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Patvirtinu, kad mano, Zivilés Lelitigaités, baigiamasis projektas tema ,,Bioaktyvumo jvertinimas
Astriniy Seimos augaly kaliaus kultdirose in vitro* yra parasytas visi$kai savarankiskai ir visi pateikti
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Santrumpy ir terminy sgarasas

Santrumpos:

2,4-D — 2,4-dichlorofenoksiacto riigstis;
BAP — benzilaminopurinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

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

EDTA — etilendiamintetraacto rugstis;
FRAP — gelezies redukcijos antioksidantiné galia (angl. Ferric reducing antioxidant power);
IAR — indolil-3-acto rugstis;

LB — Luria — Bertani terpé¢;

MDA — malondialdehidas;

MS — Murashige & Skoog terpé;

NAR — naftilacto rugstis;

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;
SOD - superoksido dismutazg;

TDZ — thiadiazuronas;

TPTZ — 2,4,6-tripyridyl-s-triazinas.
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Santrauka

Siame darbe tiriamas astriniy $eimos augaly: medetkos, kraujazolés ir dygmino, antriniy metabolity
susidarymas, juos auginant in vitro ir veikiant skirtingomis fitohormony koncentracijomis. Atlikti
tyrimai nustatantys augaly antioksidacinj aktyvuma, fenoliniy junginiy, karotenoidy, prolino, MDA
kiekj, fermento katalazés, superoksido dismutazés, askorbatperoksidazés aktyvuma. In vitro
salygomis auginamos skirtingos augaly daliy nediferencijuoty lasteliy kultiiros, i§ kuriy véliau galima
iSgauti norimus antriniu metabolitus. Tai ypa¢ svarbu farmacijos, kosmetikos, maisto pramong¢je,
siekiant uztikrinti kuo didesn¢ produkto iSeigg. Pasirinkti fitohormony variantai medetkos auginimui:
BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l); IAR (0,1 mg/l) + BAP (1 mg/l); IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l).
Kraujazolei pasirinkti fitothormonai: BAP (2,4 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) bei TDZ (0,75 mg/l).
Dygminui: TDZ (0,5 mg/l) + NAR (0,2 mg/l); NAR (5 mg/l) + BAP (0.25 mg/l); BAP (1,8 mg/l) +
2,4 —D (0,3 mg/l) + kazeinas 0,1 %. Nustatyti fitohormony variantai in vitro augaly antioksidainiam
aktyvumui padidinti. Medetkos kaliuso kultiira i$ stiebeliy auginta su fitohormonais IAR (0,1 mg/l)
+ BAP (1 mg/l). Kraujazolés kaliuso kultiira i§ stiebeliy auginta su TDZ (0,75 mg/l). Dygmino in
vitro kaliaus kultiiros visais variantais pasizyméjo didesniu antioksidaciniu aktyvumu lyginanat su
dygmino in vivo. Ryskiausi antiniy metabolity kiekio padidéjimai stebimi tiriant fermentg katalaze,
taip pat naudojant tuos pacius fitohormonus, kaip ir antioksidaciniui aktyvumui padidinti.
Antibakterinis atsparumas nustatytas geriausias medetkos stiebeliuose augintuose MS terpéje
papildytoje fitohormonais IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l) pries Bacillus subtilis bakterijas;
kraujazolés ekstraktas prieS Rhizobium radiobacter bakterija, kai naudoti fitohormonai BAP (2,4
mg/l) + NAR (0,5 mg/l); dygmino ekstraktas prie§ bakterija Xanthomonas campestris, kai naudoti
fitohormonai TDZ (0,5 mg/l) + NAR (0,2 mg/l).
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Summary

This investigation is about the formation of secondary metabolites in Asteraceae family plants
marigold, yarrow, safflower when they are grown in vitro with different variations of phytohormones.
We choose methods with which levels of antioxidant activity, flavonoids, phenols, carotenoids,
proline, MDA were identified. In addition activity of enzyme catalase, superoxide dismutase,
ascorbate peroxidases, antibacterial properties were measured. By growing plant tissues in vitro we
can increase the quantity of secondary metabolites. This research is key for pharmaceutical, cosmetics
and food industries. Based on past research we choose different variations of phytohormones
concentration. For marigold: BAP (2.5 mg/l) + NAR (0.5 mg/l); 1AR (0.1 mg/l) + BAP (1 mg/l);
IAR (0.1 mg/l) + TDZ (0.5 mg/l). Yarrow: BAP (2.4 mg/l) + NAR (0.5 mg/l) and TDZ (0.75 mg/l).
Safflower: TDZ (0.5 mg/l) + NAR (0.2 mg/l); NAR (5 mg/l) + BAP (0.25 mg/l); BAP (1.8 mg/l) +
2.4 —D (0.3 mg/l) + casein 0.1 %. According to the results best phytohormones option for increasing
antioxidant activity for marigold was MS media with IAR (0.1 mg/l) + BAP (1 mg/l); yarrow TDZ
(0.75 mg/l); in growing safflower in vitro all variations of phytohormones were significantly better
than growing the plant in vivo, however the difference between variations of phythohormones were
insignificant. Out of all measured secondary metabolites enzyme catalase had the largest increase
compared with growing the plant in vivo while using the same phytohormones as when measuring
antioxidant activity. The best antibacterial activity in marigold extract was produced against Bacillus
subtilis bacteria when MS media with IAR (0.1 mg/l) + TDZ (0.5 mg/l) were used. The best yarrow
extract was against Rhizobium radiobacter bacteria with phytohormones BAP (2.4 mg/l) + NAR (0.5
mg/l). Safflowers best antibacterial activity was found against Xanthomonas campestris bacteria,
when phytohomones TDZ (0.5 mg/l) + NAR (0.2 mg/l) were used.



Jvadas

Astriniy Seimos augalai nuo seno vertinami ir naudojami liaudies medicinoje. Dabar Sie augalai taip
pat placiai pritaikomi farmacijos, maisto ir kosmetikos pramonéje. Jie pasizymi zZaizdas gydanciu,
antioksidaciniu, analgetiniu, skonj suteikian¢iu poveikiu. Dél plataus paplitimo pasaulyje ir nereikliy
augimo salygy jie randami ir Lietuvoje. Augdami gyvojoje gamtoje augalai patiria daug iSorinio
streso, dél maistiniy medziagy trilkumo, dideliy temperatiiros skirtumy, kenkéjy ar ligy. Augalus
kultivuojant in vitro, suformuojamos jvairiy augalo daliy kaliaus kultiiros ir jy augimas skatinamas
fitohormonais. Uztikrinant optimalias augimo salygas galima sumazinti iSlaidas ir gauti didesnj
reikalingy antriniy metabolity kiekj. Siame darbe bus tiriami keli pasirikty fitohormony variantai,
kurie pasirinkti atsizvelgiant | ankstesniy publikuoty darby naudotas fitohormony koncentracijas.
Kraujazolei pasirinkti fitothormonai: BAP (2,4 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) bei TDZ (0,75 mg/l).
Medetkos MS terpé papildyta: BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l); IAR (0,1 mg/l) + BAP (1 mg/l);
IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l). Dygminui pasirinktos fitohormony koncentracijos: TDZ (0,5 mg/1)
+ NAR (0,2 mg/l); NAR (5 mg/l) + BAP (0.25 mg/l); BAP (1,8 mg/l) + 2,4 — D (0,3 mg/l) + kazeinas
0,1 %. Pagal numatytas metodikas jvertintas antiokosidacinis aktyvumas, fenoliniy junginiy,
karotenoidy, prolino, MDA, fermento katalazés, superoksido dismutazés, askorbatperoksidazés
aktyvumas ir antibakterinis aktyvumas. Analizuoti pasirintas antrinis metabolitas liuteinas, gautas i$
medetkos lapeliy kaliaus kultiiros. Karotenoidas liuteinas ypa¢ svarbus antrinis metabolitas,
pasizymintis antioksidacinémis savybémis. Jo organizmas negamina, todél svarbu jo gauti su maistu
ar papildais.

Darbo tikslas — istirti astriniy Seimos augaly: medetkos, kraujazolés ir dygmino, kaliaus kulttiros
augimg ir antriniy metabolity susidaryma in vitro auginant mitybinése terpése papildytose skirtingais
fitohormonais.

Darbo uzdaviniai:

1. jvertinti, kuris fitohormony variantas buvo optimaliausias auginant pasirinktus augalus in
vitro, siekiant iSgauti didesnj antioksidacinj aktyvuma;

2. nustatyti, kurie fitohormonai 1émé didesnj fenoliniy junginiy, prolino, MDA kiekj ir
fermento katalazeés, superoksido dismutazés, askorbatperoksidazés aktyvuma;

3. jvertinti, kuriuo atveju buvo gautas didesnis antibakterinis aktyvumas;

4. pateikti liuteino iSskyrimo aparatiring schema.



1. Literatiiros apZvalga

1.1 Astriniy Seimos augalai

Astriniai (lot. Asteraceae,Compositae, angl. Sunflowers) — magnolijuny augaly S$eima. Vienmetés,
dvimetés arba daugiametés zolés, kuriy daugumos Saknys liemeninés, kai kurios su Sakniastiebiais.
Stiebas Sakotas, daznai apatiné dalis sumedéjusi, pasitaiko bestiebiy su lapy skrotele. Augalai neretai
su liaukutémis, plaukeliais, piikeliais arba $ereliais. Ziedai susitelke j savitus Ziedynus — graizus.
Vaisius — lukstavaisis.

Ziedus apdulkina vabzdziai. Seimoje yra maistiniy, vaistiniy, daZiniy, taip pat dekoratyviniy augaly,
techniniy kulttry. Reikia paminéti, kad tai labai gausi rasiy skai¢iumi $eima, kurioje yra apie 1300
genciy ir 25000-30000 rasiy. Lietuvoje zinomos 189 riisys i§ 64 genciy, kelios riiSys jraSytos |
raudongja knyga [1].

1.1.1 Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.)

Vaistiné medetka - tai vienmetis Zolinis augalas, uzaugantis iki 50 cm aukscio. Turi liemenine Saknj.
Stiebas stacias, Sakotas. Lapai praZanginiai, lygiais kraStais, lancetiSki. Krastiniai Ziedai geltonos
spalvos, o viduriniai - oranzinés, susitelke graizo formos ziedyne.

Vaistinés medetkos tévyné driekiasi nuo Piety Europos j Azija. Vidurio Europoje dél savybés gydyti
zaizdas ji jau Simtmecius auginama darzuose. Lietuvoje auginamas kaip dekoratyvinis ir vaistinis
augalas. Dauginamos séklomis, mégsta drégna, neutralig arba silpnai riig§cig dirva priemolj arba
priesmelj. Geriausiai auga saulétoje vietoje. DarzZeliuose, soduose pasitaiko auginamy medetky
pilnaviduriais ziedynais, kurie taip pat tinka vaistinei zaliavai [2].

Zydi birzelio-spalio ménesiais. Vaistin¢ augaliné¢ zaliava — Medetky ziedai renkami pradéjus
augalams zydéti, kas 3-5 dienas. Dziovinama paskleidus plonu sluoksniu, pavésyje arba specialioje
dziovykloje 40-45 C temperatiiroje. Svarbu, kad gerai i§dziaty Ziedynsostis. Ziedai renkami iki 18
karty per vasarg [3].

Lotyniska medetkos pavadinimg (Calendula) sugalvojo senovés roménai, kurie pastebéjo, kad $i gélé
prazysta kiekvieno ménesio pirmg dieng (lot. Kalends). Nenutriikstantis medetkos zydéjimas jiems
simbolizavo dziaugsma, todeél gelé buvo auginama soduose, kad skleisty laime. Senovés egiptieciai
mané¢, kad medetka padeda atjaunéti, o indai ja puoSdavo Sventykly altorius. Amerikos pilietinio karo
metu augalas buvo placiai naudojamas kovos laukuose, nes daktarai juo gydydavo atviras zaizdas [4].

Kaupia karotinoidus: likoping, karoting, violaksanting, rubiksanting ir kt. - apie 3 %; vitaming C,
flavonoidus, fenolkarbonines rtgstis; gleives [8]. Randami eterinio aliejaus pédsakai: mentonas,
izomentanas, kariofilenas, kartumynai (kalendenas), saponinai, imunostimuliuojan¢iomis savybémis
pasizymintys polisacharidai (galaktanai) [5].
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1.1 pav. Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.)

Flavanoidai skatina tulZies i§siskyrima, todél §iam tikslui geriami medetkos uzpilai ir nuovirai. Si
gelé naudojama konjunktyvitui gydyti. Medetkos prieSuzdegiminis ir antibakterinis veikimas ne tik
sumazina patinimg, bet ir nuzudo kenksmingas bakterijas akj supancioje membranoje [9].
PrieSuZdegiminis poveikis yra labai svarbus gydant uzdegimines virSkinimo sistemos ligas: gastrita,
opaliges, storosios zarnos uzdegima. Uzpilais bei nuovirais skalaujama gerklé sergant angina,
faringitu, stomatitu [5]. Medetkos Ziedai stimuliuoja kolageno sintezg, kuris veiksmingas prie§
rauksles.

Triterpeniniai junginiai lemia baktericidinj — Zaizdy gijima skatinantj poveikj. Tepalais ir tinkttiromis
iSoriSkai gydomos sunkiai gyjan¢ioms Zaizdos, nudegimai [6]. Medetky arbata turi silpng estrogeninj
poveikj, todél mazina menstruacijy skausmus ir gausy kraujavima [7].

1.1.2 Dazinis dygminas (Carthamus tinctorius L.)

Dygminas (Carthamus) — astriniy (Asteraceae) Seimos augaly gentis. Lietuvoje gana retai soduose,
sodybose, kolekcijose auginamas dazinis dygminas (lot. Carthamus tinctorius). Augalas 40-80 cm
aukscio, zydi liepos — rugpjti¢io mén. [3].

Dazinio dygmino ziedai turi kartamino, flavanoidy grupés dazomosios medziagos, bet neturi eterinio
aliejaus. Augalas gausiai auginamas valgomajam aliejui, kuris iSgaunamas i§ sékly [10]. Jame yra
dvigubai neprisotintos linoleinés ragsties (70%) ir trigubai neprisotintos linoleninés rugsties (10%)
trigliceridy [14].

Palyginus didelis vitamino E kiekis pastaraisiais metais sudomino dazinio dygmino aliejumi mitybos
specialistus [11]. Jodo indeksas yra Siek tiek didokas. Naudojamas geltonos, raudonos ir Safrano
spalvos dazikliy gamyboje, taip pat ir maisto pramongje, pvz., karamelés gamyboje [12].
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1.2 pav. Dazinis dygminas (Carthamus tinctorius L.)

Dazinio dygmino Ziedlapiai turi savyje skirtingy dazanciy pigmenty - geltony ir raudony [13].
Geltonas pigmentas, saflorhelis, laikomas maziau vertingu ir dazniausiai i§ zaliavos iSplaunamas
vandeniu [15]. Raudonas pigmentas, kartaminas, sunkiai tirpsta vandenyje. Eteryje kartaminas
netirpsta visai, taciau puikiai tirpsta spirite ir Sarmuose (Kamparo spiritas). Be minéty pigmenty yra
ir Kity, turinCiy tas pacias spalvas [16].

1.1.3 Paprastoji kraujazolé (Achillea millefolium L.)

Paprastoji kraujazolé — daugiametis zolinis 20—60 cm aukSc¢io augalas, turintis SliauZiantj, trumpa
Sakniastiebj. Stiebas standus, status, dazniausiai neSakotas, iSskyrus virSting, plaukuotas. Lapai 2—3
kartus plunksniSkai suskaldyti, apatiniai kotuoti, virSutiniai — bekociai. Bendra lapy forma lancetiska.
Graizai 4-6 mm plocio, susibiire ] tankias skydiskas Sluoteles. Liezuviski ziedai balti, kartais rausvi
arba raudoni. Augala patrynus, jau¢iamas specifinis kvapas. Zydi liepos—spalio ménesj. Vaisius —
pailgas lukStavaisis [17].

Lietuvoje labai daznas augalas. Mégsta purias priesmélio ir priemolio dirvas. Auga laukuose,
ganyklose, pakelése, pamiskeése. Gali biiti kultyvuojamas. Be paprastosios kraujazolés Lietuvoje auga
dar dvi Achillea genties augaly rasys: ¢iauduliné kraujazolé (Achillea ptarmica L.) ir krantiné
kraujazolé (Achillea cartilaginea Ledeb. ex Rchb.) [1].

1.2 pav. Paprastoji kraujazolé (Achillea millefolium L.)
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Vaistinei zaliavai renkama kraujazoliy zol¢, ji kerpama apie 15 cm ilgio kartu su Ziedynu. Kraujazole
tinkamiausia rinkti, kai ziedai nenuzydéje¢, sausi. Dziovinama pavésyje, gerai védinamoje patalpoje
ar specialioje dziovykloje 35-40 °C temperatiiroje. Tinkamai paruosta zaliava yra zalsvai pilkos
spalvos, turi malony, specifinj kvapg ir karty skonj [18].

Kraujazolés zaliavoje yra eterinio aliejaus, kurio pagrinding dalj sudaro azulenai (iki 40%), taip pat
barneolis, cineolis, pinenas, kamparas. Be to, yra asparagino, dervy, inulino, tanidy, kar¢iyjy ir
mineraliniy medziagy, fitoncidy, alkaloidy (achileino, stachidrino), organiniy ragsciy (acto,
izovalerijono, skruzdziy), vitamino C, filochinono, karotino, flavonoidy (aspigenino, luteolino,
kaempferolio) ir kt. [19].

KraujaZolé nuo seno vartojama gydymo tikslams. Dar Dioskaridas jg vadino Zaizdos Zole, nes ja buvo
gydomos zaizdos ir kraujavimai. Kraujazolés preparatai zadina apetitg, gerina skrandzio liauky
veikla, gydo sumazéjusio rugstingumo gastritg, skrandzio ir dvylikapir§tés zarnos opalige, kolita,
hemorojy, stabdo vidinius ir iSorinius kraujavimus, didina trombocity kraujyje, greitina kraujo
kreSamuma. Taip pat jie atpalaiduoja zarnyno, tulzies lataky lygiuosius raumenis, gerina tulzies
skyrimasi | dvylikapir§te zarng, virSkinimg. Be to, kraujazolé¢ veikia baktericidiskai, slopina
uzdegimus, mazina alergija. Ji padeda gyti zaizdoms, kepeny ir tulzies latakams, trauktis gimdai, o
kartu mazina jos kraujavima. SvieZios kraujazoliy sultys stiprina kraujagysles, ypa¢ venas, jei jos
i$siplétusios, gerina Sirdies darba, savijauta klimakteriniu laikotarpiu, reguliuoja menstruacijy cikla.
Didelis biologiskai veikliyjy kraujazolés medziagy kompleksas gerina organizmo medziagy apykaita,
padeda ligoniams, linkusiems j akmenlige [20].

Serganc¢ioms kiausidziy uzdegimu jau po pirmy sédimyjy voniy sumazéja skausmas, pamazu iSnyksta
ir uzdegimas. Tokios vonios padeda nevalingai besislapinantiems seniems zmonéms ar vaikams. Siuo
atveju reikia dar gerti kasdien po 2 puodelius kraujaZoliy arbatos. Voniai 100 g zolés uZpilama Saltu
vandeniu nakd¢iai, kitg dieng pakaitinama iki virimo ir supilama j vonig. Uzpilui 15 g smulkios
augalinés Zzaliavos uZplikoma stikline vandens, kaitinama 15 min. verdancio vandens vonelgje,
auSinama 45 min., perkoSiama. | gauta uzpila jpilama iki 200 ml virinto vandens.Vésioje vietoje
uzpila galima laikyti 3-4 dienas. Patariama skalauti burnos ertmg¢ kraujazolés uzpilu arba
praskiestomis sultimis, jei kraujuoja gleivineé, sergant stomatitu, gingivitu. Kraujuojant i§ nosies
gleivings, reikia tamponuoti atitinkama nosies skyl¢ tamponu, suvilgytu kraujaZoliy sultimis [22].

Kraujazolé yra sudedamoji dalis vaistiniy augaly miSiniy, vartojamy apetitui gerinti, virskinamojo
trakto, urologinéms ligoms gydyti ir medZziagy apykaitai regulivoti. Pvz., viduriuojant
rekomenduojamas miSinys i§ jonazolés (30 g), kraujazolés (30 g), erSkétrozes vaisiy (50 g), aZzuolo
zieves (30 g). Valgomasis SaukStas miSinio uZplikomas stikline verdanc¢io vandens ir virinama
vandens vonel¢je 15 min., Saldoma 45 min., perkoSiama, pasaldoma medumi ir geriama po: vieng
valgomajj Saukstg 5-6 kartus per dieng. Sutrikus virSkinimui, kaupiantis Zarnyne dujoms, tinka toks
vaistazoliy miSinys: kraujazolés — 20 g, krapy ir kmyny vaisiy — po 20 g, valerijono Sakny — 15 g.
Nuovirui vienas valgomasis SauksStas miSinio uzplikomas stikline vandens. Kraujuojant i§ gimdos,
padeda kraujazolés (50 @) ir didziosios dilgélés lapy (50 g) miSinys. Uzpilui valgomasis Saukstas
misinio: uzplikomas stikline vandens, virinama vandens voneléje 15 min. ir Saldoma 45 min. [21]

Liaudies medicina paprastgja kraujazole gerina apetita, gydo skrandzio bei zarnyno (opalige, kolita,
dispepsija), kepeny, tulZies ligas, stabdo plauciy, Zarnyno, gimdos kraujavimus. Kraujazoliy arbata
padeda Salinti i§ kraujo, kepeny, inksty, tulzies ir Slapimo puslés medziagy apykaitos produktus.

Gydomas persalimas, taip pat kosulys, sloga, nevalingas §lapinimasis ir t.t. [20]
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Zemés tikyje kraujazolés nuoviras vartojamas kaip biologiné insekticidiné priemoné nuo zemés iikio
kenkejy [21].

1.2 Fitohormonai

Augaliniai hormonai - augaly augimg ir vystymasi reguliuojancios medziagos dar vadinami augaly
augimo reguliatoriai [23]. Evoliuciskai augalai iSsivysté taip jog naudojamos penkios pagrindinés
fitohormony grupés, kurios reguliuoja augimg ir vystymasi:

1. Auksinai

2. Citokininai
3. Giberelinai
4. Abcizo riigstis
5. Etilenas

Siy grupiy medziagos ar jy tarpusavio saveika augaluose gali daryti kiek skirtinga poveikj
(priklausomai nuo augalo rasies), bet pagrindiniai reguliacijos principai lieka tie patys. Hormonai
augalo augime ir vystymesi i§ esmes reguliuoja viska. Jy veikla prasideda vos uzsimezgus seklai. Juk
séklos turi ilgesnj ar trumpesnj ramybés perioda, jei reikia — gebéjima islaukti nepalankias klimato
salygas. Sj procesa reguliuoja fitohormonai — supresoriai (inhibitoriai), sustabdantys beveik visus
séklos biocheminius procesus. Suirus inhibitoriams ir pradéjus séklai dygti, i darba jsijungia
skatinantys Igsteliy metabolitinius procesus fitohormonai, jtakojantys taip pat ir audiniy tarpusavio
saveikg bei darny vystymasi, uztikrinantys net gi sekmingg zyd¢jima bei naujy sékly subrandinima.
Jei augalai auga kintamo klimato sglygomis ir turi ramybés perioda, jiems jj iStverti padeda taipogi
fitohormonai. Augaluose hormony poveikis labiau priklauso nuo jy tarpusavio pasiskirstymo ir
koncentracijos [24].

1.2.1 Auksinai

Auksinais vadinama viena 1§ fitohormony grupiy, kuri gali inicijuoti augalo lasteliy didéjima, tjsima,
bei cheminiai junginiai, kurie augale sukelia panaSius fiziologinius procesus kaip indolil-3-acto
rugstis (IAR). Tai — pirmieji mokslininky atrasti augaly hormonai.

Dazniausiai IAR susidaro modifikuojaunt amino riigitj triptofana. Sis auksinas chemiskai labai
panaSus j pastaraja amino riigstj. Sie cheminiai junginiai susidaro mazai diferencijuotose,
meristeminiuose audiniuose, o 1§ jy parenchiminiais ir apytakos audiniais transportuojami  kitus
audinius [25].

AntZemingje augalo dalyje auksinai gali judéti tik viena kryptimi — | Saknis, o poZeminéje dalyje
abejomis kryptimis. Paprastai Siy cheminiy junginiy aptinkama labai nedaug, taciau aktyviai
auganciose srityse $is kiekis gali buiti daug karty didesnis. Augaluose auksinai sudaro kompleksinius
junginius su baltymais, angliavandeniais ir kitais. Sie junginiai néra fiziologiskai aktyviis ir kaupiama
kaip atsarga. Esant reikalui auksinai i$skiriami i§ junginiy ir transportuojami j aktyviai augancias
vietas. Auksiny poveikis tjstamajam augimui pasireiskia jiems susijungus su receptoriais ir aktyvavus
protony siurblj. Vandenilio jonai yra Salinami i§ lgstelés, ja dengianti sienelé riigstéja ir dél to
nutriiksta vandeniliniai rySiai sujungiantys tarpusavyje celiuliozés fibriles, o aktyvuoti fermentai ardo
lastelés sienele. Tirpios medziagos, bei vanduo, dél protony siurblio sukelto elektrocheminio
gradiento skirtumo, verziasi | lastele. Véliau lastelés dél i jos sienelés veikianCios turgoro slégio,
pailgéja, bei iSsiplecia. Po kurio laiko IAR jungiasi su Igstelés branduolio DNR ir suaktyvina baltymy
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biosintentezés procesa. Manoma, kad senos lastelés negali ilgéti dél to, kad neturi auksino receptoriy
[23].

Si hormony grupé atlieka daug jvairiy funkciju augale, keletas pagrindiniy: atsakingi uz lasteliy
tisima, jy dalijimasi (kKartu su citokininais), vandens ir rétiniy indy formavimasi, stimuliuoja Sakny
formavimasi, dalyvauja jvairiy tropizmy reakcijose, nulemia vir§inés dominavimg, létina lapy
sen¢jima, stimuliuoja eteno sinteze, svarbis zydéjimui, bei vaisiy susidarymui [24].

Zemés tikyje aktyviai naudojami jvairiis sintetiniai auksinai, kurie veikia panasiai kaip ir natiiralds.
D¢l Sios priezasties jie yra kaip priemonés gyvasakiy jsiSaknijimui, zydéjimo kontroliavimui, vaisiy
nokimui reguliuoti, vaisiy uzuomazgy kritimui mazinti, ta¢iau didesné auksino koncentracija gali biiti
kaip herbicidas piktzoléms naikinti [26].

1.2.2 Citokininai
Tai — viena svarbiausiy fitohormony grupiy. Citokininy pavadinimas kilgs nuo sgvokos citokinezé
(Iasteles citoplazmos dalijimasis) [27].

Citokininai cirkuliuoja ir veikia visame augale. Jie sintetinami Saknyse, kaip suzinojome i§ Skugo
tyrimo, vandens apytakos indais transportuojami j kitus augalo organus. Sios grupés fitohormonai
atsakingi uz lasteliy dalijimasi, mieganciy pumpury suaktyvinimg augimui, audiniy senéjimo
stabdyma. Svarbu pastebéti, jog citokininy veikla glaudZiai susijusi su Kkitais fitohormonais,
pavyzdziui, giberelinais, o ypa¢ su auksinais, kuriy gausu tgliy virSunése. Citokininy grupés
fitohormony koncentracijos skirtumas audiniuose lyginant su auksiny gana nemazas. Todé¢l augalai
Zymiai jautriau reaguoja ] citokininus ir pastaryjy kiekis augalo organizme mazesnis [24].

Tiriant citokininy ir auksiny koncentracijy santykiy tarpusavio sgveikg buvo atlikta daug tyrimy ir tai
puikiai atsispindéjo kaliaus (nediferencijuoto audinio) organogenzéje. Nustatyta, kad esant
atitinkamam santykiui tiek vienos, tiek kitos fiziologiSkai aktyvios medZziagos nesiformuoja nei
Saknys, nei tgliai, bet auga pats augalas (Siuo atveju kalius). Jei augalas gauna santykinai daugiau
auksiny nei citokininy grupés fitohormony, formuojasi Saknys. Sumazinus auksiny fong ir padidinus
citokininy kiekj — formuojasi Ggliai. Kalius gaunantis tik citokininus po truputj pradeda nykti, o tik
auksinus auga léciau [23].

Citokininy ir auksiny tarpusavio sgveika turi jtakos ne tik atskiry augalo daliy formavimuisi, bet ir
zaizdy gyjimui. Abiejy fitohormony grupiy medziagos labai reikalingos kaliaus indukcijai. Tad tai
labai svarbu bonsai kultiiroje, kai genint, zaizdy padaroma daug ir salyginai dideliy. Kadangi, tai
tampa potencialiai silpna augalo vieta kur gali jsimesti jvairiy, dazniausiai grybiniy, ligy sukéléjy.
Norima, kad medis jas kuo grei¢iau uztraukty. Todél labai svarbu tinkamai suvokti kaip priimti tam
tikrus sprendimus genint. Svarbiausia turéti omenyje, jei stipriai i§genime medelio antzeming dalj,
tuo paciu metu persodinant, neturétume stipriai patrumpinti Sakny. Pasalinus tigliy virSiines, kuriose
gausu auksiny, skatinsime ne tik Soniniy (mieganc¢iy) pumpury augima, t.y. paties augalo atzélima,
bet ir kaliaus susidaryma aplink Zaizda. Analogiskai tvarkant Saknyna, pasalinus dalj Sakny, kuriose
sintetinami citokininai, auksino fonas padidés ir skatins Saknyno vystymasi, bei randino audinio
susidaryma [28].
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1.3 Oksidacinis stresas ir antioksidantai
Oksidacinis stresas — tai disbalansas tarp aktyviyjy deguonies formy susidarymo ir uz jy
neutralizavima bei paSalinimg atsakingos antioksidacinés sistemos atsako [29].

| B B B
= -L_'r‘j_,_(- :A = |\l‘lr.--f —
NH

TN
+ AH + A
O,N = NO, OZN‘\[/%& NO,
| = | L
NO, NO,
DPPH + AH=DPPH-H+ A’ DPPH +R'=DPPH - HR

1.3 pav. DPPH" radikalo reakcija su antioksidantu

Antioksidantai kaip vitaminai C ir E yra pagrindinés gynybos priemonés prie$ reaktyvigsias
deguonies formas, taciau didziausig antioksidanty aktyvuma lemia vaisiy bei darzoviy sudedamosios
dalys, tokios kaip fenolinés rugstys ir flavonoidai, maziau vitaminai C, E ar B-karotinai.
Antioksidantai taip pat 1étina senéjimo procesus, padeda iSvengti (sumazina) rizika sirgti létinémis
ligomis; iSlaiko Iasteliy struktiirg ir vientisumg [30,31] DaZniausiai antioksidantai grupuojami j 3
grupes:

1. Antioksidantai, prijungiantys laisvuosius radikalus (karotinoidai, flavonoidai), nutraukiantys
grandinines reakcijas (nefermentiniai) — tai mazos molekulés, kurios gali priimti elektrong i$
radikalo.

2. Fermentai antioksidantai, ardantys aktyvigsias deguonies formas — antioksidaciniai fermentai,
pvz. kaip superoksido dismutazé superoksida pavercia vandenilio peroksidu, kurio suirimg
katalizuoja katalaze, glutationo peroksidazé yra pagrindiné peroksido Salintoja.

3. Antioksidacinai vitaminai (vitaminai C ir E), nutraukiantys grandinines laisvyjy radikaly
susidarymo reakcijas vandeninéje terpéje — (Vitaminas C, plazmoje esantys baltymai su tiolio
grupe — albuminas, transferinas) arba lipidinés terpés antioksidantai, stabdantys laisvyjy
radikaly susidaryma, Salinantys juos membranose, lipoproteiny dalelése, taip apsaugodami
lipidus nuo peroksidacijos (vitaminas E,redukuotas koenzimas Q10, flavonoidali,
antocianinai) [32].

1.3 Liuteinas

Liuteinas - geltonos spalvos pigmentas, priklausantis karotenoidams [35]. Jo daugiausiai randama
tamsiai zaliose lapinése darZovése ir kiausinio trynyje. Liuteinas veikia kaip antioksidantas ir mélyna
Sviesa sugeriantis pigmentas. Akyse filtruodamas ultravioletinius spindulius, liuteinas saugo lesiuka
ir tinklaine nuo pazeidimo [36]. Didziausias liuteino kiekis yra kaupiamas akiy dugno geltonosios
démés dalyje, atsakingoje uz centrinj regéjimg. Naujausi epidemiologiniai tyrimai, vertinantys
liuteino, kaip antioksidanto, savybes nurodo jo teigiama poveikj létinant aterosklerozés ir kai kuriy
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véziniy pakitimy susidarymg. Liuteino organizmas pats negamina todél labai svarbu jo pakankamai
gauti su maistu.

OH

ST NI DT T T Ny TR Ny

1.5 pav. Liuteinas

Liuteinas turi naudingy ir itin svarbiy savybiy rinkinj:

1. Sios medziagos labai naudingos regos organams, ypa¢ tinklui. Tai ukerta kelig jo
sunaikinimui ir atsiskyrimui, o tai daznai btina trumparegysté. Be to, liuteinas yra atsakingas
uz budruma ir apsaugo nuo tam tikry su amziumi susijusiy akiy ligy (pvz., Kataraktos).

2. Liuteinas apsaugo Sirdies ir kraujagysliy sistemas nuo aterosklerozés, padeda iSvengti Sirdies
priepuoliy ir insulto, taip pat sumazina cholesterolio kiekj kraujyje. Sios ligos daznai sukelia
dalinj ar visiSkg regéjimo praradimg. Gydant ateroskleroze¢ ir kraujagysliy ligas, liuteinas
vaidins pagalbinj vaidmenj, todél pagrindinis vaistas turi buiti pasirinktas raudonasis dobilas
ir Zensenis [37]

3. Liuteino antioksidacinés savybés yra iSreikstos efektyvia kovos su laisvyjy radikaly ir jvairiy
uzdegiminiy procesy organizme. Su zalingais laisvyjy radikaly poveikiais zaliosios arbatos
ekstraktas taip pat gerai. Kai kurie tyrinétojai susieti liuteino antioksidacines savybes su
gebéjimu gydyti vézj, tatiau tai nebuvo eksperimentiniu biidu patvirtinta. Norint pagerinti
véziu serganciy pacienty biikle, geriau naudoti graviolg arba juodaja véduokle .

Liuteino nauda organizmui yra nejkainojama. Jis ripinasi akiy bikle, palaiko regéjimo astruma,
padeda regos analizatoriams prisitaikyti prie staigiy Sviesos pokyc¢iy. Liuteinas gali iSlaikyti normalig
cukraus koncentracijg kraujyje, taip pat apsaugo lasteles nuo kenksmingo laisvyjy radikaly poveikio
[38].

P M{‘,‘.’,{'“’w esting Centrifugue Biomass paste Freeze-dryer
- A ( (18% d.wt.) 7

Alumina

1.6 pav. Liuteino kapsuliy gaminimo schema [35]
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1.5 Kaliaus kultiira in vitro

Komerciniai augaly preparatai pasiZymi nepastoviu bioaktyviy junginiy kiekiu bei jvairumu, tod¢l tai
gali sukelti abejoniy dél tokiy produkty saugumo bei veiksmingumo. Junginiy kiekis ekstraktuose
stipriai priklauso nuo daugybés faktoriy kaip derliaus nuémimo laiko, kilmeés vietos, biotiniy ir
abiotiniy terSaly buvimo bei augalo genetikos. Bioaktyviy junginiy kiekiui taip pat jtakos turi jvairts
aplinkos faktoriai kaip CO: koncentracija, temperatiira, vandens pricinamumas, azoto bei $viesos
kiekiai.

1.7 pav. Suformuota kaliaus kultdira in vitro

In vitro kultiry auginimo metodas yra alternatyvi gamybos strategija, siekiant uztikrinti
pageidaujamg natiiraliy preparaty kiekj bei pastovuma. Sio metodo privalumai yra: 1) tai yra patvari
ir ekologiSka sistema, kuri leidzia iSgauti sudétingas chemines struktiiras i§ rety ir nykstanciy augaly
rasiy; 2) norimas produktas gali biiti auginamas bet kurioje pasaulio vietoje; 3) galima uZtikrinti
aktyviy medziagy kokybe ir kiekybeg; 4) augimas nebepriklauso nuo geografiniy bei ekologiniy
svyravimy; e) yra garantuojamas neuzterStas produktas, kadangi augalo lastelés nebuvo veikiamos
mikroorganizmais, herbicidais, pesticidais ar fungicidais; 5) iSvengiamas augalo iSnykimo pavojus;
6) augimo laikas yra sutrumpinamas nuo keliy mety iki keliy savai¢iy ar ménesiy [39].

Kalius, kuris daugiausiai formuojasi i§ kamieniniy lasteliy, turi neribotg augimo pajéguma ir gali
sintetinti tokius pacius junginius kaip ir pradinis augalas. IS jo gautos lgsteliy suspensijos 1§ pradziy
yra auginamos mazais kiekiais, o véliau yra perkeliamos j bioreaktorius. Visuose proceso zingsniuose
lasteliy kultiiry laikymo salygos bei aplinkos ir fizikiniai faktoriai turi biiti optimizuojami, norint
pasiekti aukstos kokybés bei efektyvia produkcijg. To siekiant reikia tirti naujas terpes, hormony
kombinacijas bei anglies $altinius.
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Eksponentingje augaly lasteliy kultiiry augimo stadijoje dauguma metabolity yra gaminami labai maZzais
kiekiais arba visai negaminami, kadangi jy pirminiy metabolity pirmtakai yra reikalingi biomasés
formavimui. Antriniy metabolity gamybos suaktyvinimas yra efektyviausias stacionarioje augimo fazéje,
todél geriausia strategija buty sukurti dviejy stadijy kulttira, kada i$ pradziy augalo lastelés buty laikomos
terpéje optimizuotoje biomasés formavimui, o paskui perkeltos | terpg, kuri stimuliuoty antriniy
metabolity gamyba. Sios strategijos privalumas yra tas, kad tai leidzia pridéti fitohormony bei
biosintetiniy pradiniy medziagy, kurios galéty maksimizuoti iSeiga.

Svarbiy bioaktyviy molekuliy gausinimas ir naujy junginiy gavimas yra pagrindiniai dabartiniai
biotechnologijos aspektai. Augaliniy lasteliy kulttiry sistemy ir molekulinés biologijos vystymas leido
atrasti daugybé budy kaip pagerinti Siy junginiy produkcija [40].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai

2.1 Terpiy ruoSimas

Siame darbe pagrindiné augaly mitybiné terpé in vito buvo Murashige & Skoog (MS). Augaly lasteliy
mitybiné terpé MS ruosiama naudojant: makroelementus, mikroelementus, organinius priedus,

gelezies Saltj, anglies Saltinj.

2.1 lentelé. Murashige & Skoog (MS) maitinamosios terpés sudétis

Reagentai

Koncnetracija tirpale mg/I

Koncentracija terpéje

Makroelementai?

NHsNO3 33000 1650
KNO3 38000 1900
CaClz-2H.0 8800 440
MgSO4-7H20 7400 370
KH2PO4 3400 170
MikroelementaiP

Kl 166 0,83
H3BO3 1240 6,2
MnSO4-4H20 4460 22,3
ZnS04-7H20 1720 8,6
NaMoO4-2H.0 50 0,25
CuS04-5H20 5 0,025
CoCl2-6H20 5 0,025
Gelezies 3altinis”

FeSO4-7H20 5560 27,8
Na,EDTA-2H,0 7460 37,3
Organiniai priedai®

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 terpg; b — 5 ml tirpalo | terpe
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2.2 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i$ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekis reikalingas 1 1 terpés
Makrodruskos 50 ml
Mikrodruskos 5mil
Fe - EDTA 5ml
Sacharozé 309¢
Agaras 5¢
Organiniai priedai 5mil

Fitohormony pradinis tirpalas pagaminamas 0,1 mg/ml koncentracijos. Pirmiausia pasverta 10 mg
augimo reguliatoriaus ir uzpilta 2 — 5 ml tirpiklio, visiSkai junginiui iStirpus jpiltas dvigubas kiekis
distiliuoto vandens, iSmaisius tirpalg pripilta vandens iki 100 ml. [33]

2.3 lentelé. Kaliaus kultiiroms suformuoti MS terpése naudoti fitohormonai ir jy koncentracijos

Augalas MS terpése naudoti fitohormonai ir jy
koncentracija
Vaistiné medetka (Calendula officinalis L.) BAP 2,5 mg/l + NAR 0,5 mg/I

IAR 0,1 mg/l + BAP 1 mg/l

IAR 0,1 mg/l + TDZ 0,5 mg/I

Paprastoji kraujazolé (Achillea millefolium L.) | BAP 2,4 mg/l + NAR 0,5 mg/I

TDZ 0,75 mg/l

Dazinis dygminas (Carthamus tinctorius L.) TDZ 0,5 mg/l + NAR 0,2 mg/I

BAP 1,8 mg/l +2,4-D 0,3 mg/l + kazeinas 0,1%
NAR 5 mg/l + BAP 0.25 mg/l

LB terpé, kuri naudojama antibakteriniam tyrimui sudaryta i$: natrio chlorido - 10 g/I, triptono - 10
g/1, mieliy ekstrakto - 5 g/l, mikro agaro — 10 g/1. Uztikrinama jog pasiektas pH lygis yra 7,2.

2.2 Sékly sterilizavimas ir kaliaus kultiiros formavimas
Vaistiné medetkos séklos pries sterilizavimg iSluk§tenamos ir mirkomos 70 % etanoliu; 3 % NaCIlO
tirpale 10 min. su 4 laSais Tween, perplaunamos 3 kartus distiliuotu vandeniu.

Kraujazolés ir dygmino séklos sterilizuojamos 1 min. 70 % etanoliu; NaClO tirpale — 10 min. su 4
lagais Tween ir perplaunamos 3 kartus distiliuotu vandeniu.

I§ sékly sudaiginti in vitro augalai i$skirstyti  atskiras dalis (lapai, stiebai ir Saknys) ir persodinti |
fitohormonais papildytag MS terpe. Taip suformuotos atskiry augalo daliy kaliaus kultiiros in vitro.
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2.1 pav. Suformuotos skirtingy augalo daliy kaliaus kultiiros

2.3 Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu
1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilama 10 ml metanoliu ir homogenizuojama 10 min.
Homogenatas centrifuguojamas 9000 aps/min 10 minuciy ir supernatantas surenkamas.

Tiriamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvélj jpilant 0,077 ml paruosto ekstrakto, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas ir po 15 min laikymo tamsoje pamatuojamas tirpalo optinis
tankis prie 515 nm bangos ilgio. Palyginamasis tirpalas ruoSiamas j mégintuvélj ipilant 0,077 ml
metanolio, 3 ml DPPH etaloninio tirpalo. Etaloninis DPPH tirpalas ruosiamas 0,0024 g DPPH radialo
tirpinant metanolyje 100 ml talpos matavimo kolboje.

% slopinimas = [(As-Aa)/Ag] -100 (1)
Ag _palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis;

Ana_tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.

2.3 Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas augaluose

0,1 g sausos augalinés medZiagos ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C 30 min. Ekstraktas
centrifuguojamas ir naudojamas tyrimams. | 1 ml skirtingy koncentracijy ekstrakty méginius,
supilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei 1,25 ml K3[Fe(CN)g]. SumaiSoma ir inkubuojama 50
°C temperatiroje 20 min. Po to pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto rugsties ir sumaiSoma.
Centrifuguojama 10 min. Nucentrifuguoto tirpalo 1,25 ml sumaiSoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu
ir 0,25 ml 0,1 % FeCls. Méginiai i§matuojami esant 700 nm bangos ilgiui. Didesné $viesos sugertis
reiSkia didesnes redukcines savybes. [34]

2.4 Antioksidacinis aktyvumas vaistiniuose augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
tripiridil-s-triazing

0,1 g iSdziovintos augalinés medziagos ekstrahuojama metanolyje (5 ml) 45 °C, 30 min. Ekstraktas

centrifuguojamas 10 min. ir naudojamas tyrimams.

Ruosiami Sie reagentai: 300 mM acetato buferis (pH=3.6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazinas) iStirpintas 40 mmol/l HCI, FeClz-6H20 (20 mmol/l). FRAP reagentas ruoSiamas su 25 ml
300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ ir 2,5 ml FeCls-6 H20 (20 mmol/l). Méginiai 100 pl
yra sumaiSomi su 3 ml FRAP reagentu. Reakcijos miSinys matuojamas esant 593 nm bangos ilgiui.
Kalibravimo kreive ruoSiama FeSos:7 H20 (5; 10; 15; 20; 25 pmol/l). ReikSmé apskaiciuojama pagal
kalibravimo kreive pmol/l Fe(Il)/L. I FeSO4-7 H20 taip pat jpilama FRAP reagento.
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2.5 Bendras fenoliniy junginiy jvertinimas Folino-Kiokalto metodu

0,05 g sausos, smulkintos augalinés medziagos patalpinamos j mégintuvélj, uzpilama 10 ml acetono
(70 %) ir maiSoma kratytuve 20 min kambario temperatiiroje. Po to centrifuguojama 10 min 9000
aps. 4 °C. Supernatantas surenkamas ir laikomas ant ledo.

Paruosiami tirpalai kalibravimo kreivei sudaryti. Paimama 0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100
ul standartinio tanino ragsties tirpalai, véliau jpilama distiliuoto vandens, kad kiekis mégintuvéliuose
buty 500 ul. | §j tirpalg pridedama 25 pl Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml natrio karbonato tirpalo.
SumaiSoma ir laikoma tamsoje, kambario temperatiiroje. Po 40 min matuojama absorbcija pries tuscia
méginj.

Bendram fenoliniy junginiy kiekio nustatymui paimama paruoSto ekstrakto ir praskiedziama
vandeniu iki 500 ul. Pridedama j jj 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir tada jpilama 1,25 ml natrio
karbonato tirpalo. SumaiSoma ir matuojama absorbcija tirpalo, esant 725 nm po 40 min laikymo
tamsoje. Apskaic¢iuojamas bendras fenoliniy junginiy kiekis pagal tanino rugsti.

Bendras fenoliniy junginiy kiekis mg/100 mg apskai¢iuojamas i§ formulés:

‘V-100
X @)

a — tanino rugsties koncentracija i$ kalibravimo kreivés, mg;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;
V1 — pradinis ekstrakto turis, ml, paimtas praskiedimui;

n — augaliné mase, mg.

2.6 Karotinoidy jvertinimas

0,1 g vaistinés augalinés zaliavos susmulkinama trintuve. | ji jpilama 10 ml 96% C2HsOH ir
homogenizuojama ir filtruojama/centrifuguojama. Gauto ekstrakto turis iSmatuojamas cilindru.
ISmatuojamas optinis takinis esant 662 nm ir jeigu jis yra nuo 0,1 iki 0,8 ekstrakto nereikia skiesti.

Gautas filtratas matuojamas spektrometrui esant 662 nm (chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441
nm (karotinoidy) bangy ilgiams.

Pigmenty koncentracija apskai¢iuojama pagal formules:
Chlorofilo a koncentracija (mg/l): Ca=9,784De¢s> — 0,99Ds44;  (3)
Chlorofilo b koncentracija (mg/l): Cb=21.426De¢44-4.65Ds¢62;  (4)
Cat Cp=5.134Dep2+20.436D6u4; (5)
Karotinoidy koncentracija (mg/l) Ckarotinoidy=4.695D441-0.268(Ca+Cy); (6)

Pigmenty kiekis mg/100g apskaic¢iuojamas:

_CVV2-100
nv1-1000

(7)
C —pigmenty koncentracija mg/l
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, ml, paimtas praskiedimui,
23



V2 — praskiesto ekstrakto ttiris, ml;

n — augaliné masé¢, g.

2.7 Flavonoidy kiekio jvertinimas

2 g susmulkintos augalinés zaliavos suberiama j apvaliadugne kolbg, jpilama 20 ml acetono, 2 ml
28% HCl tirpalo ir virinama 30 min su griztamuoju Saldytuvu. Atvésg¢s hidrolizatas filtruojamas j 100
ml talpos matavimo kolbg. Nuosédos grazinamos j kolbg, uzpilamos 20 ml acetono ir 10 min virinama
ant vandens vonios, po to filtruojama j ta pacig kolba, acetonu papildoma iki briikSnio. 20 ml ekstrakto
praskiedziama 20 ml vandens ir ekstrahuojama etilo acetate: 1 kartag — 15 ml ir 3 kartus po 10 ml.
Sujungtos virSutinés organinés fazes 2 kartus praplaunamos po 40 ml vandens, filtruojama j 50 ml
matavimo kolbg ir skiedziama etilo acetate iki briikSnio.

Tiriamojo tirpalo paruoSimui j 10 ml pagrindinio tirpalo jpilama 2 ml aliuminio chloride (20 g/I)
tirpalo ir papildoma acto rtgsties ir metanolio misiniu (1:19) iki 25 ml.

Palyginamojo tirpalo paruo$imui 10 ml pagrindinio tirpalo skiedZiama tuo paciu acto rtgsties ir
metanolio mi$iniu iki 25 ml. Po 30 min matuojama tirpalo Sviesos sugertis, kai bangos ilgis 426 nm,
naudojant palyginamajj tirpala. Nustatytas flavanoidy kiekis (X, %) apskaiciuojamas hiperozidu
pagal formule:

_ Ak
x =2 ®)
A — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis;

k — perskai¢iavimo koeficientas hiperozidui (k=1.25);

m — augalinés zaliavos mas¢, g.

2.8 Fermento katalazés aktyvumo jvertinimas

100 mg augalinés zaliavos susmulkinama ir vykdoma ekstrakcija 0,05 M K/Na fosfatiniame buferyje
(pH=7.8) 4 ml tiryje, turiniame 1 mM ditiotritolio, 0,5 mM fenilmetilsulfonilfluorido, iStirpinti
DMSO, istirpintol-3 mg polivinilpirolidono. Méginys maiSomas kratytuve 10 min 25 °C. Tada
centrifuguojamas 9000 aps/min 10 min ir dar kartg 400 pl supernatanto centrifguojama Eppendorf
tipo mégintuveliuose.

Baltymo nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Branfordo reagento bei iSmatuojama
Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. ParuoSiama baltymo kiekio kalibravimo kreive pagal
albuming.

I kita mégintuvélj jpilama 100 pl meéginio, 3900 pul 0,005 M K/Na fosfatinio buferio. Prie§ matavima
i reakcijos misinj jpilama 0,1 M 0,2 ml vandenilio peroksido. Sviesos sugerties matavimo dinamika
registruojama 3 minutes 240 nm bangos ilgyje (naudojamos kvarco kiuvetés). Matavimo rodmenys
nuimami kas 2 sekundes.

Fermento katalazés aktyvumas vnt/mg apskai¢iuojamas:

A= 1000-AE-V (9)

k-m
A — katalazés aktyvumas vnt/mg;

AE — vidutiné $viesos sugerties reik§mé per 1 min;
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V — bendras miSinio tiris, ml;
k — molinés ekstinkcijos koeficientas 32,57,

m — baltymo masé preparato turyje, mg (Baltymo kiekis apskai¢iuojamas pagal Bradfordo metoda).

2.9 Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

0,1 g susmulkintos augalinés zaliavos uzpilama 4 ml 0,066 M K/Na fosfatiniu buferiu (pH=7,4), kuris
sudarytas i$ ditriotritolio (DTT), 0,5 mM fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF), istirpinto DMSO, 1 — 3
mg polivinilpirolidono. 10 min. méginys kratomas 25 °C temperatiiros kratytuve ir centrifuguojamas
10 min, 9000 aps/min. ir supernatantas (400 ul) dar kartg centrifuguojamas Eppendorf tipo
mégintuveliuose.

Baltymy nustatymui paimama 200 pl méginio ir jpilama 2 ml Bradfordo reagento bei iSmatuojama

Sviesos sugertis 595 nm bangos ilgyje. Paruosiama baltymy kiekio kalibravimo kreivé pagal albuming
[34].

I kitag mégintuvélj jpilama 40 pl méginio, 400 pl 40 mM Tris — HCI buferio (pH = 7.8), 200 ul 10
mM L — metionino; 200 ul 54 uM nitromélynojo tetrazolio, 500 ul 0,025 % Tritono X — 100, 20 ul 3
uM riboflavino, 620 ul distiliuoto vandens. Taip pat paruoSiamas kontrolinis méginys be fermentinio
preparato. Méginys apsvieiamas liuminescencinémis lempomis 30 min. Sviesos sugertis matuojama
560 nm bangos ilgyje.

Fermento SOD aktyvumas apskai¢iuojamas:

Ek
_ log(zp

B log2-m (10)
A — SOD aktyvumas vnt/mg;
Ek — kontrolinio méginio $viesos sugertis;

Et - tiriamojo meéginio Sviesos sugertis;

m — baltymo mas¢ preparato tiiryje, mg.

2.10 Askorbatperoksidazés jvertinimas

100 mg augalinés Zaliavos susmulkinama kartu su 4 ml atSaldytu 0,1 M fosfatiniu buferiu (pH=7),
kuriame yra 1 mM ditiotritolio, 0,5 mM fenilmetilsufonilfluorido, iStirpinto DMSO. Mégintuvéliai
10 min maiSomi 25 °C ir véliau centrifuguojami 20 min, 9000 aps/min.

Reakcijos miSinys (6 ml) turi 50 mM fosfatinio buferio (pH=7), 0,5 nm askorbo rigsties, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM vandenilio peroksido ir 0,2 ml fermentinio preparato. Reakcija prasideda pridéjus
vandenilio peroksido. Sviesos sugertis matuojama 290 nm bangos ilgyje 3 min.

Askorbatperoksidazés aktyvumas nustatomas pagal formule:

A= AEmin-($+VBuf.+Vperoks.) (11)

kxm

A — fermento aktyvumas, mmol/mg;
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AEmin. - vidutiné $viesos sugerties reik§mé per 1 min;
V — pavyzdzio tari, pl;

Vut. — buferio taris, ml;

Vperoks. — vandenilio peroksido tiiris, ml;

k— molinés ekstinkcijos koeficientas 2,8 nmol/cm;

m — baltymo mas¢ preparato tiiryje, mg (baltymo kiekis apskaic¢iuojamas pagal Bradfordg).

2.11 L-prolino jvertinimas

100 mg vaistinés augalinés medziagos susmulkinama ir mégintuvélyje uzpilama 4 ml distiliuoto
vandens. Toliau mégintuvéliai 3 kartus uzverdami iki virimo temperatiiros ir atS8aldomi. Ekstraktas
centrifuguojamas 10 min, 9000 aps./min. Gautas ekstraktas praskiedziamas iki 6 ml ir naudojamas
tyrimams.

I naujag mégintuvelj jpilama 1 ml ekstrakto, 1 ml acto riigSties, 1 ml ninhidrininio reagento (1,25 g
ninhidrino, 20 ml 6 M H3PO4, 30 ml acto ragsties) ir kaitinama verdanéio vandens voneléje.
Kontrolinis méginys ruo$iamas vietoje méginio naudojant 1 ml distiliuoto vandens. Sviesos sugertis
matuojama 520 nm bangos ilgyje.

Prolino kiekis apskai¢iuojamas naudojantis kalibravimo kreive pagal formule:

__ E‘k-Vbendras

Cx = (12)

Vpaimta-m
Cx — prolino koncentracija umol/g;
E — tirpalo Sviesos sugertis;
k — L-prolino kiekis, gautas pagal kalibravimo kreive (umol)
V bendras — bendras ekstrakto tiiris, ml;
V paimta — paimto ekstrakto tiiris, ml;
m — vaistinés augalinés Zaliavos kiekis, g.

L-prolino kalibravo kreivé ruosiama atsveriant 0,0011 g L-prolino ir iStirpinama 10 ml H20 (1 mM).
Ruosiama L-prolino kalibravimo kreive 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 mM. Imami atitinkami L-
prolino tiiriai i§ pradinio tirpalo ir praskiedZiami iki 1 ml su H20. Tada mégintuvéliai papildomi 1 ml
acto riigtimi ir 1 ml ninhidrininiu tirpalu bei ildoma 1 val. verdan¢ioje vandens voneléje. Sviesos
sugertis matuojama 520 nm bangos ilgyje ir braizoma kreivé. [34]

2.12 Malondialaldehido (MDA) kiekio jvertinimas

100 mg augalinés Zzaliavos homogenizuojama su 1,5 ml 20 % trichloracto ruigstimi ir centrifuguojama
9000 aps/min, 10 min, 4 °C. 0,3 ml supernatanto sumaiSoma su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitarine ragstimi
(iStirpinta 20 % trichloracto ragstyje) ir inkubuojama 95 °C temperatiroje 30 min, atSaldoma ir
centrifuguojama 15 min., 9000 aps/min. Sviesos sugertis matuojama 532, 600 nm bangos ilgiuose.

MDA kiekis apskai¢iuojamas:
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__ (E532—E600)%V0-2
k-ms-Va

Cx

(13)
Cx — MDA kiekis pmol/g;

E — tirpalo $viesos sugertis;

Vo — ekstrakto tiiris, ml;

Va — ekstrakto tiiris analizei, ml;

k — molinés ekstrakcijos koeficientas 156 Mm™ - cm™;

M;s — bandinio masé, ekstrakcijai, g.

2.13 Augaliniy ekstrakty antibakterinis jvertinimas Rhizobium radiobacter, Xanthomonas
campestris, E. coli, Bacillus subtilis bakterijoms

Petri 1éksteléje su LB terpe uzpilama 50 ul bakterijy suspensijos ant popieriniy diskeliy, kurie

suvilgyti 25 ul atitinkamu augaly ekstraktu. Petri 1ékstelés sudedamos j termostatg 37 °C. Po vienos

paros stebimas bakterijy augimas ir vaistiniy augaly ekstrakty antibakterinj poveikj. [33]
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3. Tyrimuy rezultatai ir juy aptarimas

4.1 Augaly ekstrakty antioksidacinis aktyvumas DPPH metodu

I$ rezultaty, pateikty 3.1 pav., galima pastebéti, kad kaliaus kultiira i§ medetkos stiebeliy pasieké 33,49
% slopinima, kai auginta MS terpéje papildytoje fitohormonais IAR (0,1 mg/l) + BAP (1 mg/1). O in
vivo medetkos ekstraktas pasizyméjo 11,46 %.

40,00
30,00
-
« 25,00
g 19,63
.= 20,00
=
[oX
S 15,00
D 11,46 9,60
10,00
5’00 '
0,00

Medetka in vivo Medetka lapeliai Medetka Medetka lapeliai
BAP 2,5mg/l stiebeliai IAR0,1 1AR 0,1 mg/Il
NAR 0,5mg/l mg/l BAP 1mg/l TDZ 0,5 mg/I

3.1. pav. Antioksidacinio aktyvumo DPPH metodu rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

IS rezultaty gauty tiriant kraujazole matome, jog antioksidacinis aktyvumas pagal DPPH metoda

pasiektas didziausias i§ kraujazolés stiebeliy kaliaus, kai terpé papildyta fitohormonu TDZ (0,75
mg/l).

40,00 37,27
35,00
o 30,00 26,99
= 24,14 2519
« 25,00
[a+]
£ 20,00
=
C_QD- 15,00
“ 10,00
5,00
0,00
Kraujazolé in Kraujazole Kraujazoleé Krajazolé
Vivo stiebeliai TDZ stiebeliai BAP $aknys BAP 2,5
0,75 mg/l 2,5mg/ NAR mg/l NAR 0,5
0,5 mg/l mg/l

3.2 pav. Antioksidacinio aktyvumo DPPH metodu rezultatai tiriant kraujazole in vivo ir in vitro

Is 3.3 pav. visais atvejais, kada buvo naudoti fitohormonai pasiektas didesnis antioksidacinis
aktyvumas, lyginant su dygmino ekstraktu in vivo.
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Dygminasin  Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas
vivo stiebeliai TDZ lapeliai TDZ stiebeliai BAP lapeliai BAP
0,5 mg/l NAR 0,5 mg/l NAR 1,8 mg/l 2,4-D 1,8 mg/l 2,4-D
0,2 mg/l 0,2 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l
kazeinas 0,1 %kazeinas 0,1 %

3.3 pav. Antioksidacinio aktyvumo DPPH metodu rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

4.2 Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy jvertinimas augaluose
Tiriant redukcines savybes, rezultatai sutampa su DPPH metodu. Medetkos stiebeliai, auginti MS
terpéje, kuri buvo papildyta fitoformonais IAR (0,1 mg/l) + BAP (1 mg/l) parodé didZiausig rezultata.
Aktyvumas gautas intensyvesnis ir kitais atvejais, kai buvo naudoti fitohormonai, lyginant su medetka

auginta in vivo.
0,716
0,7 0,65 0,65
0,5835 0,606
0,3895
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Medetkain ~ Medetka Medetka Medetka Medetka Medetka
Vivo stiebeliai IAR lapeliai IAR stiebeliai IAR lapeliai IAR $aknelé IAR
0,1mg/l BAP 0,1mg/l BAP 0,1 mg/l TDZ0,1 mg/l TDZ0,1 mg/l TDZ

Img/Il 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l
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o ©
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S [S2] »

o
w
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3.4 pav. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

Kraujazolés tyrime, matome jog kraujazolés stiebeliy kaliusas terpéje, kuri papildyta fitohormonu
TDZ (0,75 mg/1), pasizyméjo didziausiomis redukcinémis savybémis. Kity fitohormony variacija taip
pat parodé didesnj rezultata, lyginant su kraujazole auginta in vivo salygomis.
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3.5 pav. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy rezultatai tiriant kraujazolg in vivo ir in vitro

Tiriant dygmino ekstraktus matome, kad néra vieno optimalaus varianto. Visos fitohormony
variacijos sukeélé didesnj redukcinj atsakg, lyginant su dygimu augintu in vivo saglygomis.
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TDZ05 TDZ05 TDZ05 BAP18 BAP18 BAP18
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02mg/ll 02mg/!l  02mg/l 03mg/l 03mg/l 0,3mg/l

kazeinas  kazeinas  kazeinas

0,1% 0,1% 0,1%

o
© =

Sviesos sugertis, nm
o o
SN (o]

v

o
o

o

3.6 pav. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

4.3 Antioksidacinis aktyvumas vaistiniuose augaluose pagal FRAP metoda, naudojant 2,4,6-
tripiridil-s-triazina

Pagal FRAP metoda gauti rezultatai nesutampa su pries tai darytu antioksidaciniy tyrimy rezultatais,

kadangi Siuo atveju matome jog medetka auginta in vivo sglygomis parodé intenvsyviausiag

antioksidacinj aktyvuma.
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NARO5mg/l  0,img/ BAP  BAP1mg/l 0,1mg/l TDZ

Img/l 0,5 mg/l

3.7 pav. Antioksidacinio aktyvumo pagal FRAP rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

Kraujazoléje pastebétas didesnis antioksidacinis aktyvumas kraujazolés stiebeliy kaliuse, kai MS
terpé papildyta fitohormonais BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l).
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46,7

Kraujazolé in vivo  Kraujazolé stiebeliai Kraujazolé stiebeliai Krajazolé Saknys BAP
TDZ 0,75 mg/l BAP 2,5 mg/ NAR 2,5 mg/l NAR 0,5
0,5 mg/l mg/I
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3.8 pav. Antioksidacinio aktyvumo pagal FRAP rezultatai tiriant kraujazolg in vivo ir in vitro

Pagal 3.9 pav. duomenis galima teigti, kad naudojant fitohormonus pasiektas intensyvesnis

antioksidacinis aktyvumas. DidZiausia koncentracija stebima dygmino stiebeliy ir lapeliy kaliuse, kai
naudoti fitohormonai BAP (1,8 mg/l) + 2,4 — D (0,3 mg/l) + kazeinas 0,1 %.
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TDZ 0,5 0,5 mg/l TDZ 0,5 BAP 1,8 BAP 1,8 BAP 1,8
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0,2 mg/l mg/I 0,2 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l
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kazeinas 0,1 kazeinas 0,1 kazeinas 0,1
% % %

3.9 pav. Antioksidacinio aktyvumo pagal FRAP rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

4.4 Bendras fenoliniy junginiy jvertinimas Folino-Kiokalto metodu
Sio tyrimo metu gauti rezultatai rodo, jog didziausias fenoliy kiekis nustatytas medetkoje augintoje

in vivo salygomis.
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Medetka
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stiebeliai  lapeliai ~ stiebeliai lapeliai ~ Saknelée  lapeliai
IAR IAR IAR0,1 1ARO0,1 IARO1 BAP25

0,Img/l  0,Amg/l mg/l TDZ mg/l TDZ mg/l TDZ mg/l NAR
BAP BAP1 05mg/l 05mg/l 0,5mg/l 0,5mg/l
1mg/l mg/I

3.10 pav. Fenoliniy junginiy jvertinimas Folino-Kiokalto metodu tiriant medetka in vivo ir in vitro

Fenoliy junginiy kiekis gautas panasus tiek in vivo salygomis, tick auginant in vitro kraujazuoliy
stiebus su fitohormonais BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l).
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0,5 my/l 0,5 my/l mg/I

3.11 pav. Fenoliniy junginiy jvertinimas Folino-Kiokalto metodu tiriant kraujazolg in vivo ir in
vitro

Tiriant dygmino ekstraktus didziausias fenoliniy junginiy kiekis nustaytas dygmino Sakneliy kaliuse
augintose in vitro, kai naudoti fitohormonai TDZ (0,5 mg/l) + NAR (0,2 mg/l). Panasus rezultatas
gautas ir dygmine in vivo.
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0,5 mg/l NAR 0,5 mg/l NAR 0,5 mg/l NAR 1,8 mg/l 2,4-D 1,8 mg/l 2,4-D 1,8 mg/l 2,4-D
0,2 mg/l 0,2 mg/l 0,2 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l
kazeinas 0,1 %kazeinas 0,1 %kazeinas 0,1 %

Kiekis mg/100

3.12 pav. Fenoliniy junginiy nustatymo Folino-Kiokalto metodu rezultatai tiriant dygming in vivo ir
in vitro

4.5 Karotinoidy jvertinimas

Atlikus eksperimentus ir skai¢iavimus i§ matomy rezultaty galime teigti, jog didziausias pigmenty
kiekis nustatytas in vitro augintuose medetkos lapeliuose, kuriy mitybiné terpé buvo papildyta IAR
0,1 mg/ + BAP 1 mg/l fitohormonais. Kiek maziau pigmenty nustatyta kitose augalo dalyse.
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3.13 pav. Pigmenty kiekis tiriant medetka in vivo ir in vitro

Analizuojant rezultatus gautus tiriant kraujazolés ekstraktus matome jog didziausias pigmenty kiekis
yra kraujazolés stiebelius auginant in vitro, kai naudojami fitohormonai BAP 2,5 mg/l + NAR 0,5
mg/l. Kiek maZesnis kiekis gautas naudojant fitohormong TDZ 0,75 mg/l. Jis néra optimalus, nes
kraujazole auginant in vivo gaunamas didesnis Kiekis.
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0,00
Kraujazolé in vivo Kraujazolé stiebeliai BAP  Kraujazolé stiebeliai TDZ
2,5 mg/l NAR 0,5 mg/I 0,75 mg/l

3.14 pav. Pigmenty kiekis tiriant kraujazole in vivo ir in vitro

Analizuojant dygmino ekstrakty pigmenty kiekius matome, jog didziausias kiekis iSgautas 1§ dygmino
stiebeliy auginty in vitro saglygomis, su fitohormonais BAP 1,8 mg/l + 2,4 — D 0,3 mg/l + kazeinas
0,1 %. Su kitais fitohormony variantais i§gautas pigmenty kiekis mazesnis lyginant su dygmino,
augusio in vivo salygomis, ekstraktu.
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kazeinas 0,1 kazeinas 0,1
% %
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3.15 pav. Pigmenty kiekis tiriant dygming in vivo ir in vitro

4.6 Flavonoidy kiekio nustatymas

Atlikus visy tiriamyjy medziagy flavonoidy nustatyma i§ gauty rezultaty galime teigti, jog didziausias
flavonoidy kiekis yra medetkoje augintoje in vivo salygomis. Taip pat didesné koncentracija nustatyta
kraujazoléje augintoje in vivo sglygomis. Kiek maZiau flavonoidy buvo nustatyta dygmine in vivo ir
augalinéje zaliavoje, kuri buvo iSauginta in vito salygomis kartu su skirtinais fitohormony variantais.
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Medetka in Medetka  Kraujazolé¢ in  Kraujazol¢ ~ Dygminas in Dygminas lapy

Vivo kaliusas AR Vivo kaliusas TDZ Vivo kaliusas BAP
0,1 mg/l BAP 0,75 mg/l 1,8 mg/l 2,4-D
1 mg/l 0,3 mg/l

kazeinas 0,1 %
3.16 pav. Flavonoidy kiekio jvertinimo rezultatai in vivo ir in vitro

4.7 Fermento katalazés aktyvumo nustatymas

Analizuojant katalazés aktyvumo rezultatus medetkoje, galima teigti jog didZiausias aktyvumas
pasiektas medetkos stiebeliy kaliuse, kurie auginti in vitro, naudojant fitohormonus: IAR 0,1 mg/l +
BAP 1 mg/l. Su kitais fitohormony variantais taip pat pasiektas didesnis katalazés aktyvumas, nei jy
nenaudojant.
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Medetka in Medetka Medetka Medetka Medetka Medetka
vivo stiebeliai IAR lapeliai IAR stiebeliai IAR lapeliai IAR  $aknelé¢ TAR
0,1mg/l BAP 0,1mg/l BAP 1 0,1 mg/l TDZ 0,1 mg/l TDZ 0,1 mg/l TDZ

Img/l mg/I 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l

3.17 pav. Fermento katalazés aktyvumo rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

Kaip matome 3.18 pav. didziausias katalazés aktyvumas pasiektas kraujazolés stiebeliy kaliuse, kurie
auginti in vitro su fitohormonu TDZ 0,75 mg/l. Naudojant kitg fitohormony varianta aktyvumas taip
pat pasiektas didesnis, nei kraujazoléje, kuri auginta in vitro, be papildomy fitohormony.
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3.18 pav. Fermento katalazés aktyvumo rezultatai tiriant kraujazole in vivo ir in vitro

Intensyviausias katalazés aktyvumas tiriant dygming pasiektas, kai buvo auginama in vitro sglygomis
dygmino lapeliy kalius su fitohormonais BAP 1,8 mg/l +2,4 — D 0,3 mg/l + kazeinas 0,1 %. Naudojant
kitus fitohormony variantus, katalazés aktyvumas taip pat pasiektas didesnis, nei tiesiog auginant
dygming in vivo sglygomis.

36



1,600
1,400 1,275
1,200 1,138 1,094

1,000 0,948
0,800 0,694
0,600
8 0.400 0,354
0,200 .
0,000

Dygminas in Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas
vivo stiebeliai lapeliai TDZ $aknelés  stiebeliai lapeliai Saknelés
TDZ 0,5 0,5 mg/l TDZ 0,5 BAP 1,8 BAP 1,8 BAP 1,8

mg/INAR NARO,2 mg/INAR mg/l2,4-D mg/l 24-D mg/l 2,4-D

1,349

vnt/mg

Katalazés aktyvumas

0,2 mg/l mg/l 0,2 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l
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3.19 pav. Fermento katalazés aktyvumo rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

4.8 Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimas

Tiriant superoksido dismutazés aktyvumg medetkos ekstraktuose, matome jog nezymiai didesnis
aktyvumas pasiektas medetkos lapeliuose, kurie auginti terpéje papildytoje IAR 0,1 mg/l + TDZ 0,5
mg/l fitohormonais. Taciau tai néra optimalus variantas, kadangi panasus aktyvumas gaunamas ir
medetkoje, kuri auginta in vivo sglygomis. Rezultatai su kitais fitohormonais dar maZesni nei jy
nenaudojant.
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BAP 2,5 IAR 0,1mg/l IAR 0,1 0,1 mg/l 0,1 mg/l
mg/l NAR  0,1mg/l. BAP1mg/l mg/l TDZ TDZ05 TDZO05
0,5mg/l BAP 1mg/l 0,5 mg/l mg/I mg/I
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3.20 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimo rezultatai tiriant medetkg in vivo
ir in vitro

IS duomeny, kurie gauti tiriant kraujazole, matome jog superoksido dismutazeés aktyvumas gaunamas
didesnis kraujazolés stiebeliuose, kurie auginti in vitro papildomai naudojant TDZ 0,75 mg/I
fitohomong. Su kitais fitohormony variantas taip pat stebimas superoksido dismutazés aktyvumo
padidéjimas lyginant su kraujazole auginta in vivo.

37



0,304

0,300
0,207
0,180 0,180

0,000

Aktyvumas vnt/mg
o o o
[ N N
a o a
o o o

o
[y
o
o

Kraujazolé in vivo Kraujazolé stiebeliai  Kraujazolé saknys BAP Kraujazolé stiebeliai
BAP 2,5 mg/l NAR 0,5 2,5 mg/l NAR 0,5 mg/I TDZ 0,75 mg/l
mg/I

3.21 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimo rezultatai tiriant kraujazole in
VIvO ir in vitro

Geriausias rezultatas pasiektas tiriant dygmino stiebeliy ekstraktus yra, kai auginant in vitro
papildomai naudoti fitofomony variantai: TDZ 0,5 mg/l + NAR 0,2 mg/l ir BAP 1,8 mg/l +2,4 — D
0,3 mg/l + kazeinas 0,1 %. Kitose augalo dalyse (lapeliuose ir Saknelése) stebétas kiek mezesnis
fermento superoksido dismutazés aktyvumas. Taciau lyginant su dygminu in vivo, rezultatas vis tiek
pasiektas didesnis, kai naudoti fitohormonai.
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3.22 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumo jvertinimo rezultatai tiriant dygming in vivo
ir in vitro

4.9 Askorbatperoksidazés jvertinimas
IS gauty rezultaty tiriant medetkos ekstraktus, didZiausias askorbatperorsidaés aktyvumas pastebétas,
in vitro augintame medetkos kaliuse, kai naudoti fitohormonai BAP 2,5 mg/l + NAR 0,5 mg/l. Nors
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tai didziausias rezultatas, taiau panasus aktyvumas nustatytas ir medetkoje augintoje in vivo. Su
kitais fitohormonais rezultatas kaip matome 3.23 pav., yra mazesnis nei medetkoje augintoje in vivo.
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3.23 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumo rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

Tiriant kraujaZolés askorbatperoksidazés aktyvuma, pastebéta jog didZiausias rezultatas pasiektas, kai
medetka auginta in vitro salygomis, kai naudotas TDZ 0,75 mg/l fitohormonas. Siuo atveju visi
naudoti fitohomonai padidino askorbatperoksidazés aktyvuma lyginanat su kraujaZole, kuri buvo
auginta in vivo salyomis.
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3.24 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumo rezultatai tiriant kraujazole in vivo ir in vitro

Didziulis askorbatperoksidazés aktyvumo padidéjimas taip pat stebimas ir dygmino lapeliuose, kurie
auginti in vitro salygomis kartu su fitohormonais TDZ 0,5 mg/l + NAR 0,2 mg/l. Naudojant kitus
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fitohormonu variantus, aktyvumas taip pat buvo pasiektas didesnis, nei lyginant su dygiminu, kuris
augintas in vivo sglygomis.
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3.25 pav. Askorbatperoksidazés aktyvumo rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

3.10 L-prolino jvertinimas

Atlikus eksperimentus, i§ gauty duomeny tiriant medetka (3.26 pav.), galime teigti jog didZiausia L-
prolino koncentracija nustatyta, kai augalas augintas in vivo salygomis. Maziausiai tinkami
fitohomonai buvo IAR 0,1 mg/l + BAP 1 mg/l ir IAR 0,1 mg/l + TDZ 0,5 mg/I siekiant didesnés L-
prolino koncentracijos.
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Medetka in Medetka Medetka Medetka Medetka Medetka Medetka
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0,5 mg/l 1mgl/l 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l
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3.26 pav. Prolino koncentracijos rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

I$ rezultaty gauty tiriant kraujazolg matome jog fitohormonai taip pat turéjo mazai jtakos L-prolino
koncentracijai. Lyginant su dygimu augintu in vivo, kitose in vtro augintose terpése L-prolino kiekis
Siek tiek mazesnis.
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3.27 pav. Prolino koncentracijos rezultatai tiriant kraujazole in vivo ir in vitro

Dygmino atveju rezultatas kitoks (3.28 pav.), terpé papildyta fitohormonais BAP 1,8 mg/l + 2,4 — D
0,3 mg/l + kazeinas 0,1 %, parodé didziausig rezultata, kai auginti dygimo lapeliai. Maziausia L-
prolino koncentracija uzfiksuota, kai buvo naudojami fitohormonai TDZ 0,5 mg/l + NAR 0,2 mg/I1.
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Dygminas in Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas Dygminas
Vivo stiebeliai TDZ lapeliai TDZ $aknelés TDZ stiebeliai BAP lapeliai BAP $aknelés BAP
0,5 mg/l NAR 0,5 mg/l NAR 0,5 mg/l NAR 1,8 mg/l 2,4-D 1,8 mg/l 2,4-D 1,8 mg/l 2,4-D
0,2 mg/l 0,2 mg/l 0,2 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l
kazeinas 0,1 % kazeinas 0,1 % kazeinas 0,1 %

3.28 pav. Prolino koncentracijos rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

3.11Malondialaldehido (MDA) kiekio jvertinimas

IS gauty rezultaty, tiriant medetkos ekstraktus matome, jog visgi didziausias MDA kiekis yra
medetkos, kuri auginta in vivo sglygomis. Pasitelkus fitohormonus geresnis variantas siekiant gauti
didesnj MDA kiekj, yra iSgaunant i§ medetkos stiebeliy, kuriy terpé augimo terpé papildyta IAR 0,1
mg/l + TDZ 0,5 mg/l fitohormonas, lyginant su kitais variantais.
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3.29 pav. Malondialaldehido kiekio rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro

Tiriant kraujazolg, 3.30 pav. visgi didziausias MDA kiekis pasiektas auginant kraujazolés stiebelius,
kuriy mitybiné terpé papildyta fitohormonu TDZ 0,75 mg/l. Maziausias kiekis MDA nustatytas
kruajazoléje augintoje in vivo sglygomis. Uz augintg in vivo salygomis Siek tiek didesnis rezultatas
taip pat gautas naudojant fitohormonus BAP 2,5 mg/l + NAR 0,5 mg/I.

Kraujazolé in vivo Kraujazolé stiebai BAP  Kraujazolé $aknys BAP Kraujazolé stiebeliai TDZ
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3.30 pav. Malondialaldehido kiekio rezultatai tiriant kraujazolg in vivo ir in vitro

Kaip matome i§ rezultaty gauty tiriant dygming, galima teigti jog tinkamiausi fitohormonai siekiant
didesnio MDA kiekio yra TDZ 0,5 mg/ + NAR 0,2 mg/I. Siuo atvéju visos augalo dalyse pasiektas
didelis MDA kiekis, lyginant su rezultatu gautu i§ dygmino auginto in vivo salygomis. Taip pat
didesnis MDA kiekis, lyginanat su in vivo, gautas naudojant fitohormonus BAP 1,8 mg/l + 2,4 — D
0,3 mg/l + kazeinas 0,1 %.
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3.31 pav. Malondialaldehido kiekio rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro

3.12 Augaliniy ekstrakty antibakterinis jvertinimas Rhizobium radiobacter, Xanthomonas
campestris, E.Coli, Bacillus Subtilis bakterijoms

Atliekant antibakterinj augaliniy ekstrakty tyrimg buvo matuojamas skaidus plotas standzioje terpéje
aplink augalinio ekstrakto lasg po 24 valandy inkubacijos. Didziausias antibakterinis aktyvumas
tiriant medetkos ekstraktus buvo pastebétas medetkos stiebeliuose su fitohormonais IAR 0,1 mg/l +
TDZ 0,5 mg/1 prie$ Bacillus subtilis bakterijas. Taip pat didelis atparumas pastebétas in vivo medetkos
ekstrakte prie§ Rhizobium radiobacter. Maziausias atparumas pastbétas pries Xanthomonas
campestris su medetkos lapeliy ekstraktu, kai naudoti fitohormonai IAR 0,1 mg/l + BAP 1 mg/l.
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Rhizobium  Xanthomonas Escherichia coli Xanthomonas Bacillus subtilis Escherichia coli
radiobacter campestris campestris

Medetka in vivoMedetka in vivoMedetka in vivo ~ Medetka Medetka Medetka
lapeliai IAR  stiebeliai IAR = stiebeliai IAR
0,Img/IBAP1 0,1mg/l TDZ 0,1 mg/l TDZ

mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l

Skaidraus ploto skersmuo, mm
o

3.32 pav. Augaliniy ekstrakty antibakterinio jvertinimo, Rhizobium radiobacter, Xanthomonas
campestris, E.coli, Bacillus subtilis, bakterijoms rezultatai tiriant medetka in vivo ir in vitro
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Kraujazolés ekstrakty geriausias antibakterinis atsparumas pastebétas prie§ Rhizobium radiobacter ir
E. coli. Kiek didesnés antibakterinés savybés pastebétos kraujazoléje augintoje in vitro salygomis su
BAP 2,4 + NAR 0,5 mg/l.
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0,0
Rhizobium Xanthomonas Escherichia coli
radiobacter campestris

KraujaZzolé BAP 2,4  KraujaZolé in vivo = KraujaZzolé in vivo
mg/I NAR 0,5 mg/I

3.33 pav. Augaliniy ekstrakty antibakterinio jvertinimo su Rhizobium radiobacter, Xanthomonas
campestris, E. coli, bakterijoms rezultatai, tiriant kraujazole in vivo ir in vitro

Kaip galime matyti 3.34 pav., tiriant dygmino antibakterinj atsparumg didesnis rezultatas pasiektas,
kai dygminas augintas in vitro salygomis ir naudoti fitohormonai TDZ 0,5 mg/l + NAR 0,2 mg/I,
lyginant su dygimu in vivo. Naudojant kitas bakterijy kultras, teigiamo rezultato nebuvo - skaidrus
plotas aplink augaliniy ekstrakty uzlaSintas vietas, nesusidare.

6,0

o
[=)

4{7

P n w »
[=) [=) [ [=)

Skaidraus ploto skersmuo, mm
w

o
o

Dygminas in vitro Dygminas kaliusas TDZ 0,5
mg/I NAR 0,2 mg/I

3.34 pav. Augaliniy ekstrakty antibakterinio jvertinimo Xanthomonas campestris bakterijoms
rezultatai tiriant dygming in vivo ir in vitro
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4. Rekomendacijuy dalis

Karotenoido liuteino i$skyrimas i§ medetkos (Calendula officinalis L.) lapeliy kaliaus kultiiros
augintos in vitro, kai MS terp¢je su fitohormonais IAR 0,1 mg/l + BAP 1 mg/I.

Biomasés auginimas vysta dviem etapais: pirmiausia medetkos séklos yra pasodinamos
bioreaktoriuje BR-1 su maitinamaja MS terpe. Tada in vitro sudygusios séklos perkeliamos j antraji
bioreaktoriy BR-2, kurio maitinamoji terpé yra praturtinta fitohormonais, sumaiSoma ir leidziama j
bioreaktoriy BR-2.

Uzaugintos medetkos lapeliy kaliaus kultiiros su iScentriniu siurbliu S-1, perleidziamos per filtrg F-
1. Pasalinamos atlickos A-1 ir dziovinamos kameroje D-1. Sausa biomas¢ yra susmulkinama
homogenizatoriuje H-1 ir talpinama rezervuare R-1. Sukaupus pakankamai medziagos, susmulkintos
medekos kaliaus kultiiros yra perkeliamos j maisytuva S-1, kur atlickamas $arminis apdorojimas su
H-O + KOH. Atliekamas pakartotinis iskyrimas su heksanu X-1. Siurbliu pasalinamas tirpiklio likutis
S-2. Formuojamos kapsulés K-1. Gaunamas produktas PR-1 [35].
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4.1 pav. Liuteino i$skyrimo technologiné schema

4.1 lentelé. Technologinés schemos medziagy zyméjimas ir pavadinimai

Medziagos Zyméjimas Medziagos pavadinimas
BM-1 Biomasé
M-1 MS terpe
M-2 Atitinkamy fitohormony kombinacija

45



M-3 H.O + KOH
M-4 Heksanas

M-5 Aliejus

M-6 Aliuminis

M-7 Liuteino koncentratas
A-1 Atliekos

PR-1 Produktas

4.2 lentelé. Technologinés schemos prietaisy zymeéjimas ir pavadinimai

Prietaiso Zyméjimas

Prietaiso pavadinimas

BR-1-BR-2 Bioreaktoriai
MS-1 Maigyklé
S-1-S-2 IScentrinis siurblys

F-1 Filtras
D-1 Dziovinimo kamera
M-1 Rutulinio maliino homogenizatorius
R-1 Rezervuaras
S-1 Sarminio apdorojimo talpa
P-1 Solvento pasalinimo talpa
K-1 Kapsuliy formavimo aparatas
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ISvados

Intensyviausias antioksidacinis aktyvumas jvertintas medetkos stiebeliy kaliaus kultaroje in
vitro, kuomet MS terpé buvo praturtinta fitohomony misiniu IAR (0,1 mg/l) + BAP (1 mg/1).
Kraujazolei optimaliausias variantas yra TDZ (0,75 mg/1), iSgaunant i§ in vitro auginty
kraujazolés stibeliy kaliaus. Dygmine intensyviausiu antioksidacinis aktyvumas nustatytas in
vivo ekstrakte.
. Naudojant fitohormonus kaliaus kultiiroms auginti: medetkai IAR (0,1 mg/l) + BAP (1 mg/l);
kraujazolei (0,75 mg/l); dygminui BAP (1,8 mg/l) + 2,4-D 0,3 mg/l + kazeinas 0,1 %,
pasiektos optimalios saglygos fermento katalazés aktyvumui gauti.
Intensyviausias antibakterinis atsparumas nustatytas medetkos stiebeliuose augintuose MS
terpéje papildytoje fitohormonais IAR (0,1 mg/l) + TDZ (0,5 mg/l) prie$ Bacillus subtilis
bakterijas; kraujazolés in vitro ekstraktas prie§ Rhizobium radiobacter bakterijas, kai naudoti
fitohormonai - BAP (2,4 mg/l) + NAR (0,5 mg/l); dygmino in vitro ekstraktas prie$ bakterija
Xanthomonas campestris, kai naudoti fitohormonai - TDZ (0,5 mg/l) + NAR (0,2 mg/l).
. Pasiiilyta liuteino iSskyrimo technologiné schema, kuria remiantis rekomenduojama iSskirti
liuteing i$ in vitro medetkos lapeliy kaliaus kulttiros, kuri auginta MS terpéje su fitohormonais
IAR 0,1 mg/l + BAP 1 mg/l.
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