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SANTRAUKA

Paprastoji jonazolé (Hypericum perforatum L.) nuo seno yra viena i§ populiariausiy
vaistazoliy, pasizyminti antidepresinémis, prieSuzdegiminémis, antioksidacinémis ir
antibakterinémis savybémis. Tokj platy jos panaudojima lemia jonazolés sintetinami antriniai
metabolitai. Norint uztikrinti pastoviag ir kokybiska antriniy metabolity sinteze reikia optimizuoti
in vitro kaliaus kultiry augimg. Efektyviausias metodas tai padaryti yra elicitavimas. Naudojant
elicitorius bei augaly augimg skatinan¢ius hormonus yra bandoma padidinti kaliaus priecaugj bei
norimy pirminiy ar antriniy metabolity koncentracijas jonazoléje.

Tyrimo metu buvo paruosta 14 terpiy, kurios skyrési savo hormony bei elicitoriy sudétimi
ir koncentracija. Jose augusiy in Vvitro jonaZoliy savybés buvo lyginamos su in vivo jonazolés
aktyvumu. IS rezultaty buvo galima matyti, kad geriausiai kaliaus kultiiros formavosi 1§
paprastosios jonazolés Sakny. Tai efektyviausiai vyko MS terpéje su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5
mg/l) hormonais. Toje pacioje terpéje buvo ir didziausias kaliaus kultiry vidutinis prieaugis.
Antioksidacinis in vitro jonazolés aktyvumas skyrési tarp naudoty metody: DPPH metodo metu
didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasiZyméjo jonazolé, augusi MS terpéje su manitoliu (10
g/l), naudojant FRAP metodg efektyviausia buvo MS terpé su salicilo ragstimi (150 pmol/l), o
redukcinis metodas parodé, kad geriausia MS terpé jonaZolés antioksidacinéms savybéms
skatinti buvo su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) hormonais. Daugiausiai fenoliniy junginiy
sintetino jonazolé, augusi terpéje su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) hormonais. Karotinoidy ir
chlorofilo sintezé labiausiai buvo skatinama jonazoléje, augusioje terpéje su 5 g/l manitolio.
Geriausiomis antibakterinémis savybémis pasizyméjo jonazolé, augusi MS terp¢je su manitoliu
(20 g/l).



Jonelyté, Agné. Optimization of St. John’s Wort (Hypericum perforatum L.) Callus Culture
Growth In Vitro, Assessment of Antioxidant and Antibacterial Activity and Secondary
Metabolites: Master‘s thesis in Industrial Biotechnology / supervisor assoc. doc. dr. llona
Jonuskiené. The Faculty of Chemical Technology, Kaunas University of Technology.

Research area and field: Technological sciences, Biotechnology

Key words: in vitro, optimization, St. John’s Wort, callus cultures, antioxidation,
antibacterial

Kaunas, 2018. 60 p.

SUMMARY

St. John‘s Wort is a popular medicinal herb known for its antidepressant, anti-
inflammatory, antioxidative and antimicrobial effect. This wide range of use is due to its large
selection of secondary metabolites. To assure a constant and qualitative secondary metabolite
synthesis, optimization of in vitro callus culture growth is necessary. The most efficient method
for this is elicitation. Elicitors and plant growth hormones are used to quantify wanted primary
and secondary metabolite concentrations in St. John‘s Wort.

14 media with different growth hormones and elicitors in different concentrations were
prepared for this assay. The efficiency of in vitro St. John’s Wort plant, grown in these media
was compared with in vivo plant activity. The results showed that St. John’s Wort roots were the
most efficient part of the plant for callus culture formation. The best medium for that was MS
with (2.5 mg/l) + NAR (0.5 mg/l) hormones. The biggest callus culture mass growth was noticed
in the same medium. Antioxidative activity of in vitro St. John’s Wort plants was different
between three methods used: the best antioxidants, by using DPPH method, were plants grown in
MS medium with mannitol (10 g/l). Using FRAP method the most efficient medium was MS
with salicylic acid (150 pmol/l) and adapting the reduction method, results showed that the best
medium for enhancing St. John’s Wort antioxidant properties was MS with 2,4-D (1 mg/l) +
BAP (0.2 mg/l) hormones. Plants grown in MS medium with BAP (2.5 mg/l) + NAR (0.5 mg/l)
hormones were shown to have the biggest concentrations of phenolic compounds. Plants, grown
in MS medium with 5 g/l of mannitol, were the most efficient in inducing carotenoid and
chlorophyll synthesis. The best antimicrobial activity was noticed in plants grown in MS

medium with mannitol (10 g/l).



SANTRUMPOS

2,4-D — 2,4-dichlorfenoksiacto rigstis

BAP — 6-benzilaminopurinas

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas

FRAP — gelezies redukcijos antioksidaciné galia
LB — Luria-Bertani terpé

MS — Murashige ir Skoogterpé

NAR — 1-naftilacto riigStis

ROS - reaktyvios deguonies formos

TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazinas



JZANGA

Medicinos pramoné nuolat tobuléja ir pleciasi, todél yra ieSkoma ne tik naujy cheminiy
medziagy sintezés ir panaudojimo biidy, bet ir placiau tiriami jau seniai zinomi ir taikomi
natiraliis metodai bei preparatai, siekiant geriau juos suprasti ir efektyviau panaudoti vis
did¢janciam Siuolaikiniam susidoméjimui bei paklausai. Liaudies medicinos augalai jau seniai
taikomi jvairiems nusiskundimams gydyti. Viena populiariausiy bei geriausiai zinomy
vaistazoliy yra Hypericum perforatum L., geriau Zinoma kaip paprastoji jonazolé. Ji placiai
naudojama jvairioms zaizdoms, skausmui bei neurologiniams sutrikimams gydyti [1]. Paprastoji
jonazolé nuo seno kélé susidoméjimg dél savo antidepresiniy savybiy [2], o dabar didelis
démesys yra skiriamas jos antibakterinéms [3] ir antioksidacinéms savybéms [4].

Tokj platy jonazolés panaudojimg lemia gausi jos sintetinamy antriniy metabolity jvairove.
Pagrindiniais antriniais metabolitais yra laikomi naftodiantronai, florogliucinoliai bei
flavonoidai. Jie yra ne tik atsakingi uz jonazolés vaistines savybes, bet kartu veikia ir kaip augalo
apsaugos mechanizmas nuo herbicidy, vabzdziy ar Zolédziy [5].

Atsiradus dideliam susidoméjimui ir poreikiui, atsirado ir atitinkami standartai bei
pageidavimai. Natiiraliai gamtoje auganti jonazolé¢ ne visada pasizymi pastovia ir pakankama
norimy aktyviy medziagy gamyba. Taip pat nepatogumy sukelia ir ilgas augimo periodas bei
augalo sezoniSkumas, todél norint optimizuoti jonazolés efektyvuma, neatsiliekant nuo rinkos
reikalavimy, yra ieSkoma biotechnologiniy antriniy metabolity gavimo budy naudojant augaly
lasteliy bei organy kultiiras. Tokia in vitro strategija leidzia bet kada ir bet kur atlikti norimus

tyrimus bei uztikrina pastovig ir patikimg metabolity sinteze [1].

Tyrimo tikslas — optimizuoti paprastosios jonazolés (H. perforatum L.) kaliaus kultiiry
auginima in Vitro ir jvertinti jos antioksidacines, antibakterines savybes bei antrinius metabolitus.
Tyrimo uzdaviniai:

1. suformuoti ir optimizuoti paprastosios jonazolés kaliaus kulttiras in vitro;

2. jvertinti paprastosios jonazolés kaliaus kultiry antioksidacinj aktyvuma remiantis
DPPH, FRAP bei redukciniu metodais bei palyginti ji su in Vvivo jonazolés
antioksidaciniu aktyvumu;

3. jvertinti paprastosios jonazolés in vivo ir in vitro chlorofilo a ir b bei karotinoidy
kieki;

4. nustatyti paprastosios jonazolés in vivo ir in vitro fenoliniy junginiy kiekj;

5. jvertinti paprastosios jonazolés in vivo ir in vitroantibakterines savybes;

6. pateikti flavonoidy iSskyrimo aparattiring schema.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Paprastosios jonaZolés charakteristika

Jonazolé pagal pasauling klasifikacija priklauso Magnoliophyta skyriui, Magnoliopsida
klasei, Dilleniidae poklasiui, Theales eilei, Clusiaceae Seimai, Hypercium genciai [6]. Galima
i§skirti apie 450 rasiy augaly. Didzioji dalis jonazolés genties atstovy priklauso herbaceous
perennials augaly grupei — tai daugiameciai augalai, kurie zydi kiekvieng pavasarj ir vasara, o
rudenj ir Ziema numeta lapus iki kito sezono. Pasitaiko ir vienmegiy rasiy. Sis augalas yra kiles
1§ Europos ir Azijos, taciau dabar yra paplitgs ir kituose pasaulio regionuose, kur daznai yra
laikomas agresyvia piktzole. Jonazolé dazniausiai auga saulétuose pakalnése, sausose pievose ir
laukuose, misSky proskynose, pakelése ir panaSiuose arealuose [7].

Viena i§ labiausiai paplitusiy ir geriausiai zinomy jonazolés rusiy yra paprastoji jonazolé —
H. perforatum L. Tiesus jos stiebas yra dvibriaunis ir siekia iki 1 m auks$¢io. Jos lapai yra
bekoGiai, siauri, ovalios formos, iSsidéste vienas priesais kita. Ziedas sudarytas i§ penkiy

geltonos spalvos ziedlapiy [7] (zr. 1.1 pav.).

J

TN
A6 i
1.1 pav. Paprastoji jonazolé (Hypericum perforatum L.)

H. perforatum yra labai jvairi rsis. Yra atpazjstami bent trys portsiai atsizvelgiant | jy
lapy morfologija ir nors dazniausiai Sis augalas yra tetraploidas, yra Zinomi ir skirtingg
chromosomy skaiciy turintys augalai. NelytiSkai besidauginantys individai gali buti tetraploidai,
heksaploidai, diploidai ir aneuploidai [7]. Toks chromosomy skai¢iaus nepastovumas susijes su
specifiniu dauginimosi biidu — tarprasine hibridizacija ir fakultatyvine apomikse — dauginimosi

btudu be gamety susiliejimo, kada susidaro séklos. Palikuonys gauti apomiksés biidu yra tiksli
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motininio augalo kopija [8]. Manoma, kad paprastoji jonazolé kilo susikryzminus diploidams H.
maculatum Crantz ir H. attenuatum L [9].

Jonazoléms budingos jvairios sekrecinés struktiiros kaip tamsiosios ir permatomosios
liaukos bei jvairiis sekreciniai kanalai. Tamsiosios liaukos matomos kaip juodi ar tamsiai raudoni
daugialgsteliniai mazgeliai, kuriuos galima pamatyti ant lapy krasty, stiebo, ziedlapiy ir kuokelio.
Sie mazgeliai susideda i§ dideliy lasteliy branduolio, apsupto keliais sluoksniais riebaliniy
lasteliy. Kai kuriose ziedo vietose tamsiosios liaukos gali formuoti pailgus tamsius kanalus. Dél
permatomy liauky paprastosios jonazolés lapai atrodo lyg subadyti. I§ to ir kilgs jonazolés
lotyniskas pavadinimas (perforatum — skylétas). Permatomosios liaukos randamos taurélapiuose

ir ziedlapiuose taip pat ir lapuose, kur jie yra i§simétg per visg lapo laming [7].

1.2. Paprastosios jonaZolés panaudojimas

Paprastoji jonazol¢ yra tradicinés medicinos augalas, kuris jau kelis Simtmecius
naudojamas liaudies medicinoje jvairiems nusiskundimams gydyti. Tai yra viena 1§ daZniausiai
skiriamy ir labiausiai tyrinéjamy medicininiy augaly rasiy [7].

Siais laikais paprastoji jonazolé yra ekonomiskai svarbiausias natiiralus antidepresanty
Saltinis. Ji efektyviai naudojama ne tik lengvos ir vidutinés, bet ir pradedamas tirti jy poveikis
gydant sunkias depresijos formas [10, 11]. Tai viena i§ pagrindiniy $io augalo savybiy, kuri
nulémé jo ekonoming svarbg bei populiarumg vaistazoliy pramongje. Gydymui yra vartojami
jonazolés alkoholiniai ekstraktai 1§ Zydin¢io augalo antZemingés dalies. Keli atlikti tyrimai parodé,
kad jonaZolés ekstraktai yra tokie pat efektyvis kaip ir sintetiniai antidepresantai, bet turi maZziau
Salutiniy poveikiy [11].

Si vaistazolé taip pat pasizymi prieSuzdegiminémis, antioksidacinémis, diuretinémis,
raminamomis bei zaizdas gydan¢iomis savybémis [12]. Ji naudojama gydant egzema, vir§kinimo
trakto sutrikimus, periferiniy nervy skausmus bei neurologinius sutrikimus ir traumas, kaip
nerimg, per didelj jaudruma, menopauzing neuroz¢ bei sezoninius sutrikimus [2]. Jonazolés
prieSuzdegiminiai, antivirusiniai, antibakteriniai bei prieSnavikiniai poveikiai yra atidziai

tyringjami [13, 14] ir yra siloma jg naudoti priklausomybei nuo alkoholio gydyti [15].
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1.3. Galimi $alutiniai poveikiai

Nors paprastosios jonazolés ekstraktai yra toleruojami pakankamai gerai, dazniausiai
pasireiSkiantys Salutiniai poveikiai yra pykinimas, iSbérimas bei jautrumas $viesai [16]. Tai ypac
pastebima gyvuliuose, kurie buvo maitinami dideliais jonazolés kiekiais. Paveikus tokius
gyvulius ryskia saulés $viesa ant jy odos atsiranda j nudegimines zaizdeles panasios puslelés bei
pradeda reikstis psichomotoriniai sujaudinimai. Yra uzfiksuoti keli ekstremaliis atvejai, kada
gyvuliams i$sivysté sunki hemolizé, epilepsija ir netgi iStiko mirtis.

Zmonéms §ie simptomai pasireiskia Zymiai re¢iau. Yra zinomi keli atvejai, kada dél
jonazoliy ekstrakto ar zoleliy arbatos perdozavimo isSsivysté padidéjes jautrumas Sviesai,
fotodermatitas bei pastovus odos niezulys apSviestoje vietoje, taciau Sie simptomai iSnyko
nutraukus vaistazolés vartojimg. Pagal atliktus tyrimus tiek su gyvinais, tiek su Zmonémis buvo
nustatyta, kad reikéty 30£50 karty didesnés nei rekomenduojama Hypericum dozés, kad Zzmogui
i$sivystyty sunkios fototoksinés reakcijos. Taip pat Sios komplikacijos gali biiti iSvengiamos
pacientg nors savait¢ saugant nuo visy ultravioletiniy spinduliy [17].

Kitas nepageidaujamas Sios vaistazolés poveikis yra jy polinkis reaguoti su Kkitais
medikamentais, kas gali pakeisti tiek pacios jonazolés tiek ir kito naudojamo vaisto efektyvuma
bei poveikj organizmui. Tai tikriausiai yra susij¢ su H. perforatum citochromo P450 izofermenty
indukcija, kas lemia plazmos koncentracijos ir pacio medikamento efektyvumo sumazéjima.
Tokia jonazolés ekstrakty sgaveika buvo pastebéta su per burng vartojamais antikoaguliantais
(varfarinu), kontraceptikais (etinilestradioliu, desogestreliu), Sirdies glikozidais (digoksinu),
imunosupresoriais (ciklosporinu), proteaziy inhibitoriais (indinaviru), broncholitikais ir vaistais
nuo kosulio, bei antidepresantais (amitriptilinu, nortriptilinu, nefazodonu, paroksetinu,
sertralinu). Todél paprastosios jonazolés nerekomenduojama naudoti su Sias bei kitais tuo paciu

buidu metabolizuojamais vaistais [18].

1.4. Antriniai metabolitai

Augalai gamina daug medziagy, kurios néra tiesiogiai reikalingos jy augimui ir
vystymuisi, tatiau turi svarby vaidmenj jy i§likimui ir prisitaikymui prie aplinkos. Sie antriniai
metabolitai pasizymi jvairiomis biologinémis savybémis ir turi didel; potencialg ir platy
pritaikymg tiek chemijos, tiek vaisty pramonéje kaip medikamentai, agrochemikalai,

biopesticidai, maisto papildai, skonio, spalvos, kvapo priedai [5].
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Paprastoji jonazolé¢ turi didele jvairove biologiSkai aktyviy antriniy metabolity, kurie
priklauso skirtingoms cheminéms grupéms. Alkoholiniai antzeminés jonazolés dalies ekstraktai
(60 % etanolio arba 80 % metanolio) turi 6 placias natiiraliy produkty grupes: naftodiantronus,
florogliucinolius, flavonoidus, biflavonus, fenilpropanus ir ksantonus (Zr. 1.2 pav.). Taip pat
buvo nustatyti mazi kiekiai taniny, eteriniy aliejy bei aminortgs$ciy. Pagrindiniais aktyviais
antriniais junginiais yra laikomi florogliucinoliai (hiperforinas), naftodiantronai (hipericinas) ir

flavonoidai. Cheminés sudétinés dalys daugiausiai kaupiasi jonazolés zieduose [3].

R=CH, Hipericinas
R=CH OH Pseudohipericinas

Naftodiantronai

Kovercetinas

H
a=L- ramnoznl Evercitrinas
B-D-galaktozl Hiperozidas
':'Shﬂ\ﬂfm] Lzakvercitrinas
- Rutinas Amentoflavonas
Flavonoidai Biflavonoidai "
-
H, H IH
H oH D Hy
3
HC i
[; I ] j 0 i H
o H H Hy Ifl H "
HC
1,36, 7 -tetrahidroksiksantonas Paksantonas Chlorogeniné rigstis Kofeino rigits
Ksantonai Fenilpropanai

1.2 pav. Pagrindinés H. perforatum L. randamos antriniy metabolity grupés

1.4.1. Naftodiantronai

Naftodiantronai yra Hypericum genciai buidinga ryskiai raudonos spalvos junginiy grupé,
pasizyminti fototoksinémis savybémis. Sios junginiy grupés didZiaja dalj sudaro hipericinai,
taCiau pagrindinis naftodiantronas randamas jonazoléje yra pseudohipericinas — hipericino
pirmtakas. Priklausomai nuo augalo, jo randama 2—4 kartus daugiau nei hipericino. Taip pat
paprastojoje jonazol¢je yra aptinkama protohipericino ir jo pirmtako — protopseudohipericino.
Didziausias hipericiny ir pseudohipericiny kiekis yra aptinkamas jonazolés ziedlapiuose ir
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kuokeliuose (1-14 %), nemaza dalis randama lapuose (0,03-0,3 %). Sie junginiai kaupiami
tamsiosiose liaukinése augaly struktiirose dél savo galimo toksiskumo jy audiniams. Augalai jj
naudoja kaip apsauginj mechanizma nuo zolédziy ir augaliniy patogeny. Butent hipericinas yra
atsakingas uZ jonazolés fototoksines savybes [3, 7]. Dél savo fotodinamiskumo hipericinas yra
naudojamas kaip fluorescuojantis diagnostinis jrankis aptinkant navikines lgsteles [19] ir yra
tyringjama jo nauda fotodinaminéje terapijoje, naikinant navikus [20]. Pseudohipericinas
fototoksinémis savybémis nepasizymi.

Naftodiantronai pasizymi ribotu tirpumu beveik visuose tirpiklivose: gryni junginiai, ypac
hipericinas, yra beveik netirpiis vandenyje esant kambario temperatiirai. Nepaisant to, daugiau
nei 40 % naftodiantrony (apie 35 % pseudohipericiny ir 6 % hipericiny) yra iSgaunami i§ zalios
neapdirbtos vaistazolés ruosiant arbata su karitu 60-80 °C temperatiiros vandeniu. Sis tirpumo
padid¢jimas leidzia manyti, kad augalinéje medZziagoje yra kofaktoriy, kurie reguliuoja
naftodiantrony tirpumga. Hipericiny ir pseudohipericiny kalio druskos yra laikomos kaip tirpiis

Hypericum genties pigmentai [3].

1.4.2. Florogliucinoliai

Pagrindiniai florogliucinoliai randami jonazoléje yra hiperforinai, kurie sudaro apie 2-4,5
% bendro florogliucinoliy kiekio, ir jy homologai — adhiperforinai, kurie sudaro apie 0,2-1,9 %.
Jy biosintetiniai tarpiniai junginiai yra hiperfirinas ir adhiperfirinas bei jy homologai —
sekohiperforinas ir sekoadhiperforinas, kurie taip pat yra aptinkami paprastojoje jonazoléje
mazais kiekiais. DidZiausia hiperforiny koncentracija yra aptinkama jonaZoliy Zieduose (6,9 %),
ypaC piestelése bei vaisiuose. Nemazos jy koncentracijos aptinkamos lapuose (1,5 %). Jie
kaupiami permatomose liauky Igstelése, o sintetinami parenchiminése sekrecinése Igstelése. Siy
junginiy nauda augalui néra iki galo aiSki, kadangi tai yra gana nestabilus junginys, kurio
negalima ilgai laikyti Sviesoje, aukStoje temperatiiroje ar deguonyje, bet manoma, kad jie atlieka
apsaugos funkcijg nuo zolédziy bei kity kenkéjy [3, 7].

IS farmakologinés pusés hiperforinas yra gana jdomus junginys, nors jo poveikis iki galo
néra iSaiskintas. Pats hiperforinas gali slopinti ar bent reguliuoti kelias in vitro neurotransmiteriy
sistemas. Jis yra efektyvus serotonino, dopamino ir noradrenalino jsisavinimo inhibitorius, kurio
pusé maksimalios slopinimo koncentracijos vertés yra apie 0,5 mg/I™* sinaptosominiuose
preparatuose. Tai patvirtina jo galima vaidmenj jonaZolés antidepresiniame veikime [3]. Sis
junginys yra intensyviai tiriamas kaip naujas prieS§vézinis agentas [21]. Hiperforinas taip pat turi

antimalerinj aktyvumag ir yra aktyvus pries Plasmodium falciparum [22].
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1.4.3. Fenoliniai junginiai

Fenolinius junginius jonaZolés bei Kiti augalai gamina kaip atsakg j jvairius ekologinius
bei fiziologinius veiksnius kaip patogenus, vabzdziy uzpuolimus, UV radiacijg ir fizikinius
pazeidimus. Fenoliai yra sudaryti i§ aromatinio ziedo, turin¢io vieng ar kelias hidroksilo grupes.
Augaly fenoliniai junginiai yra klasifikuojami j paprastus fenolius ir polifenolius pagal fenoliniy
grupiy kiekj molekuléje, tod¢l jie apima fenolius, komarinus, ligninus, lignanus, kodensuotus ir
hidrolizuojamus taninus, fenolines rtigstis bei flavonoidus. Yra jrodyta, kad didelis fenoliniy
junginiy kiekis Zmogaus mityboje mazina rizika susirgti létinémis ligomis, nes jie pasizymi
antioksidantinémis savybémis ir taip apsaugo lasteles oksidacinio streso metu [23, 24]. Zinoma
nemazai fenoliniy junginiy, kuriy antioksidantinis aktyvumas yra daug didesnis nei Kity gerai
Zinomy antioksidanty [23].

Flavonoidai yra dazniausiai aptinkami fenoliniai junginiai. Jie yra placiai pasiskirste per
visus augalo audinius ir dazniausiai kartu su karotinoidais ir chlorofilu yra atsakingi uz augalo
spalvas [25]. Flavonoidai sudaro didziaja biologiskai aktyviy paprastosios jonazolés junginiy dalj
[3]. Norint atlikti flavonoidy ekstrakcija geriausia yra naudoti i§dziovintus, liofilizuotus arba
uzSaldytus méginius. Sausi méginiai yra susmulkinami, o norint uztikrinti vienoda daleliy dydj,
susmulkinta Zaliava gali buti persijojama norimo dydzio sietu. Poliniai flavonoidai tirpsta
alkoholyje arba alkoholio-vandens miSinyje, o maziau poliniai — chloroforme, dietileteryje,
dichlormetane [26].

1.4.4. Karotinoidai

Karotinoidai kartu su fenoliniais junginiais yra atsakingi uz augaly raudonas, oranzines ir
geltonas spalvas. Sie pigmentai, randami chloroplasty ir chromoplasty membranose. Audiniuose,
kuriuose vyksta fotosinteze, karotinoidy spalvos néra matomos dé¢l chlorofilo, tac¢iau vélesnése
augalo vystymosi stadijose jie prisideda prie rySkiy augalo ziedy ir vaisiy spalvy susidarymo. Jie
taip pat apsaugo fotosintetinan¢ius organizmus nuo Zalingy fotooksidaciniy procesy [27]. Siy
junginiy klasé veikia kaip antioksidantai. Jie apsaugo lasteliy membranas bei lipoproteinus nuo

laisvyjy radikaly, atsiradusiy lipidy peroksidacijos metu, poveikio bei stabdo senéjimo procesa
[28].
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1.5. Paprastosios jonaZolés antioksidacinis poveikis

Reaktyvios deguonies formos (ROS) susidaro dél jvairiy redukciniy procesy, vykstanciy
aerobiniy lasteliy metabolizmo metu. Sios deguonies formos yra pavojingos lasteléems ir
nepasalintos i§ organizmo gali pazeisti tokias svarbias molekules kaip baltymus, DNR ir lipidus
[29]. Laisvieji radikalai kaip superoksido anijonas (O2) ar vandenilio peroksidas (H-O2) gali
sukelti lastelés mirtj [30]. Oksidacinis stresas prisideda prie jvairiy patologiniy sutrikimy kaip
kardiovaskuliniy bei neurologiniy ligy, aterosklerozés, uzdegimy ir kancerogenezés [4].

Lastelés turi keleta apsaugos mechanizmy, kurie padeda apsisaugoti nuo ROS zalingo
poveikio, tadiau $iy endogeniniy sistemy daznai nepakanka visiskai nukenksminti ROS. Tam yra
reikalingi tam tikri kiekiai egzogeniniy antioksidanty, kurie palaikyty tinkamg balansg tarp
antioksidanty ir ROS [31]. Tyrimai parodé, kad augaly ekstraktai ir produktai kaip fenoliniai
junginiai bei flavonoidai turi gera antioksidacinj poveikj [29].

Paprastosios jonazolés etanoliniai ekstraktai turi daug polifenoliniy junginiy, daugiausia
flavonoidy ir fenoliniy riig§éiy. Tai rodo, kad jonaZolé turi geras antioksidacines savybes. Sios
vaistazolés produktai, hipericinas ir hiperforinas, yra atsakingi uz antidepresines jonaZzolés
savybes. Jie padidina serotonino kiekj, kuris turi apsauginj poveikj prie§ oksidacinius neuroniniy
lasteliy pazeidimus [32]. Sie ekstraktai veikia kaip galimas agentas neurony apsaugai nuo
oksidacinio streso, sukelto vandenilio peroksido, Zzmogaus neuroblastomos lgsteliy linijoje SK-
N-MC [33].

Susidoméjimas natiiraliais antioksidantais nuolat didéja dél sintetiniy antioksidanty
pasalinio poveikio. Augaly ekstrakty antioksidacinés savybés negali buti iki galo jvertintos
naudojant vieng tyrimo metoda dél sudétingos fitochemikaly prigimties, tod¢él norint gauti
tikslesnius rezultatus reikia atlikti keletg aktyvumo tyrimy [34].

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas) yra stabilus radikalas daznai naudojamas
antioksidaciniam aktyvumui nustatyti. Siam laisvajam radikalui biidinga absorbcija ties 517 nm
bangos ilgiu (violetiné spalva). Ji sumazéja kada radikalas yra paveikiamas radikaly
»gaudytojais® ir spalva pasikeicia j gelsva. Reakcijos metu antioksidantas atiduoda vandenilj,
kuris pereina prie DPPH. Kuo absorbcija pasidaro mazesné, tuo radikaly ,,gaudytojy‘ aktyvumas
yra didesnis. Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas jvertinamas matuojant kiek procenty
stabilaus DPPH radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. Laisvasis DPPH radikalas
nereikalauja jokio specialaus paruosimo. Jis gali biti iStirpinamas tik organiniuose tirpikliuose ir
ypal gerai tirpsta etanolyje. Sis metodas pasizymi puikiu atkuriamumu esant atitinkamoms

tyrimo sglygoms ir yra greitas, nebrangus ir paprastas [35].
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FRAP (geleZies redukcijos antioksidaciné galia) metodas paremtas nespecifine Fe**~TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazino) komplekso redukcija j ry$kiai mélyng Fe?*~TPTZ kompleksg esant
rugstinei aplinkai. Absorbcijos padidéjimas ties 593 nm bangos ilgiu rodo gera augalo
antioksidacinj aktyvuma. Rezultatai yra pateikiami kaip Fe?* mg/1 g sausos frakcijos — tai parodo
kiek 1 g paprastosios jonazolés gali redukuoti Fe®*. Prie§ interpretuojant rezultatus reikia Zinoti
kelis faktus. Pirma, Sis metodas matuoja méginio geb&jima dalyvauti vieno elektrono redoksinése
reakcijose. Tai reiskia, kad antioksidantai turintys kitokj veikimo modelj (kaip karotinoidai,
kurie veikia kaip radikaly ,,gaudytojai‘) nebus ignoruojami. Antra, $ioje reakcijoje reaguos tik
vandenyje tirplis antioksidantai, kadangi tyrimas yra atlieckamas vandeniniame tirpale. Trecia,
redukcinés galimybés nebiitinai atspindés antioksidacinj aktyvuma, t.y. apsaugos pajéguma.

FRAP metodas yra nebrangus, paprastas, neilgas, o jo rezultatai yra lengvai atkartojami [36].

1.6. Paprastosios jonaZolés antibakterinis poveikis

Antibakterinis jonazolés poveikis buvo pastebétas 1959 ir 1971 metais rusy mokslininky.
Slopinamasis poveikis prie§ gram-teigiamas bakterijas buvo priskirtas hiperforinui. Mokslininko
C.M. Schempp atliktame tyrime buvo pastebéta, kad naudojant hiperforing visy gram-teigiamy
bakterijy augimas buvo nuslopintas, taciau jis neturéjo jokio poveikio prie§ gram-neigiamas
bakterijas. Penicilinui ir meticilinui atspari Staphylococcus aureus taip pat buvo jautri
hiperforinui [37]. Molochko ir kity mokslininky atliktame tyrime buvo nustatyta, kad prie§ S.
aureus ir dar kelias Staphylococcus bakterijas geriausiai veiké vandens, alkoholio ir glicerolio
jonazolés ekstraktai [38]. Siuos rezultatus patvirtino ir kity mokslininky tyrimai. 2002 metais
mokslininkai G.E. Meral ir N.U. Karabay prane$é¢ apie paprastosios jonazolés ekstrakty
aktyvumg tiek prie§ gram-teigiamas (S. aureus, S. epidermidisir E. faecalis), tick prie§ gram-
neigiamas (P. aeruginosa, E. cloacaeir E. coli) bakterijas, tac¢iau aktyvumas prie§ gram-
teigiamas bakterijas buvo didesnis [39, 40].

Daugumoje tyrimy hiperforinas buvo iSskiriamas kaip vienintelis aktyvus junginys,
atsakingas uz paprastosios jonazolés antibakterines savybes. Taciau buvo pabrézta, kad jo
veikimas buvo pastebimas tik naudojant jj didelémis koncentracijomis. P. Avato kartu su kitais
mokslininkais nustaté, kad geriausiai veikiantys ekstraktai buvo etilacetato sub-ekstraktai, o
pagrindiniai junginiai Siame ekstrakte buvo flavonoidai, hipericinai ir hiperforinai [37]. Be ju

ksantonai taip pat pasizymi kaip patogeny augimag maZinantys junginiai [41].
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1.7. Paprastosios jonaZolés in vitro Iasteliy kultiiros

Komerciniai paprastosios jonazolés preparatai pasizymi nepastoviu bioaktyviy junginiy
Kiekiu bei jvairumu, todél tai gali sukelti abejoniy dél tokiy produkty saugumo bei
veiksmingumo. Hipericiny ir hiperforiny kiekis ekstraktuose, paruoStuose i§ laukuose ar
Siltnamiuose auginty jonazoliy, stipriai priklauso nuo daugybés faktoriy kaip derliaus nuémimo
laiko, jonazolés kilmés vietos, biotiniy ir abiotiniy terSaly buvimo bei augalo genetikos.
Bioaktyviy junginiy kiekiui taip pat jtakos turi jvairiis aplinkos faktoriai kaip CO2 koncentracija,
temperatiira, vandens prieinamumas, azoto bei $viesos kiekiai [7].

In vitro kulttiry auginimo metodas yra alternatyvi jonazolés gamybos strategija, siekiant
uztikrinti pageidaujama natiiraliy preparaty kiekj bei pastovuma [7]. Sio metodo privalumai yra:
a) tai yra patvari ir ekologiska sistema, kuri leidZia iSgauti sudétingas chemines struktiiras i$ rety
ir nykstanc¢iy augaly rusiy; b) norimas produktas gali biiti auginamas bet kurioje pasaulio vietoje;
¢) galima uztikrinti aktyviy medziagy kokybe ir kiekybe; d) jonazolés augimas nebepriklauso
nuo geografiniy bei ekologiniy svyravimy; e) yra garantuojamas neuzterStas produktas, kadangi
augalo lastelés nebuvo veikiamos mikroorganizmais, herbicidais, pesticidais ar fungicidais; f)
iSvengiamas augalo iSnykimo pavojus; g) augimo laikas yra sutrumpinamas nuo keliy mety iki
keliy savaiciy ar ménesiy [5].

Norint pritaikyti in vitro Igsteliy kultiry metodus didelio masto antriniy metabolity
gamybai 1§ pradZiy reikia nustatyti kaliaus biomasés gavimo i§ labiausiai produktyviy jonaZolés
genotipy protokolus. Kalius, kuris daugiausiai formuojasi 1§ kamieniniy lgsteliy, turi neribota
augimo pajégumg ir gali sintetinti tokius pacius junginius kaip ir pradinis augalas. IS jo gautos
lasteliy suspensijos i§ pradZiy yra auginamos mazais kiekiais, o véliau yra perkeliamos |
bioreaktorius. Visuose proceso zingsniuose lasteliy kultury laikymo salygos bei aplinkos ir
fizikiniai faktoriai turi biiti optimizuojami, norint pasiekti aukStos kokybés bei efektyvig
produkcija. To siekiant reikia tirti naujas terpes, hormony kombinacijas bei anglies Saltinius [42].

Eksponentinéje jonazolés lasteliy kultiry augimo stadijoje dauguma metabolity yra
gaminami labai mazais kiekiais arba visai negaminami, kadangi jy pirminiy metabolity pirmtakai
yra reikalingi biomasés formavimui. Antriniy metabolity gamybos suaktyvinimas yra
efektyviausias stacionarioje augimo fazeje, todél geriausia strategija biity sukurti dviejy stadijy
kultiira, kada i§ pradziy augalo Iastelés biity laikomos terpéje optimizuotoje biomasés
formavimui, o paskui perkeltos j terpe, kuri stimuliuoty antriniy metabolity gamyba. Sios
strategijos privalumas yra tas, kad tai leidZia pridéti elicitoriy bei biosintetiniy pradiniy

medZiagy, kurios galéty maksimizuoti iSeigg [43, 44].
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Svarbiy bioaktyviy molekuliy gausinimas ir naujy junginiy gavimas yra pagrindiniai
dabartiniai H. perforatum biotechnologijos aspektai. Augaliniy lgsteliy kultiry sistemy ir
molekulinés biologijos vystymas leido atrasti daugybé budy kaip pagerinti §iy junginiy
produkcija. Lasteliy linijy atranka, lasteliy imobilizacija, pralaidumo padidinimas, pradiniy
medziagy pridéjimas, bioreaktoriy inzinerija, sintetiné biologija bei elicitavimas yra vieni i§ jy

[45].

1.7.1. Elicitavimas

Vienas 1§ produktyviausiy augaly antriniy metabolity produkcijos metody yra elicitavimas.
Elicitoriai — tai medziagos ar kiti aplinkos faktoriai, kurie stimuliuoja augalo gynybinj
mechanizmg, aktyvuodami signalo peréjimo kaskada, kuri paveikia geny, atsakingy uz antriniy
metabolity biosinteze, ekspresija. Pagal savo kilme Sie dirgikliai gali buti skirstomi j biotinius —
biologinés kilmés, ir abiotinius — nebiologinés kilmés medziagas, arba tiesiog 1 biologinius,
cheminius ir fizikinius [5, 45]. Dauguma biologiniy elicitoriy yra mikrobiniy lasteliy sieneliy
dalys (chitinas, chitozanas, gliukanas) ir tokie angliavandeniliai kaip poli- ir oligosacharidai,
gauti i$ augalo Igstelés sieneliy (pektinas, pektino ragstis, celiuliozé) [46]. I cheminius dirgiklius
leina sunkieji metalai, metaly jonai bei metaly oksidai [47]. Fizikiniai elicitoriai yra Salcio Sokas,
UV, ozonas, osmosinis ar vandens stresas [48]. Biotiniai stimuliatoriai yra daugiau iStyrinéti ir
geriau suprantami. Vykdant elicitavimg metaboliniai poky¢iai aktyvuoja augalo imuning sistema
ir paruoS$ia augalg stresui [45].

Elicitavimo metu paprastojoje jonazoléje aktyvinami junginiai daugiau priklauso nuo
pasirinktos kultiiros nei nuo atrinkty elicitoriy. Hipericiny gamybos aktyvinimui daZniausiai
naudojamos sodinuky ir Ggliy kultdros, tikriausiai deél to, kad jie turi hipericino mazgelius.
Lasteliy suspensijos, kaliuso ir Sakny kultiiros daugiausiai yra naudojamos flavonoidy ir
ksantony aktyvavimui. Mazesne reikSme elicitavimo efektyvumui turi pats elicitorius, jo

koncentracija, inkubacijos salygos ir trukmé (zr. 1.1 lentele) [45].
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1.1 lentelé. H. perforatum kultiiros ir elicitoriai, naudojami antriniy metabolity gamybai

Kultiiros tipas Elicitorius Aktyvuojamo junginio gamyba
Cinko nano-oksidas Hipericinas ir hiperforinas
o Fenoliniai junginiai, flavanoliai, hipericinas
Chitinas . L
ir pseudohipericinas
5 Fenoliniai junginiai, flavanoliai, hipericinas
Lasteliy Zasmonatas ) S
- ir pseudohipericinas
suspensija _
Metilzasmonatas Flavonoidai
o ' Ksantonai, flavonoidai, hipericinas ir
Salicilo rugstis L
pseudohipericinas
Agrobacterium tumefaciens Ksantonai
Kaliusas Salicilo ruigstis Hipericinas ir pseudohipericinas
. MetilZasmonatas Hipericinas
Saknys i i
Chitozanas Ksantonai
Salicilo ruigstis Hipericinas ir pseudohipericinas
Ugliai Pektinas Hipericinas ir pseudohipericinas
Sacharozé + metilzasmonatas Hipericinas ir hiperforinas
Protopseudohipericinas, hipericinas ir
) ) Chromas o
Sodinukai pseudohipericinas
Rhizophagus intraradices Hipericinas ir pseudohipericinas

1.7.2. Bendras elicitoriy veikimo mechanizmas

Elicitavimo veikimo mechanizmas yra labai sudétingas, kadangi vienu metu vyksta
daugybé persidengianciy reakcijy. Augalo atsakas j dirgiklio sukelta stresg paprastai prasideda
lastelés plazminéje membranoje, Kur yra nustatytos kelios elicitorius suriSancios vietos. Jos
reaguoja j skirtingy cheminiy struktiiry dirgiklius. Siame Zingsnyje yra svarbiis R ir avr geny
produktai [49].

Receptoriy uzfiksuotas elicitoriy perdavimo signalas sukelia antriniy signaliniy molekuliy
aktyvavima, kas sustipring signalg tolimesniems zingsniams. Toliau seka vienas po kito einantys
apsauginio atsako etapai: receptoriaus sureagavimas ] elicitoriy; grjiZtama plazminés membranos
ir citozolio baltymy fosforilizacija ir defosforilizacija; citozolinio [Ca?*] padidinimas; CI" ir K*
i§siurbimas ir H* jsiurbimas — uzlastelinis $arméjimas ir citoplazminis roig§téjimas; mitogenu
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aktyvuojamo baltymo kinazés (MAPK) aktyvacija; NADPH oksidazés aktyvacija bei reaktyviy
deguonies ir azoto formy (ROS ir RNS) gamyba; iSankstinio apsaginio geno ekspresija;
Zasmonanto gamyba; veélyvo apsauginio geno ekspresija ir galiausiai antrinio metabolito
kaupimas (zr. 1.3 pav.). Sis sistematinis augaly atsakas taip pat leidZzia gamintis tokiems
antimikrobiniams junginiams kaip fitoaleksinams ir su patogeneze susijusiems baltymams, kurie
kartu turi svarby vaidmenj patogeno atmetimui [5, 50].

Taigi elicitoriy signalo perdavimas yra i§ daug etapy sudarytas tinklas, kuris sukuria
efektyvy apsaugos mechanizma. Sie Zingsniai gali vykti vienu metu arba persipinti tarpusavyje

[5].
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™ ! metabolirmas
H-H"l
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Fasmonatas
Antrinis T
metabolizmas ..
Fermentai - RN

!ansl-:rip cijos faktorial
Augalo lastelé

1.3pav. Augalo Igstelés galimas atsakas j elicitavimg. R — receptorius; PL — fosfolipazé; MAPK —
mitogenu aktyvuojama baltymo kinazé; ROS — reaktyvios deguonies formos; RNS — reaktyvios
azoto formos; TF — transkripcijos faktoriai

1.8. Ateities perspektyvos

Be jau minéty elicitoriy, atsiranda nauja stimuliatoriy klasé — nanodalelés. H. perforatum
atveju tyrimai parode, kad cinko ir geleZies nano-oksidai stimuliuoja hipericiny ir hiperforiny
gamybg lasteliy suspensijy kultirose [51, 52]. Naudojant metaly daleles kaip elicitorius, tokie
signaliniai junginiai kaip Zasmonatas, metilZasmonatas ir salicilo rugstis gali biiti jkapsuliuojami
1 tokius biologiSkai skaidomus polimerus kaip nanodalelés. Tai gali biiti iSnaudojama ilgalaikiui
signaliniy junginiy iSleidimui j kulttros terpe, kas gali praversti ilgalaikiai nepertraukiamai
antriniy metabolity gamybai nepaveikiant kultdros augimo. Elicitavimas, kartu naudojant
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frakcionavimo pagal bioaktyvumg metoda, taip pat gali biiti naudojama naujy vaisty atradime
[45].

Nepaisant galimybés skatinti jvairiausiy bioaktyviy junginiy gamybg paprastosios jonaZolés
lasteliy ir audiniy kultirose naudojant elicitavimo metoda, pramoninis antriniy metabolity
gamybos farmaciniy savybiy iSnaudojimas yra tiktai pradinése stadijose. Pagrindinis uzdavinys
yra pakankamas biomasés kiekio uztikrinimas. Jau yra pradedami naudoti mazo dydzio
bioreaktoriai aktyviy junginiy gamybai in vitro kultiirose. Svarbiausi faktoriai tolimesniam $ios
srities plétojimui yra teisingy kultiiry ir egzogeniniy signaly parinkimas in vitro biomasés

gamybai ir optimizavimui [45].

1.9. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Paprastoji jonazol¢ pasizymi jvairiomis medicininémis savybémis, kurios priklauso nuo
jos gaminamy antriniy metabolity. Sie metabolitai taip pat yra atsakingi ir uz augalo apsauginj
mechanizmg bei prisitaikyma prie aplinkos. Norint neatsilikti nuo rinkos reikalavimy bei
standarty yra ieSkoma budy kaip uztikrinti pakankama kieki kokybisko produkto. Todél
dazniausiai yra naudojamas elicitavimo metodas, kuris yra pagristas jonazolés apsauginio
mechanizmo nuo i$oriniy dirgikliy ir kartu antriniy metabolity sintezés skatinimu.

Sis tyrimas buvo atliekamas tam, kad bity optimizuojamos salygos in vitro jonazolés
kaliaus kultary formavimui ir tam tikry metabolity kaupimui. In vivo jonazolé ne visada
pasizymi vienodu ir pakankamu aktyviy medziagy kiekiu bei kokybe, todél reikia sukurti

standartus, kuriuos galima biity taikyti pramongje.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Tyrimuose naudotos jrangos sarasas

Autoklavas ,,CertoClav*

Centrifuga ,,Hettich Universal 320R*

Laminaras ,,Telstar BV — 100«

pH-metras ,,WinLab*

Spektrofotometras ,,Shimadzu UV — 1280
Svarstyklés ,,Shimadzu“

Termostatas ,,Binder<

Termostatas ,,Memmert IN55

Termostatuojama vandens vonelé ,,Biosan BWT — U*

Termostatuojamas kratytuvas ,,ES — 20

2.2. Sékly sterilinimas

Jonazolés séklos buvo sterilinamos jas mirkant 5 s 70 % etanolyje ir 20 min 1,5 %

2.3. Augimo reguliatoriy paruoSimas

NaCIOH. Po to jos 3 kartus plautos steriliu distiliuotu vandeniu. Séklos j petri léksteles sodintos

laminaro sglygomis. Laminaras buvo sterilinamas ultravioletiniais spinduliais bei 70 % etanoliu

Pradinio tiriamosios medZiagos 0,1 mg/ml tirpalo paruo$imas: 10 mg tiriamojo junginio

apskaiciuotas pagal 1 formulg:

Cgal xV
- CgalxVv

Cor (1)

buvo suberta ] matavimo kolba ir iStirpinta 2—5 ml distiliuvotame vandenyje. Visiskai iStirpus

milteliams tirpalas praskiestas iki 100 ml. Reikalingas paimti tiriamyjy medziagy tirpalo tiris

X —reikalingas paimti tirpalo tiiris 1§ pradinio paruosto tirpalo su tiriamgja medziaga, ml;

Cgal — reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/I;

V — praskiedimo tiiris, |;

Cpr — pradinio tirpalo, paruosto su tiriamaja medziaga, koncentracija, mg/ml.
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2.4. Maitinimo terpiu paruosSimas

Augaly Iasteliy kultivavimui yra butina maitinamoji terpé, optimali temperatiira bei
apSvietimas. Kultivuojant augaly lgsteles in vitro maitinamoji terpé buvo sudaryta iS
makroelementy, mikroelementy, gelezies Saltinio, organiniy priedy, anglies Saltinio bei augimo
hormony.

Jonazolés sékly auginimui buvo ruosta Murashige ir Skoog (MS) terpé, kurios sudétis
nurodyta 1 priede. Tai viena placiausiai naudojamy audiniy kultiiroms skirty maitinamyjy terpiy.
Svarbus jos bruozas — aukstos nitraty, kalio ir amonio jony koncentracijos. Maitinamoji terpé
sterilizuota autoklave 120 °C , esant 0,75—1 atm. slégiui 15 min.

Eksperimento metu optimali kultivavimo temperatiira buvo 20-22 °C, fotoperiodas — 24
val, MS terpés pH 5,7-5,8. Eksplantai reguliariai perkelti j $viezig maitinamaja terp¢ kas ménes;.
MS terpés pH reguliuotas su 0,1 N NaOH ir 0,1 N H2SO4[53].

Tyrimui buvo ruosta 14 terpiy, kurios tarpusavyje skyrési augimo hormony sudétimi bei

koncentracija.

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

Reagentai Reagenty Kkiekiai, reikalingi 1 | terpés
Makroelementai 50 ml
Mikroelementai 5ml

Fe-EDTA 5ml

Organiniai priedai 5mi

Sacharozé 309

Agar-agaras 5¢
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2.2 lentelé. Tyrimui paruosty terpiy sudétis

Terpé Terpés sudétis
1 terpé MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l)
2 terpé MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l) + Salicilo ragstis (50
pumol/l)
) MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l) + Salicilo ragstis (100
3 terpé amoll)
MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l) + Salicilo riigitis (150
4 terpé umol/l)
5 terpé MS +2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l)

Gamborg B5 (3,16 g/I) + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l) + Sacharozé (30 g/l) +

6 terpé Agar-agaras (5 g/l)

7 terpé MS+ 2,4-D (0,5 mg/l) + Kinetinas (0,5 mg/l)

8 terpeé MS+ 2,4-D (0,25 mg/l) + Kinetinas (1 mg/l)

9 terpé MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l)

10 terpé MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) + Metilzasmonatas (50 pmol/l)
11 terpé MS + 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) + Metilzasmonatas (100 pmol/l)
12 terpé MS + BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l)

13 terpé MS + BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) + Manitolis (5 g/l)

14 terpé MS + BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) + Manitolis (10 g/I)

2.5. Paprastosios jonaZolés antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

2.5.1. Antioksidacinio aktyvumo prie§s DPPH jvertinimas

Reagentai:
e DPPH etaloninis tirpalas;

e Metanolis

Augaly ekstrakty antiradikalinis aktyvumas prie§ DPPH buvo jvertintas matuojant kiek
procenty stabilaus DPPH radikalo neutralizuoja fenoliniai junginiai. Reakcijos metu
antioksidantas atiduoda vandenilj ir taip iSaktyvina laisvuosius radikalus. Susidaro stabilus
DPPH-H tipo junginys.

Etaloninio DPPH tirpalo gamyba: metanolyje iStirpinta 0,0024 g DPPH. Istirpes miSinys

praskiestas tuo pa¢iu metanoliu iki 100 ml.
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Tiriamojo méginio gamyba: 0,2 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpiltos 2 ml metanoliu
ir centrifuguotos 10 min 9000 aps/min. | mégintuvélj buvo pilta 77 ul surinkto supernatanto bei 3
ml etaloninio DPPH tirpalo ir 15 min laikyta tamsoje.

Palyginamojo méginio gamyba: | mégintuvélj pilta 77 pl metanolio bei 3 ml etaloninio
DPPH tirpalo ir 15 min laikyta tamsoje.

Tiriamojo bei palyginamojo méginiy tirpalai matuoti spektrofotometru 515 nm bangoje.

Apskaiciuotos redukcinés méginio savybés pagal 2 formule [54]:

A (palyginamasis) — A (tiriamasis)

1009 2
A (palyginamasis) x 100 % (2)

A — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis

2.5.2. Redukciniy savybiy jvertinimas

Reagentai:
e Natrio fosfatinis buferis (0,2 M) (pH = 6,6);
e Ks[Fe(CN)s] (1 %);
e Trichloracto rugstis (10 %);
e FeCl3(0,1 %).

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g iSdziovintos augalinés medziagos ekstrahuotos 5 ml
metanolyje ir inkubuotos 30 min 45 °C. Méginiai centrifuguoti 5 min 9000 aps/min. I
supernatanto paruosti keliy koncentracijy tirpalai, kurie véliau skiesti metanoliu iki 1 ml.

Redukciniy savybiy jvertinimas: j paruostus tiriamuosius tirpalus jpilta 1,25 ml 0,2 M
fosfatinio buferio ir 1,25 ml 1 % Ks3[Fe(CN)g]. Tirpalai sumaisyti ir inkubuoti 20 min 50 °C
vandens vonel¢je. | pasildytus tirpalus pridéta 1,25 ml 10 % trichloracto rugsties, viskas
sumaiSyta ir centrifuguota 10 min 9000 aps/min. 1,25 ml virSutinio tirpalo sumaisyta su 1,25 ml
distiliuotu vandeniu bei 0,25 ml 0,1 % FeCls.

Meéginiai matuoti spektrofotometru 700 nm bangoje. Optinis tankis tiesiogiai atspindi

tiriamosios medziagos redukcinj aktyvuma [55].
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2.5.3. FRAP metodas naudojant TPTZ

Reagentai:
e Metanolis;
e FeS04°7H0;
e 40 mmol/l HCI;
e 300 mM acetato buferis (pH 3,6);
e 10 mmol/l TPTZ, istirpintas 40 mmol/l HCI,
e 20 mmol/l FeCl3*6H0;
e FRAP reagentas ruoSiamas i§ 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol/Il
TPTZ ir 2,5 ml 20 mmol/l FeCl3*6H.0.

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g augalinés zaliavos ekstrahuota 5 ml metanolyje, inkubuota 30
min. 45 °C ir centrifuguota 10 min 9000 aps/min.

100 ul paruosto ekstrakto méginiai buvo sumaisyti su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos
miSinys matuotas spektrofotometru 593 nm bangoje. ReikSmé apskaic¢iuota pagal FRAP
kalibracijos kreive.

Kalibracijos kreivés paruoSimas: ruosti 5; 10; 15; 20 ir 25 umol/l FeSO4*7H-0 tirpalai —
atitinkamas kiekis FeSO4°7H20 sumaisytas su 3 ml FRAP reagentu ir praskiestas su vandeniu iki

10 ml. Tirpalai matuoti spektrofotometru 593 nm bangoje (zr. 2.1 pav.) [56].

0.6
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FeSO,*7H,0, umol/l
2.1 pav. FRAP Kkalibraciné kreivé
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2.6. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy nustatymas

Reagentai:
e Etanolis (50 %).

Karotinoidy bei chlorofilo a ir b nustatymas vaistiniy augaly audiniuose paremtas §viesos
sugerties nustatymu esant atitinkamiems bangos ilgiams.

Ekstrakto paruoSimas: gristuvéje susmulkinta 0,1 g augalinés zaliavos ir uzpilta 10 ml
etanoliu. Viskas sumaiSyta iki vientisos masés ir centrifuguota 10 min 9000 aps/min. Ekstrakto
taris iSmatuotas cilindru. Optinis tankis matuotas esant 662 nm bangos ilgiui. Jei jis virsijo 0,8
misinys skiestas etanoliu.

Chlorofilas a matuotas 662 nm, chlorofilas b — 644 nm, o karotinoidai — 441 nm bangose.

Pigmenty koncentracijos apskaiciuota pagal formules [57]:

C (chlorofilasa (mg 1)) = 9,784 x Dgg2 — 0,99 x Deas (3)

C (chlorofilas b (mg 1)) = 21,426 X Dgasa — 4,65 x De22 (4)

C (chlorofilas a + chlorofilas b) = 5,134 % Degg2 + 20,436 % Deas (5)

C (karotinoidai (mg 1)) = 4,695 X Daa1 — 0,268 X C (chiorofilas a + chlorofilas b) (6)

Apskaiciuotas pigmenty kiekis mg/100 ml:

_ CXV x100

n X 1000 7

C — pigmenty koncentracija, mg/I;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

n —augaliné mas¢, g

2.7. Bendras fenoliniy junginiy nustatymas naudojant Folino-Kiokalto metoda

Reagentai:
e 1 N Folino-Kiokalto reagentas — komercinis 2 N Folino-Kiokalto reagentas
sumaisytas su vandeniu 1:1 santykiu;
e Standartinis tanino rugsties tirpalas 0,1 mg/ml — 0,025 g tanino riigsties iStirpinta

25 ml vandens. 1 ml tirpalo praskiesta 10 ml vandeniu;
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e 20 % natrio karbonatas — 20 g natrio karbonato istirpinta 100 ml vandenyje;

e 70 % acetonas.

Ekstrakto paruoSimas: 0,05 g augalinés zaliavos buvo sumaiSyta su 10 ml 70 % acetonu
termostatiniame kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. MiSinys centrifuguotas 10 min 4 °C
9000 aps/min. Supernatantas laikytas ant ledo.

Bendras fenoliniy junginiy kiekio nustatymas: 50 ir 100 ul paruosto ekstrakto praskiesta
distiliuotu vandeniu iki 500 ul. Pridéta 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio
karbonato tirpalo. Viskas sumaisyta ir laikyta tamsoje 40 min.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis mg/100 mg apskaiciuotas pagal 8 formule:

_axVx100
T nxVsk

(8)

a — tanino rugsties koncentracija, paimta i§ kalibracinés kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
n — augalin¢ masé, mg;

Vsk — pradinis ekstrakto tuiris, paimtas skiedimui, ml

Kalibravimo kreivés paruosimas: paimta 0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 pnl
standartinio tanino rugsties tirpalo. Jis buvo praskiestas su distiliuotu vandeniu iki 500 pl. T §j
tirpalg pridéta 250 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato tirpalo. Viskas
sumaisyta ir laikyta tamsoje 40 min. Matuota prie§ tus¢ig méginj 725 nm bangoje (zr. 2.2 pav.)
[58].

0.4
0.35
0.3
0.25
0.2

Optinis tankis, A

0.15 T
0.1
0.05

0 1 2 3 4 5 6
Tanino r. kiekis, pg/ml

2.2 pav. Fenoliniy junginiy kalibraciné kreivé
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2.8. Flavonoidy kiekybinis nustatymas

Reagentai:
e Acetonas;
e HCI (28 %);
o Etilo acetatas;
e Aliuminio chloras (20 g/l);
e Acto rugstis;

e Metanolis.

Ekstrakto paruos$imas: j apvaliadugne kolbg jdéta 2 g augalinés zaliavos ir uzpilta 20 ml
acetono bei 2 ml 28 % HCI. Virinta 30 min su grjztamuoju Saldytuvu ant verdancios vandens
vonelés. Atvéses hidrolizatas filtruotas. Nuosédos grazintos | kolbg ir vél uzpiltos 20 ml acetono.
Virinta 10 min ir filtruota j ta pacia kolbg. Kolboje esantis tirpalas buvo praskiestas acetonu iki
100 ml.

Virsutinés fazés atskyrimas: 20 ml ekstrakto buvo praskiesta 20 ml vandeniu ir ekstrahuota
etilo acetatu: 1 kartg 15 ml ir 3 kartus po 10 ml. Atskirtos virSutiné ir apatiné fazés. Sujungtos
virSutinés fazés 2 kartus praplautos 40 ml vandeniu. MiSinys filtruotas j kolbg ir skiestas etilo
acetatu iki 50 ml.

Tiriamojo tirpalo paruosimas: j 20 ml pagrindinio tirpalo pilta 2 ml 20 g/l aliuminio
chlorido ir praskiesta 1:19 acto ragsties ir metanolio misiniu iki 25 ml. Tirpalas laikytas tamsoje
30 min.

Palyginamojo tirpalo paruoSimas: 10 ml pagrindinio tirpalo buvo skiesta 1:19 acto riigsties
ir metanolio misiniu iki 25 ml. Tirpalas laikytas tamsoje 30 min.

Tirpalai kelis kartus matuoti spektrofotometru esant 426 nm bangai.

Flavonoidy kiekis apskai¢iuotas pagal 9 formule [57]:

A% 1,25
n

9
A — tiriamojo tirpalo $viesos sugertis;
n —augaliné mase, g;

1,25 — perskaiciavimo koeficientas hiperozidui.
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2.9. Antibakterinis aktyvumas prie§ Escherichia coli, Rhizobium radiobacter ir
Xanthomonas campestris

Reagentai:
e DMSO (dimetilsulfoksidas)

Ekstrakto paruoSimas: 0,5 g augalinés Zaliavos buvo uzpilta 5 ml DMSO tirpalu ir
centrifuguota 10 min. 9000 aps/min.

Gaminta Luria-Bertani (LB) terpé (zr. 2.3 lentel¢), kurios pH 7,2. Jis reguliuotas su 1 N
NaOH ir 1 N H2SOa.

2.3 lentelé. LB terpés reagenty Kiekis

Reagentai Reagenty Kiekiai, reikalingi 1 | terpés
NaCl 10¢
Triptonas 10¢
Mieliy ekstraktas 50
Agar-agaras 10¢

Bakterijy optinis tankis matuotas esant 600 nm bangos ilgiui.

Ant LB terpés jlasinta 50 pl bakterijy (Escherichia coli, Rhizobium radiobakter,
Xanthomonas campestris) ir jos iSsklaidytos po petri 1ékstele. | lékstele jdéti 6 popieriniai
diskeliai ant kuriy uzlaSinta 25 pl paruosto jonazoliy ekstrakto. Lékstelés su bakterijomis

inkubuotos 24 val 37 °C. Po inkubacijos matuotas atstumas nuo diskeliy iki bakterijy prieaugio
[59].
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Autoklavas | CertoClav™ Laminaras , Telstar BV — 100~
| |
Indu sterilinimas Darbo vietos paruosimas
* Kaliaus kulting susiformavimo
»| Maitinamosios terpés L Terpés sterilinimas _,| Rultivavimas . Kaliaus kultim < efektyvumas
> pariosimas ir 1¥pilstymas vertinimas
Y i * Kaliaus kultirg pricangis
Mikroelementai, Hormonai 1r elicitorian:
Makroelementai, 2.4-D, Chlorofilo a ir & bei karotinoidy
Gelezies Saltinis, BAP, kiekvbinis jvertinimas
Organiniai priedai, NAR, Antioksidacinio aktyvomo
Sacharoze, Salicilo rigétis, . . ivertinimas
Agaras. Kinetinas P E;nol_m_mi__]ung_lmq
= o : kiekybinis jvertinimas
MetilZzasmonatas, Antibakterinio aktyvumo
Manitolis. - - — ivertinimas
Flavonoidy kiekybinis
ivertinimas

2.3 pav. In vitro paprastosios jonazolés paruosimo schema
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tyrimai atlikti su 14 H. perforatum L. kaliaus kulttiry, augusiy in vitro. Terpés tarpusavyje

skyrési elicitoriy kiekiu bei sudétimi (Zr. 2.2 lentelé). Palyginimui buvo naudota in vivo augusi

jonazolé. Tyrimui ] MS terpe pasodinta 500 sterilizuoty jonazolés sékly, i$ kuriy i8dygo apie 91

%. Persodinant iSdygusius jonazolés daigus i kaliaus terpg augalai buvo isskirstyti | tris dalis:

stiebus, lapus bei Saknis. Nustatyta, kad daugiausiai kaliaus kultiiry susiformavo i$ sakny (98,81

%) ir stieby (95,60 %), 0 maziausiai i$ lapy (76,19 %) (Zr. 3.1 lentelé).

3.1 lentelé. In vitro jonaZolés kaliaus kultiiry susidarymo efektyvumas bei vidutinis prieaugis

Kaliaus susidarymas,

Vidutinis kaliaus

Terpé Jonazolés dalis
% kultiiry prieaugis™, g
2,4-D (1 mg/l) Saknys 100
BAP (0,5 mg/l) Stiebai 90 1
NAR (0,1 mg/l) Lapai 56,67
Saknys 100
Salicilo ragstis I
Stiebai 100 0,86
(50 pmol/l)
Lapai 66,67
Saknys 95
Salicilo ragstis _
Stiebai 95 0,84
(100 pmol/l) i
Lapai 66,67
Saknys 95
Salicilo ragstis _
Stiebai 95 0,7
(150 pumol/l) i
Lapai 53,33
Saknys 100
2,4-D (1 mg/l) _
Stiebai 100 1,14
BAP (1 mg/l) i
Lapai 80
Saknys 93
Gamborg B5 Stiebai 63,33 0,21
Lapai 60
Saknys 100
Kinetinas (0,5 mg/l) Stiebai 100 0,73
Lapai 90
Saknys 100 18
Kinetinas (1 mg/l) Stiebai 100 '
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Lapai 92,5
Saknys 100
2,4-D (1 mg/l) _
Stiebai 100 1,03
BAP (0,2 mg/l) _
Lapai 86,67
Saknys 100
MetilZasmonatas N
Stiebai 100 1,36
(50 pmol/l) _
Lapai 76,67
Saknys 100
MetilZasmonatas _
Stiebai 95 1
(100 pumol/l) _
Lapai 47,5
Saknys 100
BAP (2,5 mg/l) _
Stiebai 100 1,97
NAR (0,5 mg/l) _
Lapai 100
Saknys 100
Manitolis (5 g/l) Stiebai 100 1,85
Lapai 95
Saknys 100
Manitolis (10 g/1) Stiebai 100 1,95
Lapai 95

*prieaugis nurodomas vienoje petri léksteléje (i§ 10 sékly) per 1 ménesj

3.1 lenteléje matoma, kad daugiausiai jonazolés kaliaus kultiiry susiformavo MS terpéje su
BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) hormonais. Joje kaliaus kultiiras suformavo 100% eksplanty.
Panasius rezultatus davé terpés su 5 ir 10 g/lmanitoliu, kuriose kaliaus kulttros susiformavo i$
100% Sakny ir stieby bei 95% lapy. Maziausiai kaliaus kultiry susidaré Gamborg Bs terpéje.
Taip pat pastebétas kaliaus kultiry skaiCiaus sumazéjimas didinant salicilo riigsties bei
metilzasmonato koncentracijas.

Kaliaus susiformavimo priklausomybg¢ nuo pasirinktos augalo dalies patvirtina ir kity
mokslininky tyrimai. Kiny mokslininkai, tyr¢ metilzasmonato jtaka paprastosios jonazolés
lasteliy kultiiroms, nustaté, kad daugiausiai kaliaus kultiry susidaré i§ jonazolés stieby [60].
Visiskai kitokius rezultatus pastebéjo Irano ir Turkijos mokslininkai. Jy tyrimuose buvo
lyginamas kaliaus susiformavimas i§ jonaZolés lapy ir stieby. Rezultatai parodé, kad efektyviausi
eksplantai kaliaus kultiiry susidarymui buvo jonazolés lapai, 0 optimaliam kaliaus formavimui
yra reikalingi atitinkami auksiny ir citokininy deriniai [61, 62]. Toks rezultaty nepastovumas tarp

tyrimy ir galéjo biiti dél pasirinkty skirtingy auksiny ir citokininy deriniy.
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Augalinés masés prieaugio rezultatai atspindéjo kaliaus kultiry genezés procentinj
efektyvuma. Apskaiciavus vidutinj kaliaus masés prieaugj per ménesj didZiausias prieaugis buvo
pastebétas MS terpése su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) bei su 5 ir 10 g/l manitoliu, o
maziausias — Gamborg Bs terpéje (zr. 3.1 lentelé).

Po ménesio persodinant jonazolés kaliaus kultiiras tolimesniam jy formavimui buvo
atrinkti tik Zaliausi, daugiausiai kaliaus suformave augalai. Kitos kultiiros buvo sudziovintos ir

paliktos tolimesniems tyrimams.

3.1 pav. JonazZolés kaliaus kultiiros in vitro po ménesio: a) 1 mg/l 2,4-D; 0,5 mg/l BAP ir 0,1 mg/I
NAR terpéje; b) 2,5 mg/l BAP ir 0,5 mg/l NAR terpéje; ¢) 5 g/l manitolio terpéje

3.1. Antioksidaciniy tyrimy jvertinimas

Lyginant atliktus antioksidacinius tyrimus galima pastebéti, kad geriausi rezultatai matomi

tose paciose terpése, nors didziausias antioksidacinis aktyvumas pasireiSkia vis kitoje terpéje.

3.1.1. Salicilo rugsties poveikis paprastosios jonazolés antioksidacinéms savybéms

in vivo 2,4-D (1 mg/l), Salicilor. Salicilo . Salicilor.
jonazolé BAP (0,5 mg/l), (50 pmol/1) (200 pmol/T) (150 pmol/T)
NAR (0,1 mg/l)

a o ~N o
o O o o

Antioksidacinis aktyvumas, %
P N W D
o O o o

o

Terpé

3.2 pav. Salicilo rugsties poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant DPPH metoda
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3.3 pav.
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Salicilor. Salicilor. Salicilor.
jonazolé BAP (0,5 mg/l), (50 pmol/1) (100 pmol/l) (150 umol/l)
NAR (0,1 mg/l)
Terpé
Salicilo rugsties poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant FRAP metoda
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Salicilor. Salicilor. Salicilorr.
jonazolé BAP (0,5 mg/l), (50 pmol/l) (100 pmol/1) (150 pmol/1)
NAR (0,1 mg/l)
Terpe

3.4 pav. Salicilo rugsties poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant redukcinj

metoda

Visy metody metu buvo matoma, kad jonazolé, augusi MS terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +

BAP (0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l) hormonais, nepasizyméjo geru antioksidaciniu aktyvumu. | $ig

terpe pridéjus nedidel; salicilo riigSties kiekj reikSmingo pokyc¢io nebuvo pastebéta, taciau

padidinus riigsties koncentracija nuo 50 iki 100 pumol/l jonazolés antioksidacinis aktyvumas

iSaugo 3

9-46 %. Toliau didinant ragsties koncentracijg iki 150 umol/l antioksidacinis aktyvumas

augo zymiau léciau ir nors visy metody metu in vitro jonazolé, augusi terpéje su 150 pmol/l

salicilo

ragstimi, turéjo geresnes antioksidacines savybes uz in Vvivo jonazolg, statistiSkai

reik§mingi skirtumai buvo pastebéti tik DPPH ir FRAP metoduose.
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3.1.2. Gamborg Bs ir kinetino poveikis paprastosios jonaZolés antioksidacinéms
savybéms

a o
o O o

N W
o o o

Antioksidacinis aktyvumas, %
S
o

o

in vivo 2,4-D (1 mg/l), Gamborg B5 Kinetinas Kinetinas
jonazolé BAP (1 mg/l) (0,5 mg/l) (1 mg/l)

Terpé

3.5 pav. Gamborg Bs ir kinetino poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant DPPH
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35
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FeSO,:7H,0, umol/l
B RN N W
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o
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metoda
in vivo 2,4-D (1 mg/l), Gamborg B5 Kinetinas Kinetinas
jonazolé BAP (1 mg/l) (0,5 mg/l) (2 magfl)
Terpe

3.6 pav. Gamborg Bs ir kinetino poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant FRAP
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Sviesos sugertis, A
©
EaN

v

o
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0.0

metoda
in vivo 2,4-D (1 mg/l), Gamborg B5 Kinetinas Kinetinas
jonazolé BAP (1 mg/l) (0,5 mgl/l) (2 mafl)
Terpé

3.7 pav. Gamborg Bs ir kinetino poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant

redukcinj metodg
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Nei MS, nei Gamborg Bs terpé su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l) hormonais neturéjo
teigiamo poveikio jonazolés antioksidacinéms savybéms lyginant su in vivo jonazole. Tarp
metody Siy terpiy efektyvumai neissiskyré: geresniu antioksidaciniu poveikiu pasizyméjo
jonazolé, augusi Gamborg Bs terpéje, taciau statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp jy buvo tik
redukcinio metodo metu.

Didinant kinetino koncentracijg terpéje visy 3 tyrimy metu buvo pastebétas neigiamas

poveikis jonazolés antioksidacinéms savybéms.

3.1.3. Metilzasmonato poveikis jonaZolés antioksidacinéms savybéms

in vivo 2,4-D (1 mg/l), Metilzasmonatas Metilzasmonatas
jonazolé BAP (0,2 mg/l) (50 pumol/T) (200 pmol/T)

Terpe

[ [
N o) 0 o )
o = = S o

Antioksidacinis aktyvumas, %
N
o

3.8 pav. MetilZasmonato poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant DPPH metoda
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Metilzasmonatas Metilzasmonatas
jonazolé BAP (0,2 mg/l) (50 pumol/T) (200 pmol/T)

Terpe
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3.9 pav. MetilZasmonato poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant FRAP metoda
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Metilzasmonatas Metilzasmonatas
jonazolé BAP (0,2 mg/l) (50 pmol/T) (200 pmol/1)
Terpe

3.10 pav. MetilZasmonato poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant redukcinj
metodag

Jonazoliy, augusiy MS terpése su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) ir metilzasmonatu
rezultatai tarp metody iSsiskyré. Naudojant DPPH ir redukcinj metodus jonazolé, augusi terpéje
su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) hormonais, pasizyméjo vienu i§ geriausiu antioksidaciniu
aktyvumu, pasiekus 88,07 % (DPPH) ir 1,549 A (redukcinis) lyginant su in vivo jonazolés 62,3
% ir 1,149 A atitinkamai. Ta¢iau FRAP metodo metu Sios terpés efektyvumas buvo beveik
tre¢daliu mazesnis nei in vivo jonazolés. Pridéjus 50 pmol/l metilZasmonato, jonazolés
antioksidacinis aktyvumas statistiskai reikSmingai sumazéjo visy tyrimy metu, tac¢iau didinant jo
koncentracija rezultatai vél iSsiskyré. Naudojant DPPH ir FRAP metodus didesné
metilzasmonato koncentracija (100 pmol/l) turéjo teigiama poveikj jonazolés antioksidaciniam
aktyvumui, kuris pasieké 86,09 % ir 33,73 pumol/l atitinkamai. Taikant redukcinj metoda didesné
metilzasmonato koncentracija turéjo prieSingg poveikij. StatistiSkai reikSmingas metilZzasmonato

koncentracijos didinimo poveikis buvo pastebétas tik FRAP ir redukcinio metody metu.
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3.1.4. Manitolio poveikis jonaZolés antioksidacinéms savybéms
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in vivo BAP (2,5 mg/l), Manitolis Manitolis
jonazolé NAR (0,5 mg/l) 59/l (10 g/1)
Terpe

3.11 pav. Manitolio poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant DPPH metoda
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in vivo BAP (2,5 mg/l), Manitolis Manitolis
jonazolé NAR (0,5 mg/l) (59 (10 g/l
Terpé

3.12 pav. Manitolio poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant FRAP metodsg
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in vivo BAP (2,5 mg/l), Manitolis Manitolis
jonazolé NAR (0,5 mg/l) (5l (10 g/1)
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3.13 pav. Manitolio poveikis jonaZolés antioksidaciniam aktyvumui naudojant redukcinj metoda
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Jonazolés, augusios MS terpéje su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) ir manitoliu, turéjo
vieng i§ didZiausiy antioksidaciniy aktyvumy. In vitro jonazolés, augusios terpéje tik su BAP
(2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l), antioksidacinis aktyvumas buvo panasus i in vivo jonazolés visuose
metoduose. Pridéjus manitolio buvo pastebétas teigiamas poveikis, kuris rySkiausiai matési
naudojant DPPH metodg. Didinant manitolio koncentracija MS terp¢je didéjo ir jonazolés
antioksidacinés savybés taciau §is pokytis nebuvo reikSmingas. Remiantis $iais rezultatais galima

teigti, kad §is hormony derinys yra efektyvus jonazolés antioksidaciniy savybiy optimizavimui.

3.2. Chlorofilo a ir b bei karotinoidy jvertinimas

90

© g0 7213 71.24
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Salicilo . Salicilo . Salicilor.

é’ 50
jonazolé BAP (0,5 mg/l), (50 pmol/m) (200 pmol/1) (150 pmol/T)
NAR (0,1 mg/l)

(5]

g 40
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0

Terpe
m Chlorofilasa = Chlorofilas b Karotinoidai

3.14 pav. Salicilo rugsties poveikis chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijai jonaZoléje

I$ rezultaty, pateikty 3.14 pav., galima pastebéti, kad MS terpé su 2,4-D (1 mg/l) + BAP
(0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l) néra efektyvi chlorofilo a ir b gamybai skatinti, ta¢iau pridéjus
salicilo raigsties, §iy pigmenty koncentracijos reik§mingai kilo. Chlorofilo a ir b koncentracija
statistiSkai reik§mingai buvo didesné uz in vivo jonazolés pridéjus 150 pmol/l salicilo riigsties.

Apskaiciavus karotinoidy kiekj galima pastebéti, kad in vitro augusi jonazolé pasizymi
patikimai didesniu karotinoidy kiekiu nei jonazolé in vivo. Nors didinant salicilo ragsties
koncentracija terpéje kilo ir karotinoidy Kiekis jonazolés kaliaus kultiirose, taciau §is padidéjimas
nebuvo statistiSkai reikSmingas.

Tyrimai, atlikti su kitais augalais, parodé, kad salicilo riigsStis turi teigiamg poveik]
karotinoidy koncentracijai, taciau jos poveikis chlorofilui ne visada yra vienodas. S.E.A Khodary

atliktame tyrime su kukurlizy augalais buvo pastebéta, kad salicilo riigStis padidino tiek
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chlorofilo a ir b, tiek karotinoidy koncentracijas [63], tac¢iau kitas tyrimas su kvieéiais, kurj atliko
mokslininkas S.T. Moharekar su kolegomis parodé¢, kad salicilo riigstis turéjo neigiamag efekta

chlorofilo koncentracijoms [64].

140 118.08
o0 .
120
§ 101'39J_
& 100
= 81.56
Z 80 6384 66.88
£ 60 23.58 49.63
g 29.66
S 40 26.53 2391 2331 12353
=) 18.20 I + 2019 T T 18.65
= I el O
(=9
0
in vivo 2,4-D (1 mg/l), Gamborg B5 Kinetinas Kinetinas
jonazolé BAP (1 mg/l) (0,5 mgl/l) (2 mafl)
Terpé

m Chlorofilasa = Chlorofilas b Karotinoidai

3.15 pav. Gamborg Bs ir kinetino poveikis chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijai
jonaZoléje

Lyginant MS ir Gamborg Bs terpes pastebéta, kad Gamborg Bs terpé yra efektyvesné tiek
chlorofilo, tiek karotinoidy gamybai skatinti. Jonazolés, augusios MS terpéje su 2,4-D (1 mg/l) +
BAP (1 mg/l) hormonais, chlorofilo ir karotinoidy kiekis reik§mingai nesikeité nuo in vivo
jonazolés, taiau Gamborg Bs terpéje buvo pastebétas aiskus tirty pigmenty pagauséjimas. Taip
pat jdomu pastebéti, kad Gamborg Bs terpé buvo vienintelé i§ visy tirty terpiy varianty, kurioje
chlorofilo b ir karotinoidy koncentracija buvo patikimai didesné uz chlorofilo a.

MS terpé su kinetinu turéjo neigiamg poveikj chlorofilo a ir b koncentracijoms in vitro
jonazoléje. Nors §is elicitorius ir padidino karotinoidy kiekj in vitro lyginant su in vivo, ta¢iau $is
pokytis nebuvo patikimas. Didinant kinetino koncentracijg reikSmingy poky¢iy nejvyko. Kitokie
rezultatai buvo gauti Indijos mokslininko S. Singh, kuris tyré Solanum melongena L. sodinukus.

Jo tyrimo metu kinetinas padidino ne tik karotinoidy, bet ir chlorofilo a ir b koncentracijas [65].
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3.16 pav. MetilZasmonato poveikis chlorofilo a ir b bei karotinoidu koncentracijai jonaZoléje

Metilzasmonato poveikis tiriamy fotosintezés pigmenty gamybai buvo teigiamas. Ypac

veiksminga buvo 100 pmol/l metilzasmonato koncentracija, su kuria buvo gautas didziausias

kiekis chlorofilo a.
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3.17 pav. Manitolio poveikis chlorofilo a ir b bei karotinoidy koncentracijai jonazoléje

BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) hormonai statistiSkai reik§mingai pagerino jonazolés

chlorofilo ir karotinoidy sinteze. | $ig terpe pridéjus 5 g/l manitolio jonazolés pigmenty kiekis

toliau patikimai kilo. Jonazoléje, augusioje MS terpé su 5 g/l manitoliu, buvo pasiektas

didZiausias chlorofilo b ir karotinoidy kiekis ir antra pagal dydj chlorofilo a koncentracija.

Nepaisant to, buvo pastebéta, kad didinant $io elicitoriaus koncentracijg toliau, tiek chlorofilo,

tiek karotinoidy kiekis sparc¢iai sumazéjo.
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3.3. Fenoliniy junginiy jvertinimas

Fenoliniy junginiy koncentracija buvo apskaiciuota i§ kalibracinés kreivés pagal tanino
rugsties kiekj (Zr. 2.2 pav.). Tyrimo rezultatai parod¢, kad tik keletas terpiy varianty reikSmingai
padidino bendrg fenoliniy junginiy koncentracija, lyginant su in vivo jonazole. MS terpése su
BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) (zr. 3.21 pav.) bei metilzasmonatu (100 pmol/l) (zr. 3.20 pav.)

augusios jonazolés sukaupé atitinkamai 24,05 % ir 20,82 % daugiau fenoliy junginiy nei in vivo

Ili.l

auges augalas.

N W
N w o

Fenoliniy junginy kiekis, mg/100 mg
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Salicilor. Salicilo . Salicilor.
jonazolé BAP (0,5 mg/l), (50 pmol/l) (200 pmol/T) (150 pmol/T)
NAR (0,1 mg/l)
Terpé

3.18 pav. Salicilo rigsties poveikis fenoliniy junginiy kiekiui jonazoléje

I§ rezultaty, pateikty 3.18 pav., buvo pastebéta, kad MS terpé su 2,4-D (1 mg/l) + BAP
(0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l) hormonais yra visiskai neefektyvi fenoliniy junginiy susidarymo
skatinimui. | $ig terpe pridéjus nedidelj kiekj salicilo riigSties fenoliniy junginiy kiekis toliau
maze¢ja, taciau didinant riigSties koncentracijg did¢ja ir fenoliniy junginiy rodikliai. Galima teigti,
kad salicilo ragstis yra efektyvi tik naudojant jg didelémis koncentracijomis.
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3.19 pav. Gamborg Bs ir kinetino poveikis fenoliniy junginiy kiekiui jonaZoléje
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Jonazolé, augusi Gamborg Bs terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l) hormonais,
sukaupé dvigubai daugiau fenoliniy junginiy negu jonazole, augusi MS terpéje su tais paciais
hormonais, taciau nei viena i$ jy statistiSkai reik§mingai nepralenké in vivo jonazolés. Kinetinas

taip pat turéjo neigiamg poveikj: didinant jo koncentracija fenoliniy junginiy mazg¢jo.

in vivo 2,4-D (1 mg/l), Metilzasmonatas Metilzasmonatas
jonazolé BAP (0,2 mg/l) (50 pmol/1) (100 pmol/l)

Terpé
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3.20 pav. MetilZzasmonato poveikis fenoliniy junginiy kiekiui jonaZoléje

MS terpé su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) hormonais per puse sumazino fenoliniy
junginiy kiekj in vitro jonazoléje lyginant su in vivo, taciau pridéjus net ir maza metilzasmonato
kiekj, prieSingai nei su salicilo riigstimi, fenoliniy junginiy kiekis i$ karto pradéjo augti. Terpé,
kurioje metilzasmonato koncentracija sieké 100 pmol/l, pasizyméjo vienu efektyviausiu

fenoliniy junginiy gamybos skatinimu.
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3.21 pav. Manitolio poveikis fenoliniy junginiy kiekiui jonaZoléje
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Jonazolé, augusi terpéje su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l), sintetino daugiausiai
fenoliniy junginiy buvo. | ja pridéjus manitolio Sis efektyvumas sumazejo. Todél, nepaisant to,
kad jonazolé, augusi MS terpéje su 5 g/l manitolio, pasizyméjo viena i§ didesniy fenoliniy
junginiy koncentracijy, manitolis kaip medziaga néra labai tinkamas fenoliniy junginiy sintezés

skatinimui.

3.4. Flavonoidy nustatymas

Tiriant augaly augimo hormony bei eilicitoriy jtaka paprastosios jonazolés flavonoidy
gamybai, tiriamosios medziagos pakankamai uzaugo tik MS terp¢je su BAP (2,5 mg/l) + NAR
(0,5 mg/l) hormonais. Si terpé nebuvo veiksminga jonazolés flavonoidy sintezés skatinimui (3.22
pav.).

Mokslininko Jing Wang atlikto tyrimo metu buvo nustatyta, kad metizasmonato bei
salicilo ragsties elicitoriai, nors ir neigiamai paveiké jonaZzolés lasteliy kultiry augima, tadiau
veiksmingai skatino flavonoidy gamyba. Veiksmingiausia buvo 100 pmol/l metilzasmonato

koncentracija [60].

0.25
0.20
0.15

0.10

Flavonoidy kiekis, %

0.05

0.00
In vivo jonazolé BAP (2,5 mg/l),
NAR (0,5 mg/l)

Terpé

3.22 pav. Flavonoidy kiekis paprastojoje jonaZoléje in vivo ir in vitro

3.5. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas

In vivo jonaZolé pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu tik pries E. coli bakterijg. In vitro

sglygomis augusios jonazolés tapo atsparesnés Rhizobium radiobacter bei Xanthomonas
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campestris bakterijoms, ta¢iau kai kuriy in vitro jonazoliy antibakterinés savybés prie§ E. coli

sumazgjo, nors daugumoje terpiy jonazolé isliko pries jg aktyviausia.
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n 0.05 L

0.00 -

in vivo 2,4-D (1 mg/l), Salicilor. Salicilor. Salicilorr.
jonazolé BAP (0,5 mg/l), (50 umol/1) (100 pmol/T) (150 pmol/1)
NAR (0,1 mg/l)
Terpe

mE. coli = Xanthomonas campestris = Rhizobium radiobacter

3.23 pav. Salicilo rugsties poveikis jonaZolés antibakterinéms savybéms

Jonazolé, augusi MS terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,5 mg/l) + NAR (0,1 mg/l)
hormonais, pasizyméjo geresnémis antibakterinémis savybémis prie§ visas 3 tirtas bakterijas nei
in vivo jonazolé. Pridéjus nedidelg salicilo riigsties koncentracija j terpe jonazolés antibakterinis
aktyvumas prie$ visas bakterijas padidéjo, taciau toliau didinant rtgsties koncentracijg buvo

matomas neigiamas efektas, ypa¢ pries E. coli bakterijas.
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Terpe

mE. coli = Xanthomonas campestris = Rhizobium radiobacter

3.24 pav. Gamborg Bs ir kinetino poveikis jonaZolés antibakterinéms savybéms
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Tiek Gamborg Bs, tick MS terpé su tais paciais hormonais turéjo didele teigiamg jtaka
jonazolés antibakterinéms savybéms prie§ Xanthomonas campestris ir Rhizobium rdiobacter
bakterijas, taciau statistiSkai reik§mingy pokyCiy tarp jy nebuvo. Kinetinas nebuvo labai

veiksmingas ir jo koncentracijos pokyc¢iai neturéjo reik§mingos jtakos jonazolés antimikrobiniam

aktyvumui.
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in vivo 2,4-D (1 mg/l), Metilzasmonatas Metilzasmonatas
jonazolé BAP (0,2 mg/l) (50 pmol/l) (200 pmol/T)
Terpe

mE. coli = Xanthomonas campestris = Rhizobium radiobacter

3.25 pav. MetilZasmonato poveikis jonaZolés antibakterinéms savybéms

Jonazol¢, augusi MS terpéje su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2 mg/l) hormonais, buvo Siek tiek
efektyvesné prie§ visas 3 bakterijas nei terpé su kinetinu. | $ig terpe pridéjus 50 pmol/l
metilZasmonato jonazolés aktyvumas taip pat padidéjo prie§ visas bakterijas, taciau statistiskai
reik§mingas pokytis buvo tik prie§ Rhizobium radiobacter. Didinant metilzasmonato

koncentracija patikimai did¢jo ir jonazolés antibakterinés savybés.
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Terpe

HE. coli = Xanthomonas campestris = Rhizobium radiobacter

3.26 pav. Manitolio poveikis jonaZolés antibakterinéms savybéms
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Jonazolés, augusios terpése su BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) hormonais bei manitoliu,
pasizymejo vienu i§ geriausiu antibakteriniu aktyvumu. Rezultaty skirtumai nebuvo statistiskai
patikimi, todél galima teigti, kad manitolis neturi didelés jtakos jonazolés antimikrobiniam
aktyvumui.

Visos trys tirtos bakterijos yra gram-neigiamos. Atliktas ne vienas tyrimas, jrodantis gera
paprastosios jonazolés antibakterinj aktyvuma prie§ gram-teigiamas bakterijas ir nors yra tyrimy,
kuriy rezultatai parode, kad jonazolé gali veikti ir prie§ gram-neigiamas bakterijas, Sis veikimas
yra daug silpnesnis [39, 40] ir ne visada pakartojamas. S. Trifunovic ir kity mokslininky
atliktame tyrime, naudojant paprastosios jonazolés etanolio ekstraktus, nebuvo uzfiksuota jokio
jos antibakterinio poveikio prie§ E. coli [66]. Tokius pacius rezultatus gavo ir G. Franklin
tirdamas Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes ir E. coli gyvybinguma. Sios bakterijos buvo
kultivuojamos su H. perforatum lgstelémis. Rezultatai parodé, kad po 24 val Agrobacterium

gyvybingumas buvo visi$kai nuslopintas, taciau E. coli isliko nepaveikta [67].
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4. REKOMENDACIJU DALIS

Flavonoidy i$skyrimas i$ in vitro augintos paprastosios jonazolés (Hypericum perforatum
L.) (zr. 4.1 pav.).

Biomasés auginimas vyksta dviem etapais: i$ pradziy paprastosios jonazolés s¢klos yra
pasodinamos bioreaktoriuje (BR1) su maitinamgja MS terpe. Tada in vitro sudygusios séklos yra
perkeliamos j kitg bioreaktoriy (BR2), kurioje yra maitinamoji terpé su atitinkamais augaly
augimo hormonais bei elicitoriais.

Uzaugintos paprastosios jonazolés kaliaus kultiros su iScentriniu siurbliu (S1)
praleidziamos pro filtrg (F1) ir dziovinamos dziovinimo kameroje (D). Sausa biomas¢ yra
susmulkinama homogenizatoriuje (H) ir laikoma rezevuare (R). Sukaupus pakankamai
medziagos, susmulkintos jonazolés kaliaus kultiiros yra perkeliamos | maiSytuva (MA2). Jame
zaliava yra sumaiSoma su acetonu ir HCI santykiu 10:1. MiSinys toliau tiekiamas ] kaitinamaja
kamera (K). Tirpalas atvésinamas au$inimo kameroje (S) ir tiekiamas j rotacinj vakuuminj filtra
(F2). I8 filtro jos grazinamos j maiSytuva (MA2), kuriame nuosédos vél praplaunamos acetonu.
Filtratai yra tiekiami j ekstraktoriy (E) iScentrinio siurblio (S2) pagalba. Jame acetono tirpalas
yra Kkelis Kkartus ekstrahuojamas etilacetatu. Surinktos virSutinés fazés yra tieckiamos |
chromatografing kolonéle (CH). ISvalytas tirpalas iScentriniu siurbliu (S3) paduodamas |
ultrafiltra (UF) ir pakartotinai iSvalytas tirpalas tiekiamas ] liofilizatoriy (L), kuriame yra

1Sgarinamas tirpiklis ir gaunamas sausas produktas.
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4.1 lentelé. Technologinés schemos medziagy Zyméjimai ir pavadinimai

MedZziagos Zyméjimas

Medziagos pavadinimas

B-1 Biomasé

M-1 MS terpé

M-2 Atitinkamos hormony ir elicitoriy kombinacijos
M-3 Acetonas

M-4 Druskos rugstis

M-5 Etiloacetatas

A-1-A-5 Atliekos
PR-1 Produktas

4.2 lentelé. Technologinés schemos prietaisy Zyméjimai ir pavadinimai

BR-1-BR-2 Bioreaktoriai
MA-1 - MA-2 Maisytuvai
S-1-54 IScentriniai siurbliai
F-1-F-2 Filtrai
D-1 Dziovinimo kamera
H-1 Homogenizatorius
R-1 Rezervuaras
K-1 Kaitinimo kamera
S-1 Ausinimo kamera
E-1 Ekstraktorius
CH-1 Chromatografiné kolonéle
UF-1 Ulftrafiltras
L-1 Liofilizatorius
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ISVADOS

Intensyviausiai kaliaus kultiiras suformavo in vitro paprastosios jonazolés Saknys.
Didziausias kaliaus vidutinis prieaugis buvo pastebétas MS terpéje su BAP (2,5 mg/l) +
NAR (0,5 mg/l) hormonais.

Tiriant antioksidacines paprastosios jonazolés savybes trimis metodais, rezultatai tarp jy
buvo skirtingi. Didziausig antioksidacinj aktyvumg DPPH metodu parodé jonaZzolé¢,
augusi MS terpéje su 10 g/l manitoliu (93,76 %). Naudojant FRAP metoda didziausias
antioksidacinis poveikis buvo pastebétas jonazoléje, augusioje terpéje su 150 pmol/l
salicilo rugstimi (48,31 pmol/l), o redukcinio metodo metu intensyviausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo jonazolé, augusi su 2,4-D (1 mg/l) + BAP (0,2
mg/l) hormonais (1,549 A).

Efektyviausia terpé karotinoidy bei chlorofilo gavimui i$ paprastosios jonazolés buvo MS
terpé su 5 g/l manitoliu (179,21 mg/100g).

Tyrimo rezultatai parodé, kad tik keletas in vitro augaly, padidino bendra fenoliniy
junginiy koncentracija, lyginant su in vivo jonazole. Jonazolés, augusios MS terpése su
BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) bei metilzasmonatu (100 pmol/l), sukaupé atitinkamai
24,05 % ir 20,82 % daugiau fenoliniy junginiy nei in vivo augalai.

. Bakterijy Rhizobium radiobacter ir Xanthomonas campestris augima stabdé visi in vitro
augusiy jonazoliy ekstraktai. Poveikis prie§ Escherichia coli bakterijas buvo jvairus.
Jonazolés, augusios MS terpé su 10 g/l manitoliu, pasizyméjo vienu i§ geriausiu
antibakteriniu aktyvumu.

. Pasitlyta flavonoidy iSskyrimo technologiné schema, kuria remiantis rekomenduojama

i8skirti flavonoidus i$ in vitro jonazoliy, augusiy tirtose terpése.
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PRIEDAI

1 priedas. Maitinamosios Murashige ir Skoog terpés sudétis

Reagentai Koncentracija tirpale, mg/l Koncentracija terpéje
Makroelementai 2
NH2NOs 33000 1650
KNOs3 38000 1900
CaCl,*2H20 8800 440
MgSO,*7H.0 7400 370
KH2PO4 3400 170
Mikroelementai P
KJ 166 0,83
H3BOs3 1240 6,2
MnSO4*4H,0 4460 22,3
ZnS0O4*7H0 1720 8,6
Na:Mo0O4*2H20 50 0,25
CuSO4*5H.0 5 0,025
CoCl2*6H.0 5 0,025
Gelezies Saltinis P
FeSO4*7H20 5560 27,8
Na;EDTA*2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai P
Mioinozitolis 20000 100
Nikotino rigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCI 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agar-agaras 5

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