jog auksto pH buferiai pakeicia baltymy kriivj | neigiama, taip
padidindami vandens suriSimo pajéguma ir pagerindami baltymy tirpumg. Manoma, kad druskos
vaidina svarby vaidmenj gerinant buferiy ekstrahavimo savybes, joms sgveikaujant su priesingais
kriiviais esanciais baltymy pavirSiuose [77].

Elicitoriy poveikis tiriamiesiems augalams buvo skirtingas. Brokoliy kaliaus kultiiry baltymy sintez¢
elicitoriai veiké neigiamai, 0 rapsy ir pipirnés kaliaus kultiiras — teigiamai. DidZiausiu teigiamu
elicitavimo efektyvumu pasizymeéjo 25 pmol/I salicilo ruigsties elicitorius, kuris rapsy kaliaus kultiiry
I buferio ekstrakte, baltymy koncentracija padidino 36,6 %. 2006 m. atliktas tyrimas tai pat parodé
[78], kad saldziyjy vys$niy (lot. Prunus avivum L. cv. Hongdeng) apdorojimas salicilo rtgsties
elicitoriumi, padidino bendra saldziyjy vySniy ekstrakto baltymy kiekj. Atlikto kryZzmaziedziy augaly
tyrimo metu nustatyta, kad didinant salicilo riigsties koncentracija mitybinéje terpéje baltymy
koncentracija tiriamyjy augaly kaliaus kultiiry ekstraktuose sumazéjo. Tiriamyjy augaly kaliaus
kultiry mitybinés terpés papildymas didesne metilZasmonato koncentracija sumazino baltymy
koncentracija rapsy kaliaus kultiirose, o pipirnés kaliaus kultiirose — padidino.

3.6. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas

Chlorofilai ir karotenoidai yra dvi pagrindinés augaluose ir dumbliuose randamy fotosintezés
pigmenty klasés. Karotinoidai yra natiiralis pigmentai, dalyvaujantys fiziologiniuose procesuose,
tokiuose kaip kvépavimas, fotosintezé ir augimo bei vystymosi reguliavimas. Dél esminio vaidmens
fotosintezéje chlorofilai — labiausiai fotosintezg skatinantys pigmentai.

2019 m. H. A. Allalou atliktame tyrime pranesta, kad Sie fotocheminiai junginiai pasizZymi
antioksidaciniu pajégumu pasalinant laisvuosius radikalus ir uzkertant kelig lipidy oksidacijai
augaluose [79]. Chlorofilas a ir b yra du pagrindiniai pigmentai, dalyvaujantys fotosintezéje.
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Chlorofilas a yra pagrindinis fotosintezés pigmentas, sulaikantis $viesos energijg ir skleidziantis
didelés energijos elektronus j dvi fotosistemas Pego ir P700. Chlorofilas b yra papildomas pigmentas,
sulaikyta energija perduodantis chlorofilui a. Chlorofily antioksidacinés savybés labai priklauso nuo
chlorofilo darinio tipo [80].

Ivertinus sintetinamy pigmenty koncentracijg brokoliy in vivo ir kaliaus kultaros in vitro ekstraktuose
i§ gauty rezultaty (Zr. 3.28 pav.) matyti, kad didziausia chlorofilo a (5,390,003 mg/100 mg) ir
chlorofilo b (5,56+0,006 mg/100 mg) koncentracija nustatyta brokoliy in vivo ekstrakte. Didziausia
karotinoidy koncentracija (1,16+0,005 mg/100 mg) pasizyméjo brokoliy in vitro kultiros ekstraktas.
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3.28 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimo, brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiros in vitro
ekstraktuose, rezultatai

Mitybinés terpés papildymas salicilo riigSties ir metilzasmonato elicitoriais, siekiant padidinti
sintetinamy pigmenty koncentracija brokoliy kaliaus kultiirose turéjo neigiamos jtakos pigmenty
sintezei. Elicitoriai, brokoliy kaliaus kultirose sumaZzino sintetinamo chlorofilo a koncentracija 1,7-
5,2 kartus, chlorofilo b — 1,4-4 kartus, o karotinoidy — 1,6-5,5 Kkartus.

[vertinus sintetinamy pigmenty koncentracija rapsy in vivo ir kaliaus kulttiros in vitro ekstraktuose is
gauty rezultaty (zr. 3.29 pav.) matyti, kad didziausia chlorofilo a (10,01+0,006 mg/100 mg) ir
chlorofilo b (4,520,005 mg/100 mg) ir karotinoidy koncentracija (1,69+0,003 mg/100 mg)
pasizyméjo rapsy in vitro kultiros ekstraktas. Nustatyta chlorofilo a koncentracija buvo dvigubai
didesné uz chlorofilo b koncentracijg. Tyrimo metu nustatyta, kad didesné salicilo ragsties
koncentracija (50 umol/l) mitybingje terpéje 1émé nuo 2 iki 2,5 karto didesng sintetinamo chlorofilo
a (1,310,004 mg/100 mg) ir chlorofilo b (2,21+0,001 mg/100 mg) koncentracijg rapsy kaliaus
kultiros ekstrakte. PrieSingai salicilo rugsties elicitoriui, metilzasmonato elicitoriaus mazesné
koncentracija (25 pmol/l) mitybingje terpéje 1émé 3 kartais didesng¢ chlorofilo a (2,07+0,008 mg/100
mgq) ir chlorofilo b (2,79£0,001 mg/100 mg) koncentracijg rapsy kaliaus kulttiros ekstrakte.
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3.29 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimo, rapsy in vivo ir kaliaus kultiiros in vitro ekstraktuose,
rezultatai

Salicilo rugsties elicitorius neskatino karotinoidy biosintezés rapsy kaliaus kultiirose ir netgi
atvirksciai — veiké neigiamai. Metilzasmonato 50 pmol/l koncentracija mitybinéje terpéje lémé 45 %
karotinoidy koncentracijos padidéjima (0,160,006 mg/100 mg) rapsy kaliaus kultiiros ekstrakte, 0
25 pumol/l metilzasmonato koncentracija karotinoidy koncentracija sumazino (0,02+0,002 mg/100

mQ).

Ivertinus sintetinamy pigmenty koncentracija pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiros in vitro ekstraktuose
i§ gauty rezultaty, kurie pateikti 3.30 pav. matyti, kad didziausia chlorofilo a (3,760,001 mg/100
mq) ir chlorofilo b (6,70+0,001 mg/100 mg) koncentracija pasizyméjo pipirniy in vivo ekstraktas.
Nustatyta chlorofilo b koncentracija buvo dvigubai didesné uz chlorofilo a koncentracijg. Didziausia
karotinoidy koncentracija nustatyta pipirniy kaliaus kulttiros, augintos mitybingje terpéje papildytoje
50 umol/l koncentracijos metilzasmonatu, ekstrakte (0,85+0,003 mg/100 mg).
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3.30 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimo, pipirniy in vivo ir kaliaus kulttiros in vitro
ekstraktuose, rezultatai

Ivertinus elicitoriy poveikj pipirniy kaliaus kultiiry sintetinamy pigmenty koncentracijai nustatyta,
kad 50 pmol/l koncentracijos salicilo rigstis padidino sintetinamo chlorofilo a koncentracija 3,5 %
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(2,35+0,001 mg/100 mg), chlorofilo b koncentracija padidino 8,8 % (4,07+0,002 mg/100 mg), o
karotinoidy — 26,8 % (0,52+0,004 mg/100 mg). Mitybinés terpés papildymas 25 ir 50 pmol/l
koncentracijos metilzasmonato elicitoriumi turé¢jo teigiamos jtakos pigmenty sintezei. Didesné (50
umol/l) metilzasmonato koncentracija mitybinéje terpéje lémé didesng sintetinamy pigmenty
koncentracija, nei mazesné (25 pumol/l) metilzasmonato koncentracija. Didesnés koncentracijos
metilzasmonato elicitorius 30 % padidino sintetinamo chlorofilo a koncentracijg (2,94+0,004 mg/100
mQ), chlorofilo b koncentracija padidino 39 % (5,20+0,001 mg/100 mg), o karotinoidy koncentracija
padidéjo dvigubai (0,85+0,003 mg/100 mg).

Taigi, apibendrinus tyrimo rezultatus, didZiausia sintetinamy pigmenty koncentracija pasizyméjo
rapsy in vitro kultura. Nustatyta, kad mitybinés terpés papildymas cheminiais elicitoriais sumazino
brokoliy kaliaus kultiiry sintetinamy pigmenty koncentracija. S. Jung atliktame tyrime [81] taip pat
buvo pastebétas reikSmingas chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijy sumazéjimas apdorojus
baltaziedzio vairenio (lot. Arabidopsis thaliana) lapus metilzasmonato elicitoriumi.

Taciau, atliktas kryzmaziedziy augaly tyrimas parodé, kad salicilo riigstis ir metilzasmonato
elicitoriai padidino sintetinamy pigmenty koncentracijg rapsy ir pipirniy kaliaus kultiirose. 2016 m.
atliktuose tyrimuose taip pat buvo nustatyta didesné chlorofilo a ir b koncentracija datulinio finiko
(lot. Phoenix dactylifera) ir darzinés baladiinés (lot. Atriplex aucheri) tigliy kultiirose, apdorotose
salicilo rugsties elicitoriumi [82, 83]. Be to, darzinés baladiinés (lot. Atriplex aucheri) kultiiros
pasizyméjo iSaugusia karotinoidy koncentracija [82]. Padidéjes karotinoidy sintezés in vitro kultiirose
intensyvumas, kurj inicijavo salicilo ragsties elicitorius, buvo jrodytas 2017 m. bombéjinio svaidenio
(lot. Momordica dioica) lgsteliy kultorose [84]. 2015 m. buvo praneSta apie metilzasmonato
elicitoriaus jtaka bendrai karotinoidy koncentracijai penkialapés kleomés (lot. Cleome rosea) kaliaus
kultarose [85].

3.7. Gliukozinelaty koncentracijos nustatymas

Bendra gliukozinolaty koncentracija tiriamuosiuose kryzmaziedziuose augaluose buvo jvertinta
pritaikius 2017 m. aprasyta |. Mawlong spektrofotometrinj metoda [86]. Sio metodo privalumai —
pigus, nesudétingas ir greitas metodas.

I$tyrus brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktus, i§ 3.31 pav. matyti, kad didziausia
gliukozinolaty koncentracija pasizyméjo brokoliy in vivo ekstraktas (58,33+0,17 umol/g). Brokoliy
in vitro kultiiros ekstrakte gliukozinolaty koncentracija buvo dvigubai mazesné (26,66+0,59 umol/g),
nei brokoliy in vivo ekstrakte. I$ gauty rezultaty galima pastebéti, kad mitybinés terpés papildymas
salicilo riigsties ir metilzasmonato elicitoriais nepadidino brokoliy kaliaus kulttiry in vitro sintetinamy
gliukozinolaty koncentracijos ir netgi atvirksc¢iai — ja sumazino nuo 12,5 iki 67,8 %.
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Mitybiné terpé

3.31 pav. Brokoliy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo

rezultatai

Ivertinus gliukozinolaty koncentracijg rapsy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose, is pateikty
rezultaty matyti (Zr. 3.32 pav.), kad didziausia gliukozinolaty koncentracija nustatyta rapsy in vivo
ekstrakte (20,06£1,01 pmol/g).
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Mitybiné terpe

Rapsy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstrakty gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo
rezultatai

Rapsy in vivo ekstrakte nustatyta gliukozinolaty koncentracija buvo 50 % didesné, nei rapsy in vitro
kultaros ekstrakte (13,40+1,68 pumol/g). Ivertinus salicilo rigsties elicitavimo poveik] sintetinamy
gliukozinolaty koncentracijai, nustatyta, kad didesné salicilo rugsties koncentracija sintetinamy
gliukozinolaty koncentracijg padidino 2 kartus (4,19+0,59 pmol/g), o mazesné salicilo riigsties
koncentracija — 2,45 karto (5,32+0,25 umol/g). Taigi, mazesné salicilo ragsties koncentracija
mitybinéje terpéje 1émé didesng sintetinamy gliukozinolaty koncentracija. Tyrimo metu nustatyta,
kad 25 umol/l metilzasmonato koncentracija efektyviai skatino gliukozinolaty sintezg rapsy kaliaus
kultoroje ir gliukozinolaty koncentracija padidino 3,9 karto. Didesné (50 pumol/l) metilzasmonato
koncentracija gliukozinolaty koncentracija padidino 2,48 karto. Taigi, metilzasmonato elicitorius
gliukozinolaty sintezg rapsy kaliaus kulttirose skatino efektyviau, nei salicilo rugsties elicitorius.
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Mitybiné terpé

3.33 pav. Pipirniy in vivo ir kaliaus kulttry in vitro ekstrakty gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo
rezultatai

Ivertinus gliukozinolaty koncentracija pipirniy in vivo ir kaliaus kultiiry in vitro ekstraktuose, i$
pateikty rezultaty matyti (Zr. 3.33 pav.), kad didziausia gliukozinolaty koncentracija nustatyta
pipirniy in vivo ekstrakte (28,62+1,18 umol/g), 0 2,5 karto mazesné gliukozinolaty koncentracija
nustatyta pipirniy in vitro kultaros ekstrakte (11,27+1,01 umol/g). I§ pateikty rezultaty matyti, kad
mitybinés terpés papildymas 25 pmol/l koncentracijos salicilo ragstimi, gliukozinolaty koncentracija
pipirniy kaliaus kultiiry ekstrakte padidino 75 % (15,25+1,60 umol/g), o terpg papildzius 50 umol/l
koncentracijos salicilo riigstimi — 45 % (12,69+0,84 umol/g). Mitybing terpg papildzius 25 umol/l
koncentracijos metilzasmonatu gliukozinolaty koncentracija pipirniy kaliaus kultiry ekstrakte
padidéjo 125 % (19,76+0,42 umol/g), o terpg papildzius 50 umol/l koncentracijos metilzasmonatu —
113 % (18,69+0,76 umol/g). Lyginant elicitoriy poveikj tarpusavyje, intensyviausiai gliukozinolaty
sinteze pipirniy kaliaus kultiirose skatino metilzasmonato elicitorius.

Taigi, apibendrinus gautus rezultatus nustatyta, kad didziausia gliukozinolaty koncentracija
pasizyméjo brokoliy in vivo ekstraktas (58,330,17 umol/g). Siame ekstrakte nustatyta gliukozinolaty
koncentracija buvo 3 kartus didesné, nei rapsy in vivo ekstrakte (20,06+1,01 umol/g) ir 2 kartus
didesné, nei pipirnés in vivo ekstrakte (28,62+1,18 umol/g). Gliukozinolaty sintez¢ pasirinkti
elicitoriai intensyviai skatino rapsy kaliaus kulttirose, Siek tiek maziau — pipirniy kaliaus kultiirose, o
brokoliy kaliaus kultiirose pasirinkti elicitoriai gliukozinolaty sintezg veiké neigiamai. Pastebéta, jog
mazesné salicilo rugsties koncentracija ir didesné metilzasmonato koncentracija lémée¢ didesng
gliukozinolaty koncentracijg rapsy ir pipirnés kaliaus kulttrose. Taciau efektyviausiai gliukozinolaty
sinteze skatino metilzasmonato elicitorius. 2014 m. N. Baenas atlikto tyrimo metu nustatyta [33], kad
metilzasmonato elicitorius (25 uM) yra labai veiksmingas beveik visiems tirtiems kryzmaziedziy
augaly daigams. Gliukozinolaty koncentracija ropése, rutose, kiniSkuose roziniuose ridikuose ir
raudonuosiuose ridikuose atitinkamai padidéjo 50 %, 123 %, 25 % ir 23 % [33].

3.8. L-prolino koncentracijos nustatymas

L-prolinas — aminortigstis, vaidinanti svarby vaidmenj augaluose. Prolinas apsaugo augalus nuo
abiotinio ir biotinio streso bei jy sukelty padariniy, taip pat padeda augalams greiciau atsigauti po
patirto streso pasalindamas susidariusius laisvuosius radikalus bei reaktyvias deguonies formas. Jo
kaupimasis paprastai vyksta citoplazmoje, kur jis veikia kaip molekuliniai $aperonai, stabilizuojantys
baltymy struktiirg ir citozolinj pH bei palaikantys lasteliy redokso btiseng [87].

64



Anksciau atliktame tyrime, rezultatai (zr. 3.26 pav.) parod¢, kad naudoti elicitoriai efektyviausiai
veiké rapsus in vivo ir rapsy kaliaus kulttiras in vitro inicijuodami intensyvesng baltymy sinteze. Todél
prolino koncentracija ir elicitoriy poveikis prolino sintezei buvo jvertintas tik rapsy in vivo ir kaliaus
kultairy in vitro ekstraktuose. Rezultatai pateikiami 3.34 pav.
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Mitybiné terpé

3.34 pav. Rapsy in vivo ir kaliaus kulttiry in vitro ekstrakty prolino koncentracijos jvertinimo rezultatai

I§ pateikty rezultaty matyti, kad didZiausia prolino koncentracija nustatyta rapsy in vitro kulttros
ekstrakte (37,79+2,82 mmol/g). Lyginant su Siuo ekstraktu, rapsy kaliaus kultiiros, augintos MS
terpéje papildytoje 2 mg/l BAP ir 0,2 mg/l 2,4-D augimo reguliatoriais, ekstrakte nustatyta 2,5 karto
mazesné prolino koncentracija (14,94+0,94 mmol/g). Maziausia prolino koncentracija pasizyméjo
rapsy in vivo ekstraktas (4,01+0,09 mmol/g). Ivertinus elicitoriy poveik] rapsy kaliaus kulttry prolino
sintezei, nustatyta, jog mitybine¢ terpe papildzius 25 umol/l koncentracijos metilzasmonatu prolino
koncentracija rapsy kaliaus kultiros ekstrakte padidéjo 53,8 % (22,98+0,27 mmol/g), o terpg
papildzius 50 pmol/l koncentracijos metilzasmonatu — 4 % (15,55+1,25 mmol/g). Taigi, mazesné
metilZasmonato koncentracija rapsy kaliaus kulttiros mitybingje terpéje intensyviau skatino prolino
sinteze. Salicilo riigsties elicitoriaus poveikis prolino sinteze rapsy kaliaus kultiiroje veiké neigiamai.
Panasis rezultatai buvo aprasyti 2019 m. D. Mendoza atliktame tyrime, kuriame peruvinés tevecijos
(lot. Thevetia peruviana) Iasteliy suspensijos kultira buvo veikiama salicilo ragsties ir
metilzasmonato elicitoriais [88]. Tyrimo rezultatai atskleidé, kad metilzasmonatas efektyviai skatino
prolino sinteze augalo lgsteliy suspensijos kulttiroje. Skirtingai nuo metilzasmonato, salicilo rigsties
elicitorius neskatino prolino sintezés ir netgi atvirk$¢iai — peruvinés tevecijos lasteliy suspensijoje
prolino koncentracija sumazéjo [88].

3.9. Mirozinazés aktyvumo nustatymas

Mirozinazés aktyvumo nustatymo tyrimas atliktas brokoliy, rapsy ir pipirniy in vivo ekstraktuose,
kadangi sie ekstraktai pasizyméjo didziausia gliukozinolaty koncentracija. Gauti rezultatai pateikiami
3.35 pav. I8 pateikty rezultaty matyti, kad didziausias mirozinazés aktyvumas nustatytas brokoliy in
vivo ekstrakte (1,92+0,07 vnt./g). Sis ekstraktas pasizyméjo 3 kartus didesniu mirozinazés aktyvumu,
nei rapsy in vivo ekstraktas (0,34+0,01 vnt./g) ir 2 kartus didesniu mirozinazés aktyvumu nei pipirniy
in vivo ekstraktas (0,48+0,02 vnt./g).
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3.35 pav. Mirozinazés aktyvumo jvertinimo brokoliy, rapsy ir pipirniy in vivo ekstraktuose, rezultatai

Palyginus rezultatus pateiktus 3.7 skyriuje, matyti, jog gauti mirozinazés aktyvumo rezultatai
koreliuoja su gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo rezultatais brokoliy, rapsy ir pipirniy in vivo
ekstraktuose.

3.10. Cinko oksido nanodaleliy ir metionino elicitoriy jtaka brokoliy in vitro kultiry
antioksidacinéms savybéms ir biologiSkai aktyviy junginiy sintezei

Atlikus tyrimus su salicilo riigsties bei metilzasmonato elicitoriais ir jy koncentracijomis, i§ gauty
rezultaty nustatyta, kad pasirinkti elicitoriai nepadaré reikSmingos jtakos biologiskai aktyviy junginiy
sintezés ir antioksidacinio aktyvumo padidéjimui brokolio kaliaus kultiirose. Lyginant su brokolio
kaliaus kultGromis, geresnémis savybémis pasizyméjo brokoliy in vitro kultliros, uzaugintos MS
terpéje be papildomy augimo reguliatoriy ir elicitoriy. Geriausiomis savybémis pasizymeéjo brokoliy
in vivo ekstraktas.

Tolimesniems tyrimams buvo pasirinkti cinko oksido nanodaleliy < 50 nm dydzio (ZnO-ND) ir
metionino elicitoriai, kuriais buvo papildyta brokoliy in vitro kultiiry mitybiné terpé (zr. 3.36 pav.),
siekiant jvertinti ar Sie elicitoriai geba padidinti brokoliy in vitro kultiry fitochemikaly sintezg ir
antioksidacines savybes.
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3.36 pav. Brokoliy in vitro kulttiros, augintos MS terpéje papildytoje (10 mg/l) ZnO-ND ir (0,75 g/l)
metionino elicitoriais
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3.10.1. Redukciniy savybiy jvertinimas

Siame tyrime buvo vertinamos brokoliy lapy ir stieby in vitro kultiiry, auginty MS terpéje papildytoje
10 mg/l ZnO-ND elicitoriumi ir brokolio viso augalo in vitro kultiros, augintos MS terpéje
papildytoje 0,75 g/l metionino elicitoriumi, ekstrakty redukcinés savybés.
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3.37 pav. Brokoliy in vitro ekstrakty redukciniy savybiy jvertinimo rezultatai

I§ rezultaty, kurie pateikiami 3.37 pav. matyti, kad brokoliy lapy kultiros, augintos MS terpéje in
vitro sglygomis, ekstraktas pasizyméjo 37,8 % stipresnémis redukcinémis savybémis (A —
0,135+0,005), lyginant su brokoliy stieby in vitro kultiros ekstraktu (A — 0,098+0,013). Papildzius
MS terpe ZnO-ND elicitoriumi, brokoliy lapy (A — 0,199+0,003) ir stieby (A — 0,164+0,016) in vitro
kultary ekstrakty redukcines savybes atitinkamai padidéjo 47,7 % ir 67,3 %. Susumavus brokoliy
lapy ir sticby in vitro ekstrakty rezultatus ir palyginus su rezultatais gautais MS terpe papildzius
metionino elicitoriumi matyti, kad pastarasis nepagerino brokoliy kultaros redukciniy savybiy (A —
0,170+0,005) ir netgi atvirksciai — jas sumazino.

3.10.2. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas FRAP metodu

Ivertinus brokoliy lapy ir stieby in vitro kultiiry, auginty MS terpéje papildytoje 10 mg/l ZnO-ND
elicitoriumi ir brokolio viso augalo in vitro kultoros, augintos MS terpéje papildytoje 0,75 g/l
metionino elicitoriumi, ekstrakty antioksidacinj aktyvuma FRAP metodu, rezultatai pateikiami 3.38
pav.
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3.38 pav. Brokoliy in vitro ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimo, FRAP metodu, rezultatai

I$ gauty rezultaty matyti, kad FRAP metodo rezultatai sutampa su redukciniy savybiy jvertinimo
rezultatais. Brokoliy lapy kultiiros, augintos MS terpéje in vitro salygomis, ekstraktas pasizyméjo 3,4
karto didesniu antioksidaciniu aktyvumu (22,31+0,049 umol/l) nei brokoliy stieby in vitro kultiiros
ekstraktas (6,63+0,02 umol/l). MS terpés papildymas ZnO-ND elicitoriumi, padidino brokoliy lapy
(35,170,104 pmol/l) ir stiecby (16,300,083 umol/l) in vitro kultiry ekstrakty antioksidacinj
aktyvuma — 1,6 ir 2,5 karto. Susumavus brokoliy lapy ir stieby kulttry, auginty MS terpéje, ekstrakty
rezultatus ir palyginus su rezultatais gautais MS terpe papildzius metionino elicitoriumi (19,60+0,158
pmol/1), brokoliy kultiiros antioksidacinio aktyvumo padidéjimas nebuvo uzfiksuotas.

3.10.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas ABTS metodu
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Mitybiné terpé
3.39 pav. Brokoliy in vitro ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimo ABTS metodu, rezultatai

Rezultatai, kurie pateikti 3.39 pav. atskleidzia, kad brokoliy stieby in vitro kultiiros ekstraktas
pasizyméjo 2,6 % didesniu antioksidaciniu aktyvumu (99,40+0,003 %), nei brokoliy lapy in vitro
kulttiros ekstraktas (96,90£0,015 %). Papildzius mitybing terpe ZnO-ND elicitoriumi brokoliy stieby
(98,27+0,003 %) ir lapy (99,53+0,003 %) in vitro kultiry ekstrakty antioksidacinis aktyvumas
padidéjo atitinkamai 1,4 % ir 0,13 %. Susumavus brokoliy lapy ir stieby in vitro kulttry, ekstrakty
rezultatus bei iSvedus vidurkj ir palyginus su rezultatais gautais MS terpe papildZius metionino
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elicitoriumi (98,03+0,005 %) nustatyta, kad S$is elicitorius brokoliy kultiiros antioksidacinio
aktyvumo nepadidino.

3.10.4. Antioksidacinio fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas
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Mitybiné terpé
3.40 pav. Superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimo rezultatai brokoliy in vitro ekstraktuose

I$ rezultaty pateikty 3.40 pav. matyti, kad brokoliy lapy in vitro kultiros ekstraktas pasizyméjo
didZiausiu SOD aktyvumu (0,348+0,003 vnt./mg), lyginant su brokoliy stieby (0,217+0,014 vnt./mg)
ir $akny (0,124+0,010 vnt./mg) in vitro kultiiros ekstraktais. Papildzius MS terpe ZnO-ND, brokoliy
lapy (0,376+0,008 vnt./mg), stieby (0,226+0,005 vnt/mg) ir Sakny (0,128+0,007 vnt./mg) in vitro
kultiiros ekstraktuose nustatytas atitinkamai 8 %, 4,2 % ir 3,2 % SOD aktyvumo padidéjimas.
Susumavus brokoliy lapy, stieby, Sakny in vitro kulttiry ekstrakty rezultatus ir palyginus su rezultatais
gautais MS terpe¢ papildzius metionino elicitoriumi (0,101+0,009 vnt./mg) nustatyta, kad Sis
elicitorius brokoliy in vitro kultiroje SOD aktyvumg sumazino.

3.10.5. Antioksidaciniy savybiu, jvertinty skirtingais metodais, apibendrinimas

Brokoliy in vitro kultiry gebéjimas kaupti antioksidacinius bioaktyvius junginius jvertintas
redukciniy savybiy nustatymo, FRAP, ABTS radikalo suriSimo ir superoksido dismutazes (SOD)
aktyvumo spektrofotometrinés analizés metodais. Atlikus tyrimus minétais metodais nustatyta, kad
redukciniy savybiy nustatymo ir antioksidaciniy aktyvumo jvertinimo FRAP metodu rezultatai
sutapo. Tyrimy rezultatuose matyti, kad didziausias antioksidaciniy junginiy kiekis sukaupiamas
brokoliy in vitro kultiiry lapuose, o maziausias — Saknyse. Rezultatuose aiskiai matoma ZnO-ND
elicitoriaus teigiama jtaka brokoliy in vitro kultiry antioksidacinéms savybéms. Stipriausiomis
redukcinémis savybémis (A — 0,199+0,005) ir didziausiu antioksidaciniu aktyvumu (35,170,104
umol/l) jvertintu FRAP metodu pasizyméjo brokoliy lapy in vitro kultiros, augintos MS terpéje
papildytoje 10 mg/l koncentracijos ZnO-ND elicitoriumi, ekstraktas. Siame ekstrakte taip pat
nustatytas didziausias SOD aktyvumas (0,376+0,008 vnt./mg). Apie teigiama ZnO-ND elicitoriaus
jtakg SOD aktyvumui 2020 m. prane$é¢ A. Zaeem ir bendraautoriai [90]. Mokslininkai nustaté, kad
10 mg/1 koncentracija mitybinéje terpéje padidino SOD aktyvuma liny (lot. Linum Usitatissimum)
kaliaus kultarose in vitro, o didinant ZnO-ND koncentracijg terpéje, SOD aktyvumas taip pat didé¢jo
[90].

PrieSingai Siems rezultatams, jvertinus antioksidacinj aktyvumg ABTS metodu nustatyta, kad
stipriausia ABTS radikalo suri§imo geba pasizyméjo ne brokoliy lapy, o brokoliy stieby in vitro

69



kultdros ekstraktas (99,40+0,003 %). Sio tyrimo rezultatai taip pat atskleidzia teigiama ZnO-ND
elicitoriaus jtaka antioksidaciniy junginiy sintezei brokoliy in vitro kultiirose.

3.10.6. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimas

Ivertinus bendrajg fenoliniy junginiy koncentracijg brokoliy in vitro kultiiros ekstraktuose, i§ gauty
rezultaty (zr. 3.41 pav.) matyti, kad 2-2,5 karto didesne fenoliniy junginiy koncentracija pasizyméjo
brokoliy lapy in vitro kultaros ekstraktas (139,09+0,022 mg/100mg) nei brokoliy stieby (68,24+0,039
mg/100mg) ir Sakny (57,42+0,013 mg/100mg) in vitro kultaros ekstraktai.
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Mitybiné terpé
3.41 pav. Bendrosios fenoliniy junginiy koncentracijos jvertinimo rezultatai brokoliy in vitro ekstraktuose

Mitybinés terpés papildymas ZnO-ND elicitoriumi padidino fenoliniy junginiy koncentracija
brokoliy lapy (181,68+0,017 mg/100mg), stieby (105,06+0,008 mg/100mg) ir sakny (69,98+0,024
mg@/100mg) in vitro kulttiros ekstraktuose atitinkamai 31 %, 54 % ir 22 %. Apie ZnO-ND elicitoriaus
jitaka fenoliniy junginiy koncentracijos padidéjimui pranesta 2020 m. atliktame tyrime [90], kuriame
teigiama, kad ZnO-ND elicitorius (maza koncentracija: 25 mg/l) padidino fenoliniy junginiy kiekj
liny (lot. Linum Usitatissimum) tglivose ir kaliaus kultarose in vitro. 2018 m. R. Javed atliktame
tyrime praneSama kad papildzius MS terp¢ 100 mg/l ZnO-ND, saldziosios stevijos (lot. Stevia
rebaudiana) lapy kaliaus kultiira pasizyméjo padidéjusia bendra fenoliniy junginiy koncentracija
[91].

Susumavus brokoliy lapy, stieby, Sakny in vitro kulttiry ekstrakty rezultatus ir palyginus su rezultatais
gautais MS terpe papildzius metionino elicitoriumi (121,64+0,004 vnt./mg) nustatyta, kad Sis
elicitorius nepadidino fenoliniy junginiy koncentracijos brokoliy in vitro kultiirose.

3.10.7. Bendrosios fenoliniy riig§¢iy koncentracijos jvertinimas

IS rezultaty pateikty 3.42 pav. matyti, kad brokoliy lapy in vitro kultdros ekstrakte nustatyta didesné
fenoliniy rig8¢iy koncentracija (0,33£0,003 vnt./mg) nei brokoliy stieby (0,22+0,002 vnt./mg) ir
Sakny (0,05£0,001 vnt./mg) in vitro kultiiry ekstraktuose. MS terpés papildymas ZnO-ND padidino
bendra fenoliniy rigséiy koncentracija brokoliy lapy (0,37£0,004 mg/100mg) ir stieby (0,26£0,004
mg/100mg) in vitro kulttros ekstraktuose atitinkamai 12 %, 18 % ir 360 %.
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Mitybiné terpé
3.42 pav. Bendrosios fenoliniy riigé¢iy koncentracijos jvertinimo rezultatai brokoliy in vitro ekstraktuose

Didziausias ZnO-ND elicitoriaus poveikis pastebétas Sakny in vitro kulttros ekstraktuose, kuriame
fenoliniy rigséiy koncentracija po elicitoriaus pridéjimo padidéjo 4,6 kartus (0,23+0,001 mg/100mg).
Susumavus brokoliy lapy, stieby, Sakny in vitro kulttiry ekstrakty rezultatus ir palyginus su rezultatais
gautais MS terpe papildzius metionino elicitoriumi (0,29 £0,002 vnt./mg) nustatyta, kad pastarasis
nepadidino fenoliniy riig8¢iy koncentracijos brokoliy in vitro kulttirose.

3.10.8. Flavonoidy koncentracijos nustatymas

Ivertinus flavonoidy koncentracijg brokolio in vitro kultiiros ekstraktuose, i§ gauty rezultaty (zr. 3.43
pav.) matyti, kad brokoliy lapy kultiiros, augintos MS terpéje in vitro sglygomis, ekstraktas
pasizyméjo 3,7 karto didesne flavonoidy koncentracija (125,88+£0,101 mg/g) nei brokoliy stieby in
vitro kultdros ekstraktas (33,79+0,010 mg/qg).
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Mitybiné terpé
3.43 pav. Flavonoidy kiekio jvertinimo rezultatai brokoliy in vitro ekstraktuose

Nustatyta, kad MS terpe papildzius ZnO-ND elicitoriumi flavonoidy koncentracija brokoliy lapy
(155,49+0,080 mg/g) ir stieby (50,350,025 mg/g) in vitro ekstraktuose padidéjo atitinkamai 23,5 %
ir 49 %. Mokslinéje literatiroje pranesama, kad saldziosios stevijos (lot. Stevia rebaudiana) ir
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baltosios lelijos (lot. Lilium ledebourii) kultaros in vitro parodé padidéjusig bendrg flavonoidy
koncentracija, papildZius mitybing terpe 1 mg/l ZnO-ND elicitoriumi [91, 92].

Susumavus brokoliy lapy ir stieby kultiiry, auginty MS terpéje, ekstrakty rezultatus ir palyginus su
rezultatais gautais MS terpe papildZius metionino elicitoriumi (56,04+0,033 mg/g), flavonoidy
koncentracijos padidéjimas brokoliy in vitro kultiiroje nebuvo nustatytas.

3.10.9. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos nustatymas

IS 3.44 pav. pateikty rezultaty matyti, kad 4-7 karto didesne chlorofilo a (101,13+1,57 mg/100 g) ir b
(45,81+£0,96 mg/100 g) bei karotinoidy (31,37£0,03 mg/100 g) koncentracija pasizyméjo brokoliy
lapy in vitro ekstraktas, lyginant su brokoliy stieby ir Sakny in vitro ekstraktais.
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Chlorofilasa ™ Chlorofilas b Karctinoidai

3.44 pav. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijos jvertinimo brokoliy in vitro kultiros ekstraktuose,
rezultatai

Papildzius MS terpe ZnO-ND elicitoriumi, chlorofilo a (173,18+1,13 mg/100 g) ir b (95,82+0,56
mg/100 g) bei karotinoidy (38,57+£0,98 mg/100 g) koncentracija brokoliy lapy in vitro ekstrakte
atitinkamai i8augo 71 %, 109 % ir 23 %. Taciau pastebéta, kad ZnO-ND elicitoriaus panaudojimas
sumazino $iy pigmenty koncentracijg brokoliy stieby in vitro ekstrakte. IS gauty rezultaty matyti, kad
metionino elicitoriaus panaudojimas pigmenty koncentracijos padidinimui brokolio in vitro kultiiroje
buvo neefektyvus.

3.10.10. Gliukozinolaty koncentracijos nustatymas

I$ rezultaty pateikty 3.45 pav. matyti, kad brokoliy lapy in vitro kultiiros ekstraktas pasizyméjo 3
kartais didesne gliukozinolaty koncentracija (25,05+1,02 pmol/g), nei brokoliy stieby (8,77+0,87
umol/g) ir Sakny (8,29+0,98 pumol/g) in vitro kulttiros ekstraktai.
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Mitybiné terpé
3.45 pav. Gliukozinolaty koncentracijos jvertinimo brokoliy in vitro kulttiros ekstraktuose, rezultatai

Mitybinés terpés papildymas ZnO-ND elicitoriumi davé teigiamy rezultaty, brokoliy lapy
(30,76x0,64 umol/g), stieby (10,91£0,36 pumol/g) ir Sakny (11,50+0,89 umol/g) in vitro kulttros
ekstraktai pasizyméjo atitinkamai 23 %, 25 % ir 39 % didesne gliukozinolaty koncentracija.
Mitybinés terpés papildymas metionino elicitoriumi nepadaré¢ reikSmingos itakos gliukozinolaty
koncentracijai (25,77+0,78 umol/g) brokoliy in vitro kultiroje.

3.10.11. Mirozinazés aktyvumo nustatymas

Ivertinus fermento mirozinazés aktyvumg brokoliy in vitro kultiiros ekstraktuose, i$ gauty rezultaty
(zr. 3.46 pav.) matyti, kad brokoliy lapy kulttiros, augintos MS terpéje in vitro salygomis, ekstraktas
pasizyméjo 64 % didesniu mirozinazés aktyvumu (2,78+0,14 vnt./g) nei brokoliy stieby in vitro
kultaros ekstraktas (1,82+0,09 vnt./qg) ir 83 % didesniu mirozinazés aktyvumu nei brokoliy Sakny in
vitro kultiiros ekstraktas (1,63+0,06 vnt./g).
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3.46 pav. Mirozinazés aktyvumo jvertinimo rezultatai brokoliy in vitro ekstraktuose
Nustatyta, kad papildzius MS terp¢ ZnO-ND elicitoriumi mirozinazés aktyvumas brokolio lapy
(4,13+0,23 vnt./g), stieby (2,21+0,12 vnt./qg) ir Sakny (2,98+0,07 vnt./g) in vitro kultiry ekstraktuose

padidéjo atitinkamai 49 %, 21 % ir 83 %. Pastebéta, kad ZnO-ND elicitorius efektyviausiai veiké
brokoliy $akny in vitro ekstrakta, kuriame padidino ne tik mirozinazés aktyvuma, bet ir gliukozinolaty
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koncentracijg. MS terpés papildymas metionino elicitoriumi nepadaré rySkaus poveikio mirozinazes
aktyvumui brokolio in vitro kultaroje (2,30+0,08 vnt./g).
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4. Rekomendaciju dalis

Maisto papildy gamybai rekomenduojama gliukozinolatus isskirti i§ brokoliy (lot. Brassica oleracea
var. Italica) kaliaus in vitro kultiiry uzauginty mitybinéje terpéje papildytoje ZnO-ND elicitoriumi.
Rekomenduojama principiné aparatiiriné schema gliukozinolatams isskirti i§ brokoliy in vitro kultiry
pateikiama 4.1 paveiksle.

Biomase rekomenduojama auginti vykdant du etapus. Pirmajame etape, paruoSiama mitybiné terpé
papildyta augimo reguliatoriais bei ZnO-ND elicitoriumi, kurie skatina fitocheminiy medziagy
sintez¢ brokoliy in vitro kultirose (MT-1) ir autoklavuojama. Antrame etape, brokoliy in vitro kultira
perkeliama j kolbg (K-1), kurioje toliau kultivuojama in vitro sglygomis. Suformuota brokoliy lasteliy
suspensijos kulttira perkeliama j bioreaktoriy (BR-1), i kurj taip pat tiekiama mitybiné terpé (MT-1).
Gausiai uzauginta kaliaus kultiira iSdziovinama liofilizatoriuje (L-1) ir sumalama rutuliniame maltine
(RM-1). I8dziovinta ir susmulkinta augaliné Zaliava patalpinama j laikymo rezervuarg (R-1), i$ kurio
tiekiama j ekstraktoriy (E-1).

Ekstrahavimui rekomenduojama naudoti C1-C4 alkoholius (pvz., metanolis) arba C3-C4 ketonus
(pvz., acetonas), arba jy vandeninius misSinius. Ekstrakcijai pasirinktas tirpiklis i$ laikymo talpos (T-
1) tiekiamas siurbliu (S-1) j Silumokaitj (S-1), kuriame pasildomas ir tickiamas j ekstrakcijos
rezervuarg (E-1). Toliau vykdoma kietafazé ekstrakcija. Pagrindiné problema, su kuria susiduriama
— ekstrahavimo metu augalinés lastelés suyra, todél fermentas mirozinazé ekstrakcijos metu yra
inaktyvuojamas, tam, kad bty galima iSsaugoti nepakitusj sukaupty gliukozinolaty kiekj viso
proceso metu. Tai padaroma ekstrahuojant 70 °C temperatiiroje. Heksanas is talpyklos (T-2) siurbliu
(S-2) per $ilumokaitj (S-2) kartu su gautu ekstraktu tiekiami j maisykle (M-1) ir maiSomi 3 val. [93].

Gautas miSinys tiekiamas ] separatoriy (SE-1), kuriame nustacius tam tikrg temperatiirg ir slégj,
i$sisluoksniuoja. Taip netirpios augalinés zaliavos medziagos (riebalai) nuséda separatoriaus apacioje
ir véliau siurblio (S-3) pagalba surenkamos talpykloje (T-3). Toliau j antrajj separatoriy (SE-2)
perduodamas augalinis ekstraktas su iStirpusiomis augalinés Zaliavos medZiagomis, prie§ tai jj
nucentrifugavus (C-1) ir nufiltravus (F-1), siekiant paSalinti netirpius junginius.

Sekanti stadija — iSgarinimas, kuris vykdomas antrajame separatoriuje (SE-2), kuriame sudarius tam
tikras slégio ir temperatiiros salygas lakiosios medziagos atskiriamos nuo ekstrakto, tekédamos pro
kondensatoriy (KO-1), skystu pavidalu surenkamos talpoje (T-4). Toliau ekstraktas siurbliu (S-4)
tiekiamas j garintuvg (G-1), kuriame paSalinamas tirpiklis, pastarasis judédamas pro kondensatoriy
(KO-2) surenkamas talpoje (T-6). Tirpiklis atauSinamas ausintuvu (A-1) ir siurbliu (S-5) bei maisykle
(M-2) jmaiSomas j pradin; tirpiklio srauta.

Norint geriau i§valyti, ekstrakta, rekomenduojamas papildomas ekstrakto jvedimas j katijony mainy
kolonéle, kurioje gali biiti patalpinta riigStinés formos derva (kolonélé turi atitikti maisto perdirbimo
reikalavimus). Véliau ekstraktas turi biiti praleidziamas pro bazinés formos derva ant kurios
adsorbuojami gliukozinolatai. Gliukozinolaty eliuavimg i§ kolonélés galima atlikti su natrio
hidroksidu, vandenyje iStirpintu amoniaku, alkoholiu ar jy misiniu [93].

Gautas sausas produktas, kuriame gausu gliukozinolaty, surenkamas talpoje (T-5). Gautus kietus
miltelius rekomenduojama toliau mikrokapsuliuoti ir panaudoti, kaip maisto papildus.
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ISvados

Nustatyta, kad 50 pmol/l koncentracijos salicilo rugsties ir 25 umol/l koncentracijos
metilZasmonato elicitoriai buvo tinkami antioksidaciniy junginiy sintezei skatinti rapsy (lot.
Brassica napus L.) ir pipirniy (lot. Lepidium sativum L.) kaliaus kulttirose in vitro, taciau
netinkami brokoliy kaliaus kultiiroms.

. Tyrimo metu nustatyta, kad 25 umol/l koncentracijos metilzasmonato elicitorius efektyviai
padidino fenoliniy junginiy sintez¢ brokoliy (46 %), rapsy (46,7 %) ir pipirniy (33,5 %)
kaliaus kulttirose in vitro.

. Ivertinus elicitoriy poveikj tiriamyjy augaly baltymy sintezei nustatyta, kad didziausiu
teigiamu elicitavimo efektyvumu pasizyméjo 25 pumol/l koncentracijos salicilo ragsties
elicitorius, kuris rapsy kaliaus kultdrose in vitro, baltymy koncentracija padidino 36,6 %, 0
pipirniy — 23 %. Taip pat nustatyta, kad L-prolino koncentracija rapsy kaliaus in vitro kultiiroje
padidéjo 53,8 %, kai mitybiné terpé buvo papildyta 25 umol/l metilZasmonato elicitoriumi.

. Tyrimo metu nustatyta, kad 25 pmol/l koncentracijos metilzasmonato elicitoriaus pridéjimas
i mitybine terpe 3 Kkartais padidino chlorofilo a ir chlorofilo b koncentracija rapsy kaliaus
kulttirose in vitro, taciau karotinoidy sintez¢ veiké neigiamai. Pipirniy kaliaus kultiirose in
vitro 50 pmol/l koncentracijos metilzasmonato elicitorius padidino sintetinamo chlorofilo a
koncentracijg 30 %, chlorofilo b koncentracijg — 39 %, o karotinoidy koncentracija padidéjo
dvigubai.

. Ivertinus ZnO-ND ir metionino jtakg brokoliy in vitro kultiry antioksidaciniam ir
fitocheminiam aktyvumui nustatyta, kad stipriausiomis redukcinémis savybémis, didziausiu
antioksidaciniu ir SOD aktyvumu pasizyméjo brokoliy lapy in vitro kultiiros, augintos MS
terpéje papildytoje 10 mg/l koncentracijos ZnO-ND elicitoriumi, ekstraktas. Siame ekstrakte
nustatytas didziausias fenoliniy junginiy, fenoliniy riig§¢iy, flavonoidy, pigmenty,
gliukozinolaty koncentracijos.

77



10.

11.

12.

13.

14.

Literatiiros sarasas

SAMEC, D., B. SALOPEK-SONDI. Cruciferous (brassicaceae) vegetables. I§ Nonvitamin
and Nonmineral Nutritional Supplements [interaktyvus]. Elsevier, 2019. pp. 195-202. [Zitréta
2021-01-20]. ISBN 9780128124918. Prieiga per DOI: 10.1016/B978-0-12-812491-8.00027-
8.

VASHISHT, I., N. SHARMA. Role of long noncoding RNAs in Brassicaceae family. IS Long
Noncoding RNAs in Plants [interaktyvus]. Academic Press, 2021, pp. 197-208. [zitréta 2021-
01-20]. Prieiga per DOI: 10.1016/B978-0-12-821452-7.00013-1.

O’KANE, S. L. Brassicaceae, Molecular Systematics and Evolution Of. IS Brenner’s
Encyclopedia of Genetics: Second Edition [interaktyvus]. Elsevier Inc., 2013, pp. 374-376.
[zitiréta 2021-01-20]. ISBN 9780080961569. Prieiga per internety:
https://scholarworks.uni.edu/facpub/1640.

AL-SHEHBAZ, 1. A. Brassicaceae (Mustard Family). IS eLS [interaktyvus], 2011 [ZiGréta
2021-01-20]. Prieiga per DOI: 10.1038/npg.els.0003690.

Richardson, A., Cruciferae. I§ Plants of the Rio Grande Delta [interaktyvus]. University of
Texas Press, 2021, pp. 88-93, [zitréta 2021-01-20]. Prieiga per DOI: 10.7560/770683-047.
KADZIENE, G. ir kt. Vasariniai rapsai. I§ Integruotos kenksmingyjy organizmy kontrolés

gairés. Lietuvos agrariniy ir miSky moksly centras. 2019.

SLAPAKAUSKAS, V. ir P. DUCHOVSKIS. Augaly produktyvumas. I§ PROJEKTAS
,MAISTO ZALIAVU IR AGRARINES APLINKOS STUDIJU TOBULINIMAS (MAST)*.
1. Ed. LZUU, Vilnius: UAB ,,IDP Solutions®, 2014. pp. 176-178. ISBN 978-9955-865-04-9.
LE, T. N. Ir kt. Bioactive Compounds and Bioactivities of Brassica oleracea L. var. Italica
Sprouts and Microgreens: An Updated Overview from a Nutraceutical Perspective. I$ Plants,
[interaktyvus]. 2020, 9(8), pp. 1-23, [ziuréta 2021-01-20]. Prieiga per DOI:
10.3390/plants9080946.

AKBAR, S. Lepidium sativum L. (Brassicaceae). I§ Handbook of 200 Medicinal Plants: A
Comprehensive Review of Their Traditional Medical Uses and Scientific Justifications
[interaktyvus]. Springer, Cham, 2020, pp. 1095-1100, [zitréta 2021-01-20]. Prieiga per DOI:
10.1007/978-3-030-16807-0_118.

Espinosa-Leal, C. A. ir kt. In vitro plant tissue culture: means for production of biological
active compounds. I$ Planta [interaktyvus]. Springer, Cham, 2018, 248(1), pp. 1-18. [ZiGréta
2021-01-20]. Prieiga per DOI: 10.1007/s00425-018-2910-1.

LOW, L. Y. et al. Transgenic Plants: Gene Constructs, Vector and Transformation Method.
In New Visions in Plant Science. InTech, 2018, [ziGréta 2021-01-20]. ISBN 1789237025,
9781789237023.

LOYOLA-VARGAS, V. M., N. OCHOA-ALEJO. An Introduction to Plant Tissue Culture:
Advances and Perspectives. I§ Methods in Molecular Biology [interaktyvus]. Humana Press
Inc., 2018, pp. 3-13, [zitréta 2021-01-20]. Prieiga per DOI: 10.1007/978-1-4939-8594-4 1.
KUMAR, P. P., C. S. LOH. Plant tissue culture for biotechnology. I$ Plant Biotechnology
and Agriculture [interaktyvus]. Academic Press, 2012. pp. 131-138, [ziaréta 2021-01-20].
ISBN 9780123814661.

TWAIJ, B. M. ir kt. Trends in the use of tissue culture, applications and future aspects. I$
International Journal of Plant Biology [interaktyvus]. 2020, 11(1), pp. 1-14, [zitréta 2021-
01-20]. Prieiga per DOI: 10.4081/pb.2020.8385.

78


https://doi.org/10.1016/B978-0-12-812491-8.00027-8
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-812491-8.00027-8
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-821452-7.00013-1
https://scholarworks.uni.edu/facpub/1640
https://doi.org/10.1038/npg.els.0003690
https://doi.org/10.7560/770683-047
https://doi.org/10.3390/plants9080946
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-030-16807-0_118
https://doi.org/10.1007/s00425-018-2910-1
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-8594-4_1
https://doi.org/10.4081/pb.2020.8385

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

EFFERTH, T. Biotechnology Applications of Plant Callus Cultures. IS Engineering
[interaktyvus]. 2019, 5(1), pp. 50-59, [zitréta 2021-01-20]. Prieiga per DOI:
10.1016/j.eng.2018.11.006.

SHARIF HOSSAIN, A. B. M. ir kt. Callus cell proliferation from broccoli leaf slice using
IBA and BAP in vitro culture: Its biochemical and antioxidant properties. IS Data in Brief
[interaktyvus]. 2016, 6(3), pp. 214-220, [ziaréta 2021-01-20]. Prieiga per DOI:
10.1016/}.dib.2015.11.061.

SULTAN, S., A. MOHAMMED. Regenerated of Broccoli (Brassica oleracea var. italica)
Plants from Differentiation of the Hypocotyl Stems Callus of its Seedlings. I§ Rafidain
Journal of Science [interaktyvus]. 2020, 29(2), pp. 39-50, [zitréta 2021-01-28]. Prieiga per
DOI: 10.33899/rjs.2020.165364.

ABDULLAH, R. ir kt. Thidiazuron Induced Plant Regeneration Via Organogenesis And
Somatic Embryogenesis In Broccoli Brassica Oleracea Var. Italica. IS Nat. Volatiles &
Essent. Qils [interaktyvus]. 2021, 8(4), pp. 12658-12673, [zituréta 2021-01-05]. Prieiga per
interneta: https://www.nveo.org/index.php/journal/article/view/2670/2303.

Metwali, R. E., O. A. Al-Maghrabi. Effectiveness of tissue culture media components on the
growth and development of cauliflower (Brassica oleracea var. Botrytis) seedling explants in
vitro. I§ African Journal of Biotechnology [interaktyvus]. 2012, 11(76), pp. 14069-14076,
[Zitréta 2021-01-12]. Prieiga per DOI: 10.5897/AJB12.1984.

KAMAL, G. B. ir kt. Effects of genotype, explant type and nutrient medium components on
canola (Brassica napus L.) shoot in vitro organogenesis. I$ African Journal of Biotechnology
[interaktyvus]. 2010, 6(7), pp. 861-867, [ziuréta 2021-02-13]. Prieiga per interneta:
https://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/56918.

NAZ, S. ir kt. Effect of different growth regulators on in vitro propagation of brassica napus
L. I§ Pakistan Journal of Botany. 2018, 50(5), pp. 1871-1876. ISSN 0556-3321.

NAZ, S., K. KHATOON. The effect of auxins on callus induction in achyranthes aspera. I§
Pakistan Journal of Botany . 2014, 46(6), pp. 2203-2207. ISSN 0556-3321.

DUBEY, S. K., A. K. GUPTA. Original Research Article Callus Induction and Shoot
Proliferation from Seedling Explants of Different Mustard Genotypes. I International
Journal of Current Microbiology and Applied Sciences [interaktyvus]. Excellent Publishers:
2014, 3(7), pp. 858-864, [zituréta 2021-02-13]. Prieiga per: Researchgate

KOUHI, S. M. M., M. LAHOUTI. Application of ZnO nanoparticles for inducing callus in
tissue culture of rapeseed. I§ International Journal of Nanoscience and Nanotechnology
[interaktyvus]. 2018, 14(2), pp. 133-141, [zitréta 2021-02-13]. Prieiga per internetg:
http://www.ijnnonline.net/article_31221.html

SHARMA, S. ir kt. Effects of Plant Growth Regulator on in Vitro Callogenesis of Garden
Cress (Lepidium Sativum L.). IS The Bioscan. 2015, 10(1), pp. 167-171. ISSN: 0973-7049.
GOLKAR, P. ir kt. Production of a new mucilage compound in Lepidium sativum callus by
optimizing in vitro growth conditions. IS Natural Product Research [interaktyvus]. 2019,
33(1), pp. 130-135. Prieiga per DOI: 10.1080/14786419.2018.1437426.

CHANDRAN, H. ir kt. Plant tissue culture as a perpetual source for production of industrially
important bioactive compounds. IS Biotechnology Reports [interaktyvus]. 2020, 26(6), pp.
450, [zitréta 2021-02-13]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.btre.2020.e00450.

CABRERA-DE LA FUENTE, M. ir kt. Plant Nutrition and Agronomic Management to
Obtain Crops With Better Nutritional and Nutraceutical Quality. IS Therapeutic Foods

79


https://doi.org/10.1016/j.eng.2018.11.006
https://doi.org/10.1016/j.dib.2015.11.061
https://rsci.mosuljournals.com/article_165364.html
https://www.nveo.org/index.php/journal/article/view/2670/2303
https://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/129367
https://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/56918
https://www.researchgate.net/publication/320988679
http://www.ijnnonline.net/article_31221.html
https://doi.org/10.1080/14786419.2018.1437426
https://doi.org/10.1016/j.btre.2020.e00450

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

[interaktyvus]. 2018, pp. 99-140, [zitaréta 2021-02-13]. ISBN 9780128115176. Prieiga per
internetg: 10.1016/B978-0-12-811517-6.00004-0.

ALQAHTANI, F. Y. ir kt. Chemical composition and antimicrobial, antioxidant, and anti-
inflammatory activities of Lepidium sativum seed oil. IS Saudi Journal of Biological Sciences
[interaktyvus]. 2019, 26(5), pp. 1089-1092, [zitréta 2022-04-12]. Prieiga per interneta:
10.1016/j.sjbs.2018.05.007.

SAEED, F. ir kt. Green and chemically synthesized zinc oxide nanoparticles: effects on in-
vitro seedlings and callus cultures of Silybum marianum and evaluation of their antimicrobial
and anticancer potential. IS Artificial Cells, Nanomedicine, and Biotechnology [interaktyvus].
2021, 49(1), pp. 450-460. Prieiga per DOI: 10.1080/21691401.2021.1926274.

AWAN, S. ir kt. A preliminary study of influence of zinc oxide nanoparticles on growth
parameters of Brassica oleracea var italic. IS Journal of the Saudi Society of Agricultural
Sciences [interaktyvus]. 2021, 20(1), pp. 18-24, [zitréta 2022-04-12]. Prieiga per DOI:
10.1016/j.jssas.2020.10.003.

WANG, X. P. ir kt. Effects of zinc oxide nanoparticles on the growth, photosynthetic traits,
and antioxidative enzymes in tomato plants. IS Biologia Plantarum [interaktyvus]. 2018,
62(4), pp. 801-808, [zitréta 2022-04-12]. Prieiga per DOI: 10.1007/s10535-018-0813-4.
BAENAS, N. ir kt. Biotic Elicitors Effectively Increase the Glucosinolates Content in
Brassicaceae Sprouts. IS Journal of Agricultural and Food Chemistry [interaktyvus]. 2014,
62(8), pp. 18811889, [7ifréta 2022-04-12]. Prieiga per DOI: doi/10.1021/jf404876z.
PEREZ-BALIBREA, S. ir kt. Improving the phytochemical composition of broccoli sprouts
by elicitation. IS Food Chemistry [interaktyvus]. 2011, 129(1), pp. 35—44, [ziuréta 2022-04-
14]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.foodchem.2011.03.049.

Scheuner, E. T., ir kt. Increasing the alkyl glucosinolate level in Broccoli by leafstalk infusion
of methionine. I§ Journal of applied botany and food quality [interaktyvus]. 2005, 79(3),
pp.175-178, [zitiréta 2022-04-12]. Prieiga per internety:
https://www.researchgate.net/publication/285941970.

HO, T. T. ir kt. Methyl Jasmonate Induced Oxidative Stress and Accumulation of Secondary
Metabolites in Plant Cell and Organ Cultures. I$ International journal of molecular sciences
[interaktyvus]. 2020, 21(3), pp. 716. Prieiga per DOI: 10.3390/ijms21030716.

AUGUSTIN, L. S. A. ir kt. Diet and cancer. I§ Encyclopedia of Cancer [interaktyvus].
Elsevier, 2018, pp. 471-500, [zitréta 2021-03-26]. ISBN 9780128124857. Prieiga per:
PubMed.

LE, T. N. Ir kt. Bioactive compounds and bioactivities of Brassica oleracea L. var. Italica
sprouts and microgreens: An updated overview from a nutraceutical perspective. I§ Plants
[interaktyvus]. 2020, 9(8), pp. 1-23, [zituréta 2022-02-24]. Prieiga per DOI:
10.3390/plants9080946.

MIKLAVCIC VISNJEVEC, A. ir kt. Glucosinolates and isothiocyantes in processed rapeseed
determined by hplc-dad-qTOF. I Plants [interaktyvus]. 2021, 10(11), pp. 2548, [Zzitréta 2021-
03-24]. Prieiga per DOI: 10.3390/plants10112548.

SHARMA, A. A Comprehensive Review on Pharmacological Properties of Garden cress
(Lepidium sativum) Seeds. I§ Current Research in Pharmaceutical Sciences [interaktyvus].
2020, 10(2), pp. 1318, [zitréta 2021-03-24]. Prieiga per DOI: 10.24092/CRPS.2020.100201.
LE, T. N. Ir kt. [interaktyvus]. Bioactive Compounds and Bioactivities of Brassica oleracea
L. var. Italica Sprouts and Microgreens: An Updated Overview from a Nutraceutical

80


http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-811517-6.00004-0
https://www.researchgate.net/publication/285941970_Increasing_the_alkyl_glucosinolate_level_in_Broccoli_by_leafstalk_infusion_of_methionine
https://doi.org/10.3390/ijms21030716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23008529
https://www.mdpi.com/2223-7747/9/8/946/htm
https://www.mdpi.com/2223-7747/10/11/2548/htm
http://www.crpsonline.com/index.php/crps/article/view/245

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Perspective. I$ Plants [interaktyvus]. Multidisciplinary Digital Publishing Institute, 2020,
9(8), pp. 946, [ziuréta 2021-03-24]. Prieiga per DOI: 10.3390/plants9080946.

SHAKOUR, Z. T. ir kt. Metabolic and biotransformation effects on dietary glucosinolates,
their bioavailability, catabolism and biological effects in different organisms. IS
Biotechnology Advances [interaktyvus]. 2022, 54, pp. 107, [zitréta 2021-03-24]. Prieiga per
DOI: 10.1016/j.biotechadv.2021.107784.

LA ROSA, L. A. ir kt. Phenolic compounds. I§ Postharvest Physiology and Biochemistry of
Fruits and Vegetables [interaktyvus]. Elsevier, 2018, pp. 253-271, [zitaréta 2021-03-25].
ISBN 9780128132784. Prieiga per DOI: 10.1016/B978-0-12-813278-4.00012-9.

VUOLO, M. M. ir kt. Phenolic Compounds: Structure, Classification, and Antioxidant Power.
I$ Bioactive Compounds: Health Benefits and Potential Applications [interaktyvus]. Elsevier,
2018, pp. 33-50. [ziaréta 2021-04-27]. ISBN 9780128147757. Prieiga per DOI:
10.1016/B978-0-12-814774-0.00002-5.

KOH, E. ir kt. Content of ascorbic acid, quercetin, kaempferol and total phenolics in
commercial broccoli. I§ Journal of Food Composition and Analysis [interaktyvus]. 20009,
22(7-8), pp. 637-643, [zitréta 2021-03-24]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.jfca.2009.01.019.
WU, X. Ir kt. Effects of domestic cooking on flavonoids in broccoli and calculation of
retention factors. IS Heliyon [interaktyvus]. 2019, 5(3), pp. 1310, [Zitiréta 2021-04-05]. Prieiga
per DOI: 10.1016/j.heliyon.2019.e01310.

DUAN, Y. ir kt. Genotypic variation of flavonols and antioxidant capacity in broccoli. IS Food
Chemistry [interaktyvus]. 2021, Vol. 338, [ziGréta 2021-04-05]. Prieiga per DOI:
10.1016/j.foodchem.2020.127997.

MAHN, A., A. REYES. An overview of health-promoting compounds of broccoli (Brassica
oleracea var. italica) and the effect of processing. IS Food Science and Technology
International [interaktyvus]. 2012, 18(6), pp. 503-514, [ziaréta 2021-04-05]. Prieiga per
DOI: 10.1177/1082013211433073.

L’HADJ, 1. Ir kt. The nutraceutical potential of Lepidium sativum L. seed flavonoid-rich
extract in managing metabolic syndrome components. I$ Journal of Food Biochemistry
[interaktyvus]. 2019, 43(3), pp. 43, [ziaréta 2021-04-05]. Prieiga per DOI:
10.1111/jfbc.12725.

EL-HAGGAR, M. ir kt. Phytochemical investigation, antimicrobial and cytotoxic activities
of suspension cultures of Lepidium sativum L. I§ South African Journal of Botany
[interaktyvus]. 2021, Vol. 138, pp. 500-505, [ziuréta 2021-05-06]. Prieiga per DOI:
10.1016/j.5ajb.2020.12.024.

VILLARREAL-GARCIA, D. ir kt. Plants as biofactories: Postharvest stress-induced
accumulation of phenolic compounds and glucosinolates in broccoli subjected to wounding
stress and exogenous phytohormones. IS Frontiers in Plant Science [interaktyvus]. 2016, Vol.
7. Prieiga per DOI: 10.3389/fpls.2016.00045.

VANDUCHOVA, A. ir kt. Isothiocyanate from Broccoli, Sulforaphane, and Its Properties. I3
Journal of Medicinal Food [interaktyvus]. 2019, 22(2), pp. 121-126, [ziuréta 2022-04-14].
Prieiga per DOI: 10.1089/jmf.2018.0024.

LECHTENBERG, M., A. HENSEL. Determination of glucosinolates in broccoli-based
dietary supplements by cyclodextrin-mediated capillary zone electrophoresis. IS Journal of
Food Composition and Analysis [interaktyvus]. 2019, Vol. 78, pp. 138-149, [ziGréta 2022-
04-14]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.jfca.2019.02.007.

81


https://www.mdpi.com/2223-7747/9/8/946/htm
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2021.107784
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813278-4.00012-9
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814774-0.00002-5
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2009.01.019
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.e01310
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.127997
https://doi.org/10.1177/1082013211433073
https://doi.org/10.1111/jfbc.12725
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2020.12.024
https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00045
https://doi.org/10.1089/jmf.2018.0024
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2019.02.007

54.

55.

56.

57.
58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

FAHEY, J. W. Ir kt. Separation and purification of glucosinolates from crude plant
homogenates by high-speed counter-current chromatography. IS Journal of Chromatography
[interaktyvus]. 2003, 996(1-2), pp. 85-93. Prieiga per DOI: 10.1016/S0021-9673(03)00607-
1.

PARCHEM, K. ir kt. Enzymatic activities behind degradation of glucosinolates. IS
Glucosinolates: Properties, Recovery, and Applications [interaktyvus]. Elsevier, 2020. pp.
79-106, [zitréta 2022-04-14]. ISBN 9780128164938. Prieiga per DOI: 10.1016/B978-0-12-
816493-8.00003-2.

GULCIN, I ir kt. Antioxidants and antioxidant methods: an updated overview. I§ Archives of
Toxicology [interaktyvus]. Springer, 2020, [ziGréta 2022-03-21]. Prieiga per DOI:
10.1007/s00204-020-02689-3
http://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe

AMORATI, R., L. VALGIMIGLI. Methods to Measure the Antioxidant Activity of
Phytochemicals and Plant Extracts. Is Journal of Agricultural and Food Chemistry
[interaktyvus]. Agric Food Chem, 2018, 66(13), pp. 3324-3329, [zituréta 2022-03-25]. Prieiga
per DOI: 10.1021/acs.jafc.8b01079.

BEDLOVICOVA, Z. irkt. A Brief Overview on Antioxidant Activity Determination of Silver
Nanoparticles. IS Molecules [interaktyvus]. 2020, 25(14), pp. 3191, [zidréta 2022-03-25].
Prieiga per DOI: 10.3390/molecules25143191.

STEPHENIE, S. ir kt. An insight on superoxide dismutase (SOD) from plants for mammalian
health enhancement. I$ Journal of Functional Foods [interaktyvus]. 2020, Vol. 68, pp.
103917, [zitréta 2021-05-24]. Prieiga per DOI: doi.org/10.1016/j.jff.2020.103917.

CUI, X. ir kt. Plant-Derived Antioxidants Protect the Nervous System From Aging by
Inhibiting Oxidative Stress. IS Frontiers in Aging Neuroscience [interaktyvus]. 2020, Vol. 12,
[zitréta 2021-05-24]. Prieiga per DOI: 10.3389/fnagi.2020.00209 .

HARIPRASATH, L. ir kt. In vitro propagation of Senecio candicans DC and comparative
antioxidant properties of aqueous extracts of the in vivo plant and in vitro-derived callus. I§
South African Journal of Botany [interaktyvus]. 2015, Vol. 98, pp. 134141, [zitréta 2021-
06-04]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.5ajb.2015.02.011.

PARK, J.-S. ir kt. Production of Flavonoids in Callus Cultures of Sophora flavescens Aiton.
I$ Plants [interaktyvus]. 2020, 9(6), pp. 688, [ziuréta 2021-06-04]. Prieiga per DOI:
10.3390/plants9060688 .

HASHEMYAN, M., GANJEALI, A., CHENIANY, M. Effect of methyl jasmonate and
salicylic acid elicitors on the production of secondary metabolites and antioxidant capacity of
Teucrium polium L. in-vitro. I$ Iranian Journal of Plant Biology . 2020, 12(2), pp. 61-76,
[Zitréta 2021-05-17]. Prieiga per DOI: 10.22108/1JPB.2020.118410.1164.

FAROOQ, M. A. ir kt. Methyl Jasmonate Regulates Antioxidant Defense and Suppresses
Arsenic Uptake in Brassica napus L. I§ Frontiers in Plant Science [interaktyvus]. 2016, Vol.
7, [zitréta 2021-05-17]. Prieiga per DOI: 10.3389/fpls.2016.00468/abstract.

GALVAO, M. A. M. ir kt. Evaluation of the Folin-Ciocalteu Method and Quantification of
Total Tannins in Stem Barks and Pods from Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) L. P. Queiroz. I$
Brazilian Archives of Biology and Technology [interaktyvus]. 2018, Vol. 61, pp. 1-20,
[ziaréta 2022-03-30]. ISSN 1678-4324. Prieiga per DOI: 10.1590/1678-4324-2018170586.
PALACIO, L. ir kt. Phenolic compound production in relation to differentiation in cell and
tissue cultures of Larrea divaricata (Cav.). I$ Plant Science [interaktyvus]. 2012, Vol. 193—
194, pp. 1-7, [zitréta 2022-03-31]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.plantsci.2012.05.007.

82


https://doi.org/10.1016/S0021-9673(03)00607-1
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(03)00607-1
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816493-8.00003-2
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816493-8.00003-2
https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-020-02689-3
http://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29557653/
https://doi.org/10.3390/molecules25143191
https://doi.org/10.1016/j.jff.2020.103917
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fnagi.2020.00209/full
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2015.02.011
https://doi.org/10.3390/plants9060688
https://ijpb.ui.ac.ir/article_24785.html?lang=en
http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/fpls.2016.00468/abstract
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4324-2018170586
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2012.05.007

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

IQBAL, M. S. ir kt. Enhancement of total antioxidants and flavonoid (quercetin) by methyl
jasmonate elicitation in tissue cultures of onion (Allium cepa L.). IS Acta Agrobotanica
[interaktyvus]. 2019, 72(3), pp. 1-11, [ziGréta 2022-03-31]. Prieiga per DOI: 0000-0002-
2162-7705.

GURU, A. ir kt. Exploring the role of elicitors in enhancing medicinal values of plants under
in vitro condition. IS South African Journal of Botany [interaktyvus]. 2021, 1(11), pp. 1-15,
[zidréta 2022-03-31]. Prieiga per DOI: 10.1016/j.5ajb.2021.10.014.

NARAYANI, M. ir SRIVASTAVA, S. Elicitation: a stimulation of stress in in vitro plant
cell/tissue cultures for enhancement of secondary metabolite production. IS Phytochemistry
Reviews [interaktyvus]. 2017, 16(6), pp. 12271252, [zitréta 2022-03-31]. Prieiga per DOI:
10.1007/s11101-017-9534-0.

European Pharmacopoeia, 9th ed. European Directorate for the Quality of Medicines &
HealthCare (EDQM): Strasbourg, France, 2016; pp. 1257-1258, 4465-4467.

EJTAHED, R. S. ir kt. Expression Analysis of Phenylalanine Ammonia Lyase Gene and
Rosmarinic Acid Production in Salvia officinalis and Salvia virgata Shoots Under Salicylic
Acid Elicitation. IS Applied Biochemistry and Biotechnology [interaktyvus]. 2015, 176(7), pp.
1846-1858. Prieiga per DOI: 10.1007/s12010-015-1682-3.

KHAN, T. ir kt. Effects of chitosan and salicylic acid on the production of pharmacologically
attractive secondary metabolites in callus cultures of Fagonia indica. I$ Industrial Crops and
Products [interaktyvus]. 2019, Vol. 129, pp. 525-535. [zitréta 2022-04-06]. Prieiga per DOI:
10.1016/].indcrop.2018.12.048.

FAZILI, M.A. ir kt. In vitro strategies for the enhancement of secondary metabolite
production in plants: a review. IS Bulletin of the National Research Centre [interaktyvus].
2022, 46(1), pp. 35. [zituréta 2022-04-06]. Prieiga per DOI: 10.1186/s42269-022-00717-z.
SHAO, L. ir kt. Identification of Antioxidant Proteins With Deep Learning From Sequence
Information. I8 Frontiers in Pharmacology [interaktyvus]. 2018, 9(9), pp. 1036, [Zitréta
2022-04-08]. Prieiga per DOI: 10.3389/fphar.2018.01036/full.

STAUDACHER, V. ir kt. Redox-sensitive GFP fusions for monitoring the catalytic
mechanism and inactivation of peroxiredoxins in living cells. I§ Redox Biology [interaktyvus].
2018, Vol. 14, pp. 549-556, [ziaréta 2022-04-08]. Prieiga per DOIL:
10.1016/j.redox.2017.10.017.

KIELKOPF, C. L. ir kt. Bradford Assay for Determining Protein Concentration. I§ Cold
Spring Harbor Protocols [interaktyvus]. 2020, Vol. 4, pp. 102269, [zitréta 2022-04-08].
Prieiga per DOI: 10.1101/pdb.prot102269.

NUGRAHA, R. ir kt. Effects of Extraction Buffer on the Solubility and Immunoreactivity of
the Pacific Oyster Allergens. IS Foods [interaktyvus]. 2021, 10(2), pp. 409, [zitréta 2022-04-
09]. Prieiga per DOI: 10.3390/foods10020409.

CHAN, Z. ir TIAN, S. Induction of H.O>-metabolizing enzymes and total protein synthesis
by antagonistic yeast and salicylic acid in harvested sweet cherry fruit. IS Postharvest Biology
and Technology [interaktyvus]. 2006, 39(3), pp. 314-320, [zitréta 2022-04-09]. Prieiga per
DOI: 10.1016/j.postharvbio.2005.10.009.

AMRANI-ALLALQU, H. ir kt. Antioxidant activity, carotenoids, chlorophylls and mineral
composition from leaves of Pallenis spinosa: an Algerian medicinal plant. IS Journal of
Complementary and Integrative Medicine [interaktyvus]. 2019., 17(1), pp. 1-9, [zitréta 2022-
04-09]. Prieiga per DOI: 10.1515/jcim-2017-0081.

83


https://orcid.org/0000-0002-2162-7705
https://orcid.org/0000-0002-2162-7705
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2021.10.014
https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-017-9534-0
http://link.springer.com/10.1007/s12010-015-1682-3
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.12.048
https://doi.org/10.1186/s42269-022-00717-z
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2018.01036/full
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2213231717305463
http://www.cshprotocols.org/lookup/doi/10.1101/pdb.prot102269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7917601/
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0925521405002206
https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/jcim-2017-0081/html

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

LEDEB, L. Estimation of some non-enzymatic antioxidants in leaves of Betula platyphylla
Sukacz and Larix sibirica Ledeb. IS Mongolian Journal of Biological Sciences [interaktyvus].
2022, 20(1) pp. 29-34, [ziureta 2022-04-09]. Prieiga per DOI: 10.22353/MJBS.2022.20.02.
JUNG, S. Effect of chlorophyll reduction in Arabidopsis thaliana by methyl jasmonate or
norflurazon on antioxidant systems. IS Plant Physiology and Biochemistry [interaktyvus].
2004, 42(3), pp. 225-231, [ziaréta  2022-04-10].  Prieiga per  DOI:
10.1016/j.plaphy.2004.01.001.

ABBASPOUR, J. ir EHSANPOUR, A. The impact of salicylic acid on some physiological
responses of Artemisia aucheri Boiss. under in vitro drought stress. I§ Acta agriculturae
Slovenica [interaktyvus]. 2016, 107(2), pp. 287, [ziuréta 2022-04-10]. Prieiga per DOI:
10.14720/aas.2016.107.2.03.

AL-MAYAHI, A. M. W. Influence of salicylic acid (SA) and ascorbic acid (ASA) on in vitro
propagation and salt tolerance of date palm (Phoenix dactylifera L.) cv. ‘Nersy’. I§ Australian
Journal of Crop Science [interaktyvus]. 2016, 10(7), pp. 969-976, [zituréta 2022-04-10].
Prieiga per DOI: 10.21475/ajcs.2016.10.07.p7640.

CHUNG, I. M. ir kt. Jasmonic and salicylic acids enhanced phytochemical production and
biological activities in cell suspension cultures of spine gourd ( Momordica dioica Roxb). I§
Acta Biologica Hungarica [interaktyvus]. 2017, 68(1), pp. 88-100, [zitréta 2022-04-10].
Prieiga per DOI: 10.1556/018.68.2017.1.8.

SILVA DA ROCHA, A. ir kt. Production and optimization through elicitation of carotenoid
pigments in the in vitro cultures of Cleome rosea Vahl (Cleomaceae). I$ Journal of Plant
Biochemistry and Biotechnology [interaktyvus]. 2015, 24(1), pp. 105-113, [zitréta 2022-04-
10]. Prieiga per DOI: 10.1007/s13562-013-0241-7.

MAWLONG, . Ir kt. A simple spectrophotometric method for estimating total glucosinolates
in mustard de-oiled cake. I§ International Journal of Food Properties [interaktyvus]. 2017,
20(12), pp. 3274-3281, [ZitGréta 2022-04-10]. Prieiga per DOI:
10.1080/10942912.2017.1286353.

SUEKAWA, M. ir kt. Exogenous proline has favorable effects on growth and browning
suppression in rice but not in tobacco. I Plant Physiology and Biochemistry [interaktyvus].
2019. Vol. 142, pp. 1-7, [ziGréta 2022-04-11]. Prieiga per DOI:
10.1016/j.plaphy.2019.06.032.

MENDOZA, D. ir kt. 1H-NMR-based metabolomic of plant cell suspension cultures of
Thevetia peruviana treated with salicylic acid and methyl jasmonate. I$ Industrial Crops and
Products [interaktyvus]. 2019. Vol. 135, pp. 217-229, [zitréta 2022-04-11]. Prieiga per DOI:
10.1016/j.indcrop.2019.04.012.

ZAEEM, A. ir kt. Effects of Biogenic Zinc Oxide Nanoparticles on Growth and Oxidative
Stress Response in Flax Seedlings vs. In Vitro Cultures: A Comparative Analysis. I$
Biomolecules [interaktyvus]. 2020, 10(6), pp. 918, [zitréta 2022-04-19]. Prieiga per DOI:
10.3390/biom10060918.

JAVED, R. ir kt. Elicitation of Secondary Metabolites in Callus Cultures of Stevia rebaudiana
Bertoni Grown Under ZnO and CuO Nanoparticles Stress. IS Sugar Tech [interaktyvus]. 2018,
20(2), pp. 194-201. Prieiga per DOI: 10.1007/s12355-017-0539-1.

Chamani, E. ir kt. The effect of Zinc oxide nano particles and Humic acid onmorphological
characters and secondary metabolite production in Lilium ledebourii Bioss. Iran. I$ Plant
Breed. 2015, Vol. 4, pp. 11-19.

84


https://www.biotaxa.org/mjbs/article/view/73797
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S098194280400004X
http://ojs.aas.bf.uni-lj.si/index.php/AAS/article/view/314
http://www.cropj.com/almayahi_10_7_2016_969_976.pdf
https://akjournals.com/view/journals/018/68/1/article-p88.xml
https://link.springer.com/article/10.1007/s13562-013-0241-7
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10942912.2017.1286353
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0981942819302670
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0926669019302626
https://www.mdpi.com/2218-273X/10/6/918
https://doi.org/10.1007/s12355-017-0539-1

93. DSM IP Assets BV. Process for extraction of glucosinolates from broccoli seeds. Inventors:
Christof Wehrli, Jan Schutz. United States patent, US20130030162A1, US 8491944 B2,
A61K36/31, 2013, [ziGréta 2022-04-14]. Prieiga per GooglePatents

85


https://patents.google.com/patent/US8491944B2/en

1 priedas. Maitinamosios Murashige ir Skoog terpés sudétis

Priedai

Reagentai Koncentracija tirpale, mg/1 Koncentracija terpéje
Makroelementai 2
NH4NO; 33000 1650
KNO3 38000 1900
CaClz-2H.0 8800 440
MgSO,-7H,0 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai
KI 166 0,83
H3BO3 1240 6,2
MnS0O;-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7H0 1720 8,6
NazMo04-2H,0 50 0,25
CuS04-5H20 5 0,025
CoCl2-6H,0 5 0,025
Gelezies altinis P
FeSO4:7H20 5560 27,8
Na;EDTA-2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai °
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCl 100 0,5
Tiaminas-HC 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

a— pilama 50 ml tirpalo j terpe; b — pilama 5 ml tirpalo j terpe
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