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Santrauka

Sio baigiamojo projekto tyrimy objektas — paprastosios jonazolés (Hypericum perforatum L.) kaliaus
kultairos in vitro ir jonazolé in vivo.

Jonazolé yra vienas i§ populiariausiy vaistiniy augaly, naudojamy visame pasaulyje. Sis augalas
aktualus savo isskirtinai dideliu bioaktyvumu ir gydomosiomis antidepresinémis savybémis. Sparciai
auganti farmacijos pramoné skatina mokslinius tyrimus, siekiant gauti kokybiska, vienodu
fitocheminiu profiliu pasizyminc¢ig augaling zaliava. Todél ieSkoma buidy, kaip uzauginti jonazolés
kaliaus kultaras in vitro, kurios savo bioaktyvumu biity pranasesnés uz jonazolg in Vivo.

Baigiamojo projekto rezultatai — iStirta jonazolé in vitro, uzauginta su skirtingais augimo
fitohormonais ir skirtingomis elicitoriaus — salicilo riigsties koncentracijomis, bei jonazolé in vivo.
Atlikti antioksidaciniai tyrimai, iStirtas antioksidaciniy fermenty aktyvumas, nustatyta
malondialdehido koncentracija bei biologiskai aktyviy junginiy — karotinoidy, fenoliniy junginiy ir
L-prolino koncentracijos.

Projekto metu gautos i§vados, kad didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo jonazolés kaliaus
kultaros in vitro, uzaugintos MS terpéje su augimo fitohormonais 2,4-D (0,1 mg/l) ir BAP (0,5 mg/l)
bei jonazolés Sakny kaliaus kultiros, kultivuotos su 1 mM salicilo ragstimi. DidZiausiu
antioksidacinio fermento superoksido dismutazés aktyvumu (8,67 vnt/mg) pasizyméjo jonaZolés
kaliaus kulttiros in vitro, augintos su BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l) augimo fitohormonais, o
didziausiu katalazés aktyvumu (5,68 vnt/mg) pasizyméjo jonazolés lapy kaliaus kultiiros in vitro,
augintos su 2,5 mM salicilo rOgstimi. Rasta, kad didziausia (19,23 mg/100g) karotinoidy
koncentracija, lyginant su salicilo riigs§timi augintas jonazoliy kaliaus kultliras in vitro, pasizyméjo
jonazolés $akny kaliaus kulttiros, augintos su 5 mM salicilo riigstimi. Rasta, kad didziausia fenoliniy
junginiy koncentracija (6,13 mg/100g) buvo jonazolés kaliaus kultiirose in vivo. Nustatyta, kad
didziausia L-prolino koncentracija (5,97 umol/g) buvo jonaZolés kaliaus kulttirose in vitro, augintose
su TDZ (0,05 mg/l) ir NAR (0,2 mg/l) augimo fitohormonais, o salicilo ragstis geriausig poveikj
L-prolino susiformavimui turéjo jonazolés lapy kaliaus kulttiroms in vitro, kuriy maitinamosiose
terpése buvo 2,5 mM salicilo ragsties (8,53 umol/g).
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Summary

The object of research of this final project was St. John’s wort (Hypericum perforatum L.) callus
cultures in vitro and St. John's wort in vivo.

St. John's wort is one of the most popular medicinal plants used around the world. This plant is
relevant for its exceptionally high bioactivity and therapeutic antidepressant properties. The
fast-growing pharmaceutical industry is promoting science research to obtain higher quality raw plant
material which could have the same phytochemical profile. Therefore, ways are being sought to grow
bioactive-enriched St. John's wort callus cultures in vitro which would be superior to St. John’s wort
callus cultures in vivo in their bioactivity.

The results of the final project — the research of St. John‘s wort in vitro which was grown with
different phytohormones and different concentrations of elicitor — salicylic acid and St. John's wort
in vivo were made. The results of antioxidant activity, activity of antioxidant enzymes were evaluated
as well as the amount of malondialdehyde and the amounts of biologically active compounds -
carotenoids, phenolic compounds and L-proline were determined.

The conclusions obtained during the final project showed that St. John's wort callus cultures in vitro
which were grown in MS medium with growth phytohormones 2,4-D (0.1 mg/l) and BAP (0.5 mg/l)
as well as St. John‘s wort root callus cultures which were cultivated with 1 mM salicylic acid had the
highest antioxidant activity. The greatest activity of antioxidant enzyme superoxide dismutase
(8.67 unit/mg) showed St. John's wort callus cultures in vitro which were grown with growth
phytohormones BAP (2.5 mg/l) and NAA (0.5 mg/l) and the greatest activity of catalase
(5.68 unit/mg) was found in St. John‘s leaves callus cultures in vitro, which were grown with 2.5 mM
salicylic acid. It was found that the highest amount of carotenoids (19.23 mg/100g) compared to St.
John‘s wort callus cultures in vitro that were grown with salicylic acid, was in the St. John‘s wort
root callus cultures which were grown with 5 mM salicylic acid. It was found that the highest amount
of phenolic compounds (6.13 mg/100g) were in St. John‘s wort callus cultures in vivo. The highest
L-proline content (5.97 umol/g) was found to be in vitro callus cultures of St. John's wort grown with
TDZ (0.05 mg/l) and NAR (0.2 mg/l) and salicylic acid showed the best influence on L-proline
formation of St. John's wort leaves callus cultures in vitro (8.53 pumol/g) which medium contained
2.5 mM of salicylic acid.
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Santrumpy ir terminy sgrasas
Santrumpos:

%2MS — pusinis MS terpés reagenty kiekis;

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

BAP — 6-benzilaminopurinas;

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilo radikalas;

FRAP — gelezies redukcijos antioksidantiné galia,;

IAR — 3-indolilacto riigstis;

In vitro — (lot. — stikle) procesai ir tyrimai, vykdomi dirbtingje aplinkoje;
In vivo — bandymas, atliekamas gyvojoje sistemoje;

Kinet. — kinetinas (6-furfurilaminopurinas);

MDA — malondialdehidas;

MS — Murashige ir Skoog maitinamoji terpé;

NADPH - redukuotas nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas;
NAR — 1-naftilacto rugstis;

ROS - reaktyvios deguonies formos;

SA — salicilo rugstis;

TDZ — tidiazuronas (1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il-uré¢ja));

TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas.



Ivadas

Pagrindiné baigiamajame projekte nagrinéjama problema yra jonazolés (Hypericum perforatum L.)
in vivo fitocheminio profilio nevientisumas. Siuo metu yra ieSkoma budy, kaip biotechnologiniais
metodais uZzauginti jonaZolés kaliaus kultiiras in vitro ir gauti vienoda jy fitocheminj profilj. Si tema
aktuali, nes didéjanti farmacijos pramon¢ iesko biidy, kaip iSskirti vaistams naudojamus antrinius
metabolitus ir optimizuoti jy gamybg. Naujausi tyrimai pranesa apie antriniy metabolity sinteze
augaly in vitro sistemose, naudojant augimo fitohormonus ir elicitorius. Baigiamajame projekte
nagrin¢jama augimo fitohormony ir elicitoriaus — salicilo riigSties jtaka jonazolés kaliaus kultiiry
formavimuisi ir biologiniam aktyvumui.

Tyrimo tikslas — istirti jonazolés (Hypericum perforatum L.) kaliaus kultiry in vitro susiformavima
ir jvertinti jonazolés in vitro bei in vivo bioaktyvuma, naudojant skirtingus augimo fitohormony
derinius ir skirtingas salicilo riigSties koncentracijas.

Tyrimo uzdaviniai:

1. paruosti maitinamasias terpes ir steriliomis salygomis uzauginti jonazolg in vitro bei
suformuoti jonazolés kaliaus kultiras;

2. jvertinti antioksidacinj aktyvumg pagal FRAP, redukciniy savybiy ir DPPH metodus
jonazoléje in vivo ir jonazolés kaliaus kulttirose in vitro;

3. jvertinti antioksidaciniy fermenty aktyvuma ir malondialdehido koncentracijg jonaZoléje in
Vivo ir jonazolés kaliaus kulttirose in vitro;

4. nustatyti karotinoidy koncentracija jonazoléje in vivo ir jonazolés kaliaus kultiirose in vitro;

5. nustatyti bendrg fenoliniy junginiy ir L-prolino koncentracija jonazoléje in vivo ir jonazolés
kaliaus kultturose in vitro;

6. pateikti sillomg hiperforino gavimo i§ jonazolés kaliaus kultiiry aparatiiring schema.



1. Literatiros apZvalga
1.1. Jonazolés (lot. Hypericum perforatum L.) apibiidinimas

Paprastoji jonazolé (lot. Hypericum perforatum L.) yra daugiametis Zolinis Hypericeae Seimos
augalas, placiai paplites vidutinio klimato regionuose (2. 1.1 pav.). Tai yra intensyviausiai tiriamas
vaistinis augalas dé¢l jame esanciy biologisSkai aktyviy junginiy. Jonazolés ekstraktuose yra daug
naftodiantrony, acilflorogliucinoliy, flavonoidy ir ksantony. Sios bioaktyvios medziagos turi jvairiy
farmakologiniy pozymiy, siejamy su prieSuzdegiminiu, hepatoprotekciniu, antivirusiniu,
antimikrobiniu, antioksidaciniu poveikiu ir zaizdy gydymu. Naujausias susidoméjimas
H. perforatum L. buvo sutelktas j jos neuroprotekcinj poveikj ir simptominj, nuo lengvos iki vidutinio
sunkumo formos, depresijos gydyma. Augaly lasteliy, audiniy ir organy kultiiry technologijos
pastaruoju metu yra prioritetas ir alternatyva prie§ visos augalo sistemos panaudojimg natiiraliems
produktams gaminti. In vitro metody, skirty Hypericum perforatum L. kultivavimui su
standartizuotomis bioaktyviy junginiy koncentracijomis, sukiirimas biity naudingas komerciniams ir
moksliniy tyrimy tikslams [1].

1.1 pav. Paprastoji jonazolé (Hypericum perforatum L.) [2]
1.1.1. Antidepresantinis jonazolés poveikis

Hypericum perforatum L. ekstraktai, uzpilai ir nuovirai nuo seno buvo naudojami jvairiems
negalavimams gydyti. Siuo metu geriausiai Zinoma ir pla¢iausiai istirta paprastosios jonazolés savybé
yra lengvos ar vidutinio sunkumo depresijos gydymas, t.y. depresiniy sutrikimy, nerimo ir nervinio
susijaudinimo gydymas [3]. Sios vaistinés savybés yra susijusios su ekstrakte esanéiy antriniy
metabolity, ypac hipericiny, hiperforiny (kurie blokuoja sinapsiniy membrany neurotransmiteriy
pasisavinimg), flavonoidy, ksantony ir kity vertingy junginiy, sudétimi [4]. Daugybé klinikiniy
tyrimy ir metaanaliziy parodé, kad jonazolés ekstraktai yra veiksmingesni uz placebg timiniam
depresijos sutrikimui gydyti ir panaSiai veiksmingi kaip standartiniai antidepresantai [5], tokie kaip:
fluoksetinas (Prozac), sertralinas (Zoloft) [4]. Be to, jy toleravimas yra daug geresnis, o tai yra svarbus
veiksnys gydant lengvg ar vidutinio sunkumo depresija, nes pacientai vengia neigiamo
psichoaktyviyjy vaisty poveikio. Hypericum perforatum L. ekstrakty veiksmingumas ir toleravimas
buvo patvirtintas Europos vaisty agentiiros, Augaliniy vaisty komiteto monografijoje [6].
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1.1.2. JonaZolés panaudojimas

Hypericum perforatum L. kaliaus kultdros gali biiti naudojamos gaminti antrinius metabolitus
farmacijos, kosmetikos, maisto pramonéms [7]. Paprastoji jonaZzolé naudojama jvairiems
fitofarmaciniams vaistams gaminti, kuriy didzioji dalis naudojami depresijai gydyti [3]. Vietinio
pritaikymo preparatai naudojami odos prieziiirai ir odos ligoms, tokioms kaip neurodermatitas,
gydyti. Sviezios augalinés medziagos, t.y. zydin¢ios iSorinés Hypericum perforatum L. dalys,
dazniausiai naudojamos aliejiniams preparatams gaminti. Hyperici oleum, kuriame gausu hipericino,
yra naudojamas gydyti odos pazeidimus ir nudegimus. Gydant tepalu, kuriame gausu hiperforino,
pageré¢ja raginio sluoksnio drégmé, odos pavirSiaus sausumas, odos lipidai ir subjektyviis odos
parametrai, rodantys stabilumg ir odos barjero pageréjima. Be veiksmingumo gydant neurologinius
sutrikimus, tyrimai rodo, kad §is augalas gali buti naudingas gydant vézj, su uzdegimu susijusiems
sutrikimams, bakterinéms, virusinéms [4], Sirdies ir kraujagysliy ligoms gydyti [7].

1.2. Antriniai metabolitai

Fitocheminis Hypericum perforatum L. apibiidinimas atskleidZia jvairiy klasiy junginiy buvima,
jskaitant naftodiantronus (hipericing ir pseudohipericing), prenilintus acilflorogliucinolius
(hiperforing ir adhiperforing), flavonoidus (kverceting, hiperosida, ruting, kateching ir izokvercitring),
biflavonus (amentoflavong, biapigening), fenolinius junginius (chlorogening riigstj, tanino riigstj ir
kofeino raigstj), ksantonus (1,3,6,7-tetrahidroksikantantong) ir eterinius aliejus, kuriuose gausu
sesviterpeny [4].

Gerai zinoma, kad antrinis metabolity susidarymas jonazoléje priklauso nuo kultiiros tipo, vystymosi
etapy ir in vitro kulttry lasteliy diferenciacijos. Flavonoidai, naftodiantronai ir acilflorogliucinoliai
dazniausiai aptinkami Hypericum perforatum L. regeneruoty ugliy lapuose. Ksantonai
identifikuojami kaip pagrindiniai metabolitai $akny kulttirose, taip pat nediferencijuotose kultiirose
(Iasteliy suspensijose, kaliaus kulttirose) [1].

Augaly kultiirose antriniy metabolity biosintezé paprastai yra nedidelé, todél siekiama jg padidinti
komerciniais tikslais [8]. Daugumos antriniy metabolity biosinteze sudaro keliy fermenty
daugiapakopés reakcijos. Bet kuris fermentiniy biosintezés grandiniy reakcijy etapas gali biiti
stimuliuojamas, norint gauti pagausintg tikslinj produkta, todél daZniausiai j terpe pridedama
prekursoriy molekuliy [7]. Pastaraisiais metais literatiiroje buvo sukaupta nemazai duomeny apie
manipuliavimg Hypericum perforatum L. antriniu metabolizmu, naudojant elicitavima [4].

Be antriniy metabolity, vis svarbesni tampa terapiniai antiktinai ir kiti rekombinantiniai baltymai [9].
Juos galima gaminti ne tik mikroorganizmuose (pavyzdziui, Escherichia coli, Bacillus subtilis ir
Saccharomyces cerevisiae) ar zinduoliy lasteliy kultiirose (kinisko ziurkéno kiausidése ar kadikio
ziurkéno inksto lastelése), bet taip pat augaly kaliaus kultlirose ir augaly suspensijos lgsteliy
kultarose. Pastarieji, palyginti su kitomis gamybos sistemomis, pasizymi ekonomiSkumu, didelio
masto gamyba ir saugumu [7].

1.2.1. Hiperforinas

Hiperforinas yra prenilintas florogliucinolio darinys, priklausantis policiklinei, policenilintai
acilflorogliucinoliy $eimai. Jo struktiiriné formulé pavaizduota 1.2 pav [3]. Zinoma, kad augaluose
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hiperforinas pasireiskia tamsiais purpuriniais pigmentais — mazgeliais, kurie iSsivysto ne visuose
augaluose. Juos gamina tik kai kurie Hypericum genties augalai, ypa¢ Hypericum perforatum L. [10].

Nuo hiperforino isskyrimo astuntajame deSimtmetyje, jis tapo pagrindiniu Hypericum perforatum L.
fitocheminiu komponentu. JonaZolés preparatai uzima svarbig vieta rinkoje, o hiperforinas yra
vertinga sudedamoji dalis, pasizyminti sudétinga chemine struktiira ir dideliu farmakologiniu
potencialu [11]. Hiperforino cheminé sintezé yra sudétinga, o iSeiga nedidelé, todél iki §iol, nattiraliai
Hypericum perforatum L. pasigaminantis hiperforinas tebelieka vienintelis Sios fitocheminés
medziagos Saltinis farmacijai [12]. Jis turi plataus diapazono neurotransmiteriy reabsorbcijos
inhibitorius, ta¢iau yra labilus ir sunkiai sintetinamas. Paprastosios jonazolés ekstrakto antibakterinis
poveikis pirmg kartg pastebétas 1959 m. ir buvo priskirtas hiperforinui. Be antibakteriniy savybiy
hiperforinas taip pat pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu, veikdamas kaip pagrindinis eikozanoidy
apykaitos fermenty, t.y. ciklooksigenazés ir 5-lipoksigenazés, inhibitorius [13]. Todél Hypericum
perforatum L. preparatai naudojami vietiniam uzkrésty zaizdy gydymui, taip pat uzdegiminei ir
atopinei odai gydyti [3].

Ieskoma budy, kaip optimizuoti hiperforino gamyba in vitro sistemose, kadangi jo kiekis natiiraliai
augandiuose augaluose yra labai nedidelis. Sios sistemos gali vykdyti nauja masinio dauginimo
technologija, iSlaikant genotipin] stabilumg [3]. Pastaruoju metu yra sitilomos auksino inicijuotos,
jonazolés Sakny kaliaus kulttiros, kaip unikalios in vitro hiperforino susidarymo sistemos [14]. Jose
aptikti kai kurie hiperforino analogai, seko- ir adsekohiperforinai, kuriuose triiksta 8 prenilo Soninés
grandinés. Siy analogy néra jonaZoléje in vivo, todél Sis atradimas turi ateities perspektyvy atrandant
nepanaudotg hiperforino dariniy farmakologinj aktyvumg ir padidinant iSeigg. Dabartiniuose
tyrimuose pagrindinis démesys skiriamas $akny kaliaus kultiiry elicitavimui, prekursoriy naudojimui
ir jvairiy auginimo terpiy iSbandymui, siekiant padidinti Sio bioaktyvaus junginio gamyba [3].

1.2 pav. Hiperforino strukttriné formulé [3]
1.2.2. Kvercetinas

Kvercetinas (3, 3, 4, 5, 7-pentahidroksiflavonas) yra augalinis junginys, priklausantis flavonoidy
Seimai, placiai paplitgs zmogaus dienos maisto racione. Ankstesniais in vivo ir in vitro tyrimais
nustatyta, kad kvercetinas turi nemazai farmakologinio potencialo. Tai nattiralus produktas zmogaus
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mitybos racione, jo gausu glikozido pavidalu jvairiuose augaluose, vaisiuose ir darzovése. Jis taip pat
buvo dedamas j funkcinius maisto produktus kaip komercinis maisto papildas. Atitinkama kvercetino
doz¢ turi prieSuzdegiminj, antioksidacinj ir prieSnavikinj poveikj. Priesnavikinis poveikis pasireiskia
lasteliy ciklo progresavimo pakeitimu, lgsteliy dauginimosi slopinimu, apoptozés skatinimu,
angiogenezés slopinimu ir metastaziy progresavimu. Palyginti su kvercetinu, geriau absorbuojama
konjuguota kvercetino glikozido forma. Kvercetinas gali biiti metabolizuojamas j gliukuronifikuotus,
metiliuotus ir sulfatinius darinius, kurie taip pat atlieka svarbias biologines funkcijas, pasizymi
didesniu antioksidaciniu pajégumu, neuroprotekciniais efektais ir stipriu prieSvéziniu aktyvumu.
Atlikus Klinikinius Kkwvercetino tyrimus, nepastebétas joks toksiSkas ar Salutinis poveikis
zmonéms [15].

1.3. Elicitavimas

Elicitavimas yra viena i§ pirmaujanéiy biotechnologiniy priemoniy, skirty pagerinti antriniy
metabolity iSeigg augaly in vitro sistemose [6]. Elicitavimas — tai augaly gynybinis mechanizmas,
kuris apgina augala nuo aplinkoje esanCiy grésmiy, tokiy kaip patogeny, zolédziy, sausros,
druskingumo, UV spinduliy poveikio [4]. Augalai yra plastiski organizmai, kurie prisitaiko prie
abiotinio ir biotinio streso [7]. Tokius pavojaus signalus jie suvokia per savo receptorius ir jutiklius,
suaktyvindami gynybines reakcijas Siems stresams neutralizuoti [4]. Augalai atpazjsta i§ patogeno
kilusius elicitorius per receptorius, sujungtus su plazmos membrana, ir kaip gynybinis atsakas
aktyvuoja mazos molekulinés masés antimikrobiniy junginiy gamyba. Sie fitoaleksinai yra
susintetinami ir kaupiami augaluose tik po saly¢io su patogeniniais mikrobais. Vidinj tarpininkavima
tarp antriniy metabolity sintezés ir iSoriniy streso signaly sukuria metilzasmonatas, salicilo rugstis ir
jy dariniai [16]. Siy elicitoriy molekulés stimuliuoja gynyba ir streso sukeltus atsakus augaluose. Jie
gali buti iSgaunami i§ pacéiy patogeny (egzogeniniy elicitoriy: chitino, chitozano ir gliukano) arba,
kuriuos iSskiria augalai, veikiami patogeno (endogeniniai elicitoriai: pektinas, pektino riigstis,
celiuliozé ir kiti polisacharidai). PrieSingai nei Sie biotiniai elicitoriai, taip pat yra abiotiniy elicitoriy,
kurie veikia kaip fiziniai agentai (Saltis, karStis, UV spinduliai ir osmosinis slégis) ir cheminés
medziagos (etilenas, grybeliai, antibiotikai, druskos ir sunkieji metalai). Elicitoriai reguliuoja geny
ekspresija reaguodami j cheminius ir fiziologinius dirgiklius. Jie taip pat reguliuoja fermenty sinteze
ir kartu skatina daugybés antriniy metabolity, tokiy kaip flavonoidy, alkaloidy, terpenoidy, tioniny,
fenilpropanoidy ir polipeptidy susidaryma [7]. Be jy augaly gynybinés reakcijos vaidmens, Sie
junginiai pasizymi svarbiomis farmakologinémis savybémis. Augaly gebéjimas kovoti su biotiniais
ir abiotiniais stresais taikant antrinj metabolizmg yra pagrindiné elicitavimo dogma [4].

1.3.1. Elicitoriai

Elicitorius gali biiti aplinkos veiksnys arba signalo molekulé, kuri aktyvuoja signalo perdavimo
kaskada, kuri biotechnologiniu poziliriu tarpininkauja geny, susijusiy su antriniy metabolity
biosinteze, raiska. Elicitoriai daugiausia skirstomi j tris kategorijas pagal jy kilme j: biologinius,
cheminius ir fizikinius. Biologiniai elicitoriai daugiausia yra mikroorganizmy lasteliy sieneliy
komponentai (chitinas, chitozanas ir gliukanai) ir angliavandeniai, tokie kaip poli- ir oligosacharidai,
gaunami i$ augaly lgsteliy sieneliy (pektinas, pektino riigstis ir celiuliozé) [4]. Poli- ir oligosacharidai
yra labiausiai iStirtos signalinés molekulés, sukeliancios elicitavimo biidus, nes Sie junginiai gali
veiksmingai sukelti ] patogeno invazijg panaSias augaly gynybines reakcijas. Po elicitavimo visame
augale sistemingai inicijuojami metaboliniai pokyciai, siekiant suaktyvinti jgimta augalo imuning
sistemg ir taip pat paruosti augalg streso sukeltoms problemoms [17]. Be to, augaly apsaugos
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suaktyvinimo junginiai, tokie kaip salicilo ragstis, zasmonato ragstis, metilzasmonatas [18] ir azoto
oksidas, kurie tarpininkauja gynybos reakcijose taip pat gali biiti elicitoriais [19]. Neorganiniai
agentai — sunkieji metalai, metaly jonai ir metaly oksidai, gali buti cheminiais augaly metabolizmo
skatina fermentinj aktyvuma ir antrinj metabolizmga [4]. Kadangi farmakologiskai naudingi antriniai
metabolitai paprastai kaupiasi iSoriniuose augalo organuose ir dalyvauja gynybos reakcijose j
patogeno iSpuolius, didesnis démesys skiriamas biotiniam elicitavimui [6]. Kulttros tipas, labiau nei
elicitoriaus tipas, apibudina elicitavimu sukeliamus junginius Hypericum perforatum L. Hipericinai
yra dazniausiai elicitoriy suzadinti junginiai daigy ir tigliy kulttrose. Lasteliy suspensijos, kaliaus ir
Sakny kultiiros daugiausia suformuoja flavonoidus ir ksantonus [4]. Be kulttiros tipo, dar keli kiti
veiksniai turi jtakos elicitavimo sékmei, jskaitant elicitoriaus tipg, koncentracija, inkubacijos salygas
ir elicitoriaus veikimo trukme [5]. Ivair@is biotiniai ir abiotiniai elicitoriai, iSbandyti siekiant

manipuliuoti Hypericum perforatum L. antriniu metabolizmu, yra suskirstyti paveiksle
(zr. 1.3 pav.) [4].
CHEMINIAI FIZIKINIAT ‘
Sunkieji metalai UV
Acto rigstis OZ(?H?S -
Nano oksidai I:ohetllenghk olis
Sviesos stiprumas ‘
I ABIOTINIAI VEIKSNIAIL
GRYBELIAI  ¢mms | BIOTINIAI VEIKSNIAI s =~ HORMONAI
Colletotrichum Salicilo rigstis
Aspergillus l l Zasmono rigitis
Fusarium SACHARIDAI BAKTERIJOS Metilzasmonatas
Phyvtophthora Chitozanas Agrobacterium Azoto monoksidas
Chitinas ‘ tumafaciens ‘
Pektinas Agrobacterium
Mananas rhizogenes

1.3 pav. Biotinés ir abiotinés kilmés elicitoriai, skirti reguliuoti Hypericum perforatum L. antrinj
metabolizma [4]

Elicitoriy panaudojimas pavaizduotas 1.4 paveiksle. Jie naudojami augaly gynybiniy sistemuy,
antriniy metabolity enzimologijos ir reguliavimo tyrimams, taip pat tiksliniy medziagy iseigai
padidinti.
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sistemy tyrimai l l

Antriniy metabolity

Tiksliniy medZiagy
iSeigos didinimas

Antriniy metabolity

enzimologijos tyrimai reguliavimo tyrimai

1.4 pav. Elicitoriy panaudojimas
1.3.2. Elicitavimo mechanizmas

Elicitavimo mechanizmas yra labai sudétingas dél vykstanéiy biocheminiy procesy gausos. Visi §ie
mechanizmo procesai skiriasi atsizvelgiant j elicitoriy kilme, specifika, koncentracijg, augaly augimo
ciklo stadija, maistiniy medziagy jsisavinima ir fizikocheming sgveikos aplinka. Sudétinga pasitlyti
universaly elicitavimo mechanizmo modelj, ta¢iau kalcio jony srautas, reaktyviyjy deguonies formy
(ROS) inaktyvinimas ir mitogeny suaktyvintos baltymy kinazés (MAPK) fosforilinimas yra pradiniai
mechanizmai, kuriuos sukelia didZioji dalis elicitoriy ir augalo lasteliy sgveiky (Zr. 1.5 pav.). Vélesniy
procesy, tokiy kaip transkripcijos veiksniy, sukelian¢iy augaly antrinj metabolizma, aktyvavimas yra
patvirtinti moksliniuose tyrimuose. Pradinis augalo atsakas j elicitorius yra jony mainai, pavyzdziui,
K*/CI" jony istekéjimai ir Ca?*/H* jony jtekéjimai. Ca®* jony jtekéjimas yra laikomas svarbiausiu
procesu dél jo jvairaus jsitraukimo ] fiziologinius ir lgstelinius procesus. ROS generavimas yra dar
vienas svarbus reiSkinys augaly gynybiniame atsake, kaip ir NADPH oksidazés bei kity oksidaziy
poveikis augaly Igstelése [4].

NADPH oksidazé

Ca?, = D
\ \ Signalinés molekulés».gi
(SA, JA, MeJA ir kt.) .
Ca? ROS / -
Elicitorius l& ‘L / \ 3 Y’
Ca%t RO5€----rrrencammne-D LRES ‘q’
¢ Receptorius aktyvacija ()
® \ / Jonu kanalas -
G-baltymo
K'Clre——+—> H* aktyvacija f o —x 4
Citoplazminis - Geny ekspresija
partgstéjimas ¢ S
Transkripcija

AC, fosfolipazé A, C, D (PLA, PDC, PLD)

v

cAMP, IP3 ir DAG Transliacija
Enziminés reakicjos

ANTRINIS METABOLIZMAS € —

1.5 pav. Molekulinis elicitavimo mechanizmas [4].
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Kadangi antriniy metabolity elicitavimo potencialas skiriasi pagal kultiry tipus, elicitorius, veikimo
salygas ir kitus parametrus, bitina atlikti papildomus tyrimus, siekiant optimizuoti geriausius
metodus. Reikia suprasti medziagy apykaitos budus, kurie lemia specifiniy antriniy metabolity
susidaryma. I$skyrus flavonoidinj btida, sudétingi biosintetiniai bidai, ypa¢ iSplétoti Hypericum spp.,
néra iki galo suprasti. Informacijos apie dalyvaujancius fermentus ir genus bei apie transkripcijos
veiksnius ir pagrindinius jungiklius, kontroliuojancius $iuos budus, trikumas, yra pagrindiné klititis
efektyviam Hypericum perforatum L. elicitavimui. Tikimasi, kad lyginamieji transkriptominiali,
metabolominiai ir proteominiai tyrimai, atlikti tiek su kontrolinémis, tiek su elicitoriais paveiktomis
kaliaus kultGromis, leis geriau suprasti elicitavimo mechanizma [4].

1.4. Kaliaus kultiros

Augaly kaliaus kultiros pirmg kartg buvo sukurtos Gotliebo Haberlandto (1854-1945), XX a.
pradzioje. Ketvirtajame ir septintajame deSimtmeciuose, dél techninés pazangos, buvo toliau
tobulinami augaly audiniy auginimo metodai, siekiant istirti lasteliy elgseng: citologija, mityba,
metabolizmg, morfogenezg, embriogeneze ir patologija. Nuo septintojo deSimtmecio pradéta dométis
antriniy metabolity biosinteze. Atsiradus genais pagrjstiems technologiniams metodams, buvo
sukurtos naujos kaliaus kultiiry ir kity augaly audiniy taikymo technologijos.

Kaliaus kulttiros gali biiti embriogeninés arba neembriogeninés. Embriogeninése kaliaus kulttrose
yra diferencijuotos embriogeninés lastelés, kurios regeneruoja istisus augalus. Neembriogeninése
kaliaus kultirose yra homogeniniy, diferencijuoty lasteliy, kurios naudojamos antriniams
metabolitams gaminti. Kaliaus kultiros skirstomos j kulttras, kurios auga kompaktiska forma ir
kultaras, kurios yra purios. Naujausioje koncepcijoje teigiama, kad augaly lastelés nediferencijuoja
i§ naujo ir kalius susiformuoja i$ jau egzistuojan¢iy kamieniniy Igsteliy.

Pagrindiniai Igsteliy kultiiry sistemy privalumai, lyginant su jprastu, natiiraliu augaly auginimu, yra:

e pasirinktas augaly kaliaus kulttiras galima suformuoti nepriklausomai nuo isoriniy veiksniy
(dirvoZemio sudétis ar klimato);

e kultivuojamos lastelés neuzsikre¢ia mikroorganizmais, vabzdziais ir kenkéjais;

e Dbet kurio augalo lgstelés — net rety ar nykstanciy rasiy, gali baiti auginamos ir i§ jy gaunami
antriniai metabolitai;

e antriniy metabolity gamybos reguliavimas bioreaktoriuose sumazina sgnaudas ir pagerina
produktyvuma [7].

1.4.1. Kaliaus kultiry formavimas

Augaly audiniy kultiiry formavimas yra pagrindinis metodas, taikomas mokslo ir komercinéms
reikméms. Sios kaliaus lastelés gali bati kultivuojamos in vitro ir pritaikomos biotechnologiskai.
Kaliaus kulttiroms auginti gali biiti naudojama beveik bet kuri augalo dalis [20]. I$ augaly audiniy
paimti eksplantai 1étai auga in vitro j lasteliy mase, kuri bina nuo amorfinés, bespalvés ir zalsvos iki
$viesiai rudos spalvos. Si lasteliy masé auga tik tada, kai ji gauta steriliomis salygomis, i§vengiant
mikrobinés infekcijos ir auginta ant kieto gelio terpés, papildytos augimo fitohormonais [21].
Reguliariai perkeliant Igsteles i$ senos terpés j Sviezig, kaliaus kultaras galima laikyti in vitro neribota
laikg. Diferencijuotos augaly lastelés ir kultivuojamos augaly kaliaus kultiiry lastelés labai skiriasi.
Augaly kaliaus kulttry lastelés yra panasios j nediferencijuotas meristemines lasteles [22]. Kaliaus
kultiiros vystosi ne i§ pavieniy atskiry lgsteliy, bet i§ nevienaly¢iy struktiiriniy audiniy. Kaliaus
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kultiry palaikymo laboratorinés sglygos jvairioms riiSims yra skirtingos, todél jos turi biiti
optimizuotos kiekvienu atskiru atveju. ISoriniai veiksniai, tokie kaip Sviesa, temperatiira, terpés pH ir
kultiry aeracija, turi jtakos antriniy metabolity biosintetinimui [7]. Kaliaus kultiros gali
diferencijuoti j istisus augalus, jei parenkama tinkama auginimo terpé. Nors kai kurioms kaliaus
kultiroms reikia tamsos, kitos kaliaus kultiros auga tam tikromis dienos ir nakties salygomis
(pavyzdziui, 16 val. Sviesa, 8 val. tamsa). Kaliaus kultiiros paprastai auga 25+2 °C temperatiiroje,
nors yra atlikty tyrimy, kad Hypericum perforatum L. yra atsparus $al¢iui augalas ir, kad zema (15 °C)
temperatiira skatina kaliaus kultiiry augima, hiperforino biosinteze ir su juo susijusig geny ekspresija,
taip pat pagrindiniy bioaktyviyjy junginiy (flavonoidy ir fenoliniy medZziagy) kaupimasi Hypericum
perforatum L. daiguose [22].

1.4.2. Kaliaus kultiiry auginimo terpés

Tipiskos, daznai naudojamos maitinamosios kaliaus kulttiry auginimo terpés yra Murashige ir Skoog
(MS) terpé, White's terpé ir sumedéjusiy augaly terpé. Daugeliu atvejy j terpe reikia pridéti specifiniy
augimo fitohormony kaliaus augimui stimuliuoti. Antriniy metabolity gamybai optimizuoti,
pageidautina, kad buty naudojamos dvi terpés: viena terpé lgsteliy auginimui, kita — antriniy
metabolity susidarymui. Paprastai kaliaus kultliros auginamos kietoje agaro terpéje, papildytoje
specifinémis maistinémis medziagomis, druskomis, vitaminais ir elementais (pavyzdziui, azotu,
fosforu ir kaliu). Apskritai, didelé amonio jony koncentracija slopina antriniy metabolity susidaryma,
0 mazinant amonio azoto kiekj, antriniy metabolity susidarymas padidéja [7]. Neorganinis fosfatas
yra biitinas fotosintezei ir glikolizei. Didelis fosfaty kiekis skatina Igsteliy augima ir pirminj
metabolizmg, o maza fosfaty koncentracija skatina antriniy metabolity susidarymg. Daug antriniy
metabolity susidaro dél fosforilinty tarpiniy produkty, kurie véliau i$skiria fosfata, kuriy pavyzdziais
gali buti fenilpropanoidali ir terpenoidai [23].

1.5. Farmacija

Daugybe farmakologiniy ir klinikiniy tyrimy parodé, kad paprastosios jonazolés ekstraktai pasiZymi
jvairiomis farmakologinémis savybémis, jskaitant antidepresinj, prieSuzdegiminj, antivirusinj,
prie§vézinj ir antibakterinj poveikj, todél Siuo metu Hypericum perforatum L. yra vienas
yra jtraukta j Europos ir JAV farmakopéjas. Siekiant gauti kokybiSka biomase bei patenkinti vis
didéjancius farmacijos pramonés poreikius, jonazolé yra auginama daugelyje Saliy [4]. Svarbus
i88tkis farmacijos pramonei yra vienodos fitocheminés Hypericum perforatum L. preparaty sudéties,
efektyvumo ir saugumo uztikrinimas [1]. Augalai, augantys in vivo salygomis, paprastai yra veikiami
biotiniy ir abiotiniy veiksniy, kurie gali paveikti fitocheming sudétj [4]. Taip pat, antriniy metabolity
kokybinius ir kiekybinius svyravimus lemia ekologiniai, aplinkos, fiziologiniai ir genetiniai veiksniai,
taip pat uzterStumas vabzdziais ir patogenais [1]. Pavyzdziui, Hypericum perforatum L. augalai, gauti
1§ skirtingy geografiniy regiony, sezony, dirvozemio salygy, zenkliai skiriasi savo fitocheminiu
profiliu [24]. Kadangi jonazolés ekstrakty farmakologinj potencialg daugiausia lemia jos fitocheminé
sudétis ir svarbiy junginiy santykis, tokie pokyciai gali paveikti ekstrakty gydymo efektyvuma.
Jonazolés in vitro kaliaus kulttros, auginamos kontroliuojamomis sglygomis, gali iSspresti Sias
problemas ir tapti patrauklia alternatyva auginimui lauke [4]. Be to, medicininiais tikslais
kultivuojamiems Hypericum perforatum L. augalams subresti reikia mazdaug 2 mety ir auginimo
optimizavimo, o tai reikalauja daug laiko ir dideliy kasty [1]. Nors daugelyje tyrimy buvo pranesta
apie manipuliavimg paprastosios jonazolés antriniu metabolizmu eicitavimo biidu, labai nedaug
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autoriy i$ tikryjy i8bandé paveikty junginiy ir ekstrakty, i§ apdoroty Igsteliy, farmakologines savybes
[4]. Hypericum perforatum L. ekstraktai tickiami kapsulémis, tabletémis ir dengtomis tabletémis [3].
Komerciniy jonazolés preparaty efektyvumas grindziamas viso metabolity miSinio sinergetiSkumu, 0
ne vieneto sudétimi [1]. Jprasta paros dozé yra nuo 500 iki 1200 (mg) sauso ekstrakto. Daugelyje
Saliy Hypericum perforatum L. produktai yra parduodami kaip maisto papildai, kuriems, kaip
sintetiniams vaistams, netaikomas grieztas patikrinimas dél saugumo ir veiksmingumo [25]. Europos
bendrijoje jie yra tiek maisto papildai, tiek vaistai. Be produkcijos efektyvumo ir tvarumo, turi buti
jrodytas efektyvumas, saugumas ir kokybé. Raudonajame saraSe, Vokietijoje, licencijuoty vaisty
saraSe, yra mazdaug 40 Hypericum perforatum L. preparaty [3].

1.6. Pramoniné gamyba

Augantis Hypericum perforatum L. vaisty vartotojy skai¢ius nuolat didina pasaulinés rinkos Zaliavy
paklausg. Aukstos kokybés augalinés medziagos gamybai dideliais kiekiais neigiamg jtaka daro
nekontroliuojami veiksniai, tokie kaip klimato svyravimai, kintan¢ios dirvoZzemio savybés, augaly
ligos ir genotipiniai pokyciai. Procesai po derliaus nuémimo — dziovinimas, sandéliavimas ir
ekstrahavimas taip pat turi neigiamos jtakos aukstos kokybés augalinés medziagos gavimui [26].
Pavyzdziui, iStirta, kad hiperforino ir hipericino kiekiui neigiamos jtakos turi S§viesos intensyvumo ir
temperatiiros sumazéjimas. UzterSimo rizika taip pat yra didelis isSukis. Yra praktikos, kad
Hypericum perforatum L. preparatai buvo uztersti kepenims toksiskais pirolizidino alkaloidais, dél
netycinio, kartu auganéiy piktzoliy derliaus, todél vaisty partija buvo prarasta [3].

Dabar ypa¢ aktualus sukaupty ziniy ir in vitro tyrimy perkélimas j didesng gamybg. Natiralius
produktus sunku susintetinti, todél mokslininkai ieSko galimybiy tvariai ir ekonomiskai biomasés
gamybai ir perdirbimui biofermentatoriuose dideliais Kiekiais, 0 tai buty patraukli fitochemikaly
gamyba komerciniais tikslais [27]. Surenkama vis daugiau informacijos apie pageidaujamy nattraliy
produkty biosintetinius budus, kurie dar labiau skatina bioinzinerijos ir biotechnologijos metody
plétra, vaistiniy augaly kaliaus kulttiry srityje [28].

Sakny kultiiros yra patrauklios auginimo sistemos plagiam fitocheminiam profiliui gauti, taip pat jos
yra lengvai valdomos biomasés didinimui bioreaktoriuose. Paprastosios jonazolés kaliaus kulttiros,
suformutos i$ Sakny eksplanty, gali biiti naudojamos tiek ksantonams, tiek hipericinui gaminti [29].
Saknyse néra chlorofilo, kurio paprastai yra figliy kult@rose ir kuris trukdo grynininimo procesams,
pavyzdziui, ekstrahavimui. I$ kitos pusés, $aknys yra biologinés sistemos, jautrios hidromechaninei
Slyties jtampai, todél tinkamo bioreaktoriaus pasirinkimas yra i$8tkis [3]. Antriniams metabolitams
i§skirti ir isgryninti naudojami cheminiai paruoSiamieji metodai yra vienodi, tick augaly lasteliy
kultiroms, tiek natiiraliai augantiems augalams. Jei susidare produktai patenka j auginimo terpe, juos
atskirti yra paprasta, o jei jie laikomi vakuolése, reikia suardyti augaly lasteliy membranas ir
tonoplastus (pavyzdziui, permeabilizuojan¢iomis medziagomis, tokiomis kaip dimetilsulfoksidas).
Optimizuojant norimy gauti fitochemikaly gamyba, reikia padidinti jy iSeigg ir kuo labiau sumazinti
nepageidaujamy Salutiniy produkty kiekj [7]. Augimo salygas galima optimizuoti keifiant
kultivavimo terpés sudétj, elicitoriy ir augimo fitohormony koncentracijas bei santykius, taip pat
maitinimas prekursoriais gali padidinti aktyviy farmokologiniy ingredienty kaupimgsi Sakny
kultiirose. Neseniai atliktas mokslininky bandomasis kultivavimas 500 litry bioreaktoriuje, kuriame
buvo iSauginta Hypericum perforatum L. Sakny kultiros biomasé, skirta hipericinui gaminti [3].
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Nepaisant naujos galimybés skatinti jvairiy rasiy bioaktyviy junginiy susidarymg paprastosios
jonazolés lasteliy ir audiniy kulttirose elicitacijos buidu, pramoninis elicitavimas ir panaudojimas dar
yra pradinéje stadijoje. Susirlipinimg kelia dideliy aseptinés biomasés kiekiy gamyba. Tinkamy
kultivavimo bioreaktoriy pasirinkimas ir elicitavimo priemoniy optimizavimas yra pagrindinés
tolimesnés inovacijos [3].

1.7. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas

Galima tikétis, kad ateityje biologiskai inZineriniy augaly paklausa padidés [7]. Siuo metu svarbiausi
Hypericum perforatum L. biotechnologijos aspektai yra svarbiy bioaktyviy molekuliy koncentracijos
padidinimas ir naujy junginiy gamyba [4]. Augalo Igsteliy kultiiros sistemy ir molekulinés biologijos
plétra sitilo daugybe budy pagerinti bioaktyviy junginiy gamybg. Sitlomi biidai yra: Igsteliy linijy
atranka, lgsteliy imobilizacija, permeabilizavimas, prekursoriy, augimo fitohormony naudojimas,
produkty sekrecija, biotransformacija, metaboliné inzinerija, bioreaktoriy inzinerija, sintetiné
biologija ir elicitavimas. Augimo fitohormony naudojimas ir elicitavimas yra viena i§ strategijy,
skirty padidinti antriniy metabolity gamybg. Tokiose augaly risyse, kaip Hypericum perforatum L.,
metabolizmo inzinerijos ir sintetinés biologijos jrankiai vis dar sudétingai pritaikomi, dél veiksmingy
transformacijos metody ir genetinés informacijos apie biosintetinius budus trukumo. Taigi,
paprastosios jonazolés tyrimuose, labai svarbi bioaktyviy junginiy gamyba, naudojant augimo
fitohormonus ir elicitavimg in vitro kaliaus kultiiry sistemose [4].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tiriamoji medziaga

Baigiamojo tiriamojo projekto metu tirta paprastoji jonazolé (Hypericum perforatum L.) in vitro bei
in vivo.

2.2. Reagentai

Baigiamojo tiriamojo projekto metu naudoti reagentai: metanolis (CH3OH), FRAP reagentas, acetato
buferis, TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas), FeClz-6H.O, FeSO4-7H,0, natrio fosfatinis buferis,
Ks[Fe(CN)e], trichloracto ruigstis, FeCls, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas), K/Na fosfatinis
buferis, ditiotritolis (DTT), PMSF (fenilmetilsufonilfluoridas), vandenilio peroksidas (H203),
DMSO, polivinilpirolidonas, Tris-HCI buferis, L-metioninas, nitromélynasis tetrazolis, Tritonas
X-100, riboflavinas, tiobarbittiriné rugstis, etanolis (C2HsOH), acetonas, Folino-Kiokalto reagentas,
natrio karbonatas (Na2COs), tanino rugstis, lediné acto ragstis, ninhidrinas, HsPOa, L-prolinas,
albuminas, Bradfordo reagentas.

2.3. Aparatira
Baigiamojo tiriamojo projekto metu naudota aparatiira:

e pH-metras ,,Winlab‘;

e autoklavas ,,Certoclav;

e laminaras ,, Telstar BV-100*;

e termostatas ,,Binder*;

e termostatuojamas kratytuvas ,,Biosan ES-20%;
e termostatuojama vandens vonelé ,,Biosan®;

e centrifuga ,,Universal 320 R*;

e spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280.

2.4. Jonazolés (Hypericum perforatum L.) sékly paruosimas

Jonazolés (Hypericum perforatum L.) séklos sterilintos 70 % C2HsOH tirpale, 5 sek. Po to jos
perkeltos i 1,5 % NaClO tirpalg ir ten laikytos 20 min. Véliau séklos 3 kartus plautos steriliu
dejonizuotu vandeniu. Visi Sie veiksmai atlikti laminare, kuriame UV spinduliuote sterilinta darbo
vieta, taip pat atlikta papildoma pavirsiy dezinfekcija 70 % C2HsOH tirpalu.

2.5. Maitinamyjy terpiy paruoSimas

Jonazolés (Hypericum perforatum L.) sékly daiginimui ir kaliaus kultiry formavimui pasirinkta
labiausiai paplitusi augaly auginimo terp¢, naudojama laboratorijose eksperimentams su augaly
lasteliy kultdromis — Murashige ir Skoog (MS). Sioje maitinamojoje terpéje gausu nitraty, kalio ir
amonio jony. ISsami Sios terpés sudétis pavaizduota 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Murashige ir Skoog terpés sudétis

Reagentai | Koncentracija tirpale, mg/l | Koncentracija terpéje, mg/l
Makroelementai

NH4NO3 33000 1650

KNO3 38000 1900
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2.1 lentelés tesinys

CaCl, 2H,0 8800 440
MgS0O4-7H,0 7400 370
KH;PO, 3400 170
Mikroelementai

KJ 166 0,83
Hs;BO3 1240 6,2
MnS0O4-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7H0 1720 8,6
Na;Mo0O4-2H,0 50 0,25
CuS04-5H,0 5 0,025
CoCl,'6H0 5 0,025
Gelezies $altinis

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

Mioinozitolis 20000 100
Nikotino riigstis 100 0,5
Piridoksinas-HCI 100 0,5
Tiaminas-HCI 100 0,5
Glicinas 400 2
Sacharozé 30000
Agaras 5

Ruosiant skirtingas terpes jvairioms kaliaus kultiroms suformuoti, j tuscias talpas supilti makro ir
mikroelementai, gelezies Saltinis, organiniai priedai, skirtingi fitohormonai, salicilo rugstis ir suberta
sacharozé. Tyrimams naudoty fitohormony sarasSas iSvardintas 2.2 lenteléje. Visi Sie terpiy elementai
iStirpinti vandenyje ir naudojant ,,Winlab* pH-metrg iSmatuotas terpiy pH, kuris augaly kultiroms
turi buti lygus 5,7. Prireikus, terpiy rigstingumas ir Sarmingumas atitinkamai kei¢iamas naudojant
0,1 N NaOH ir 0,01 N H2SOq tirpalus. Atlikus $iuos zingsnius — j terpes Subertas ir gerai iStirpintas
agaras.

2.2 lentelé. Fitohormonai, naudoti skirtingoms MS terpéms

Rasis Cheminis pavadinimas Sutrumpinimas
Auksinas 3-indolilacto ragstis IAR
Auksinas 3-indolilbutano rigstis IBR
Auksinas 1-naftilacto ragstis NAR
Auksinas 2,4-dichlorfenoksiacto rugstis 2,4-D
Citokininas? 6-benzilaminopurinas BAP
Citokininas? 6-furfurilaminopurinas Kinetinas
Citokininas® 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il-uré¢ja) | Tidiazuronas (TDZ)
Elicitorius Salicilo rugstis SA

& — sintetinis analogas

b

— nataralus citokininas

Paruo$tos maitinamosios terpés autoklavuotos ,,Certoclav autoklave, 120 °C temperatiroje, esant
0,751 atm slégiui 15 min ir iSpilstytos j Petri 1éksteles laminare, steriliomis saglygomis ir paliktos
sustingti. Reagenty kiekiai, reikalingi 300 ml MS terpés (12 Petri 1éksteliy) paruosimui, i§vardinti
2.3 lentel¢je.
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2.3 lentelé. MS terpés reagenty kiekis, paimamas i$ pradiniy tirpaly

Reagentai Reagenty kiekis 300 ml terpei paruosti
Makro druskos 15 ml

Mikro druskos 1,5ml

Fe-EDTA 1,5ml

Sacharozé 9¢g

Agaras 1549

Organiniai priedai 1,5ml

2.5.1. Augimo fitohormony tirpaly paruoSimas

Ruostas pradinis augimo fitohormono tirpalas 0,1 (mg/ml). 10 mg augimo fitohormono buvo suberta
] matavimo kolbg ir iStirpinta 10 ml distiliuoto vandens. Istirpus milteliams, tirpalas praskiestas iKi
100 ml. Paimtas tirpalo turis apskaiciuotas pagal 2.1 formule:

X=Ci-V:-C (2.1)

Cia X — reikalingas paimti tirpalo tiiris i§ pradinio tirpalo, ml;
C1— norima gauti galutiné tirpalo koncentracija, mg/I;

V — praskiedimo tiris, I;

Cz — pradinio tirpalo koncentracija, mg/ml.

2.6. Jonazolés (Hypericum perforatum L.) kaliaus kultiiry formavimas

Jonazolés kaliaus kultiiros pradétos formuoti atvésus bei sustingus mitybinei terpei. Sterilios
jonazolés séklos buvo pasétos j Petri 1éksteles, laminare, dezinfekavus darbo vietg ir naudojant sterily
pinceta bei spiriting lempute, aseptinéms Sglygoms palaikyti. MS terpéje uzaugus jonazolés daigams,
jie steriliu skalpeliu buvo suskaidyti j Sakny, stieby ir lapy eksplantus, kurie buvo perkelti j MS terpes,
papildytas skirtingais augimo fitohormonais bei elicitoriais, varijuojant jy deriniais ir
koncentracijomis. Sékmingam kaliaus kultiiry formavimuisi taip pat svarbi §viesa ir temperatiira.
Petri 1ékstelés buvo laikomos kambario temperatiiroje (20-22 °C), iSlaikant 24 valandy fotoperioda.
Jonazolés eksplantai kas tris savaites perkelti j Sviezig terpg. Susiformavus kaliaus kultiroms, jos
buvo dziovintos, smulkintos ir naudotos tyrimams.

2.7. Jonazolés (Hypericum perforatum L.) antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
2.7.1. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimo metodas paremtas bespalvio Fe3*-TPTZ junginio peréjimu j
mélyng Fe?*-TPTZ.

Ekstrakto paruoSimas: 0,1 g augalinés Zaliavos ekstrahuota 5 ml CH3OH ir inkubuota vandens
voneléje (45 °C), 30 min. Tada atliktas ekstrakto centrifugavimas 9000 aps/min grei¢iu, 10 min,
palaikant 4 °C temperatiira.

Tiriamojo méginio paruo§imas: méginiai (20 pl jonazolés ekstrakto ir 80 ul CH3OH) sumaisyti su
3 ml FRAP reagentu, kuris ruostas i§ 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mM TPTZ ir 20 mM
2,5 ml FeCls-6H20. Gautas reakcijos miSinys matuotas spektofotometru, 593 nm bangoje.
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Kalibracinés kreivés paruoSimas: skirtingy koncentracijy (5, 10, 15, 20, 25 pumol/l) FeSO4-7H20
tirpalai sumaisyti su 3 ml FRAP reagentu ir praskiesti vandeniu iki 10 ml. Tirpaly matavimai atlikti
spektorofotometru, 593 nm bangoje.

Bréziamas Sviesios sugerties priklausomybés nuo Fe (II) koncentracijos grafikas ir iSvesta tiesiné
lygtis, pagal kuria apskaiciuota Fe (II) koncentracija (umol/l). Kuo didesné Fe (11) koncentracija, tuo
didesnés antioksidacinés savybés [30].

2.7.2. Redukciniy savybiy jvertinimas

Ekstrakto paruoSimas: 0,1 g augalinés zaliavos ekstrahuota 5 ml CH3OH ir inkubuota vandens
voneléje (45 °C), 30 min. Gautas ekstraktas centrifuguotas 9000 aps/min greic¢iu, 10 min, palaikant
4 °C temperatiira.

Tiriamojo méginio paruoSimas: j 0,5 ml, 0,0025 g/ml koncentracijos ekstrakty méginius supilta
1,25 ml 0,2 M natrio fosfatinio buferio ir 1,25 ml 1 % Ks[Fe(CN)s]. Tada méginiai sumaisyti ir
inkubuoti 50 °C temperatiiroje, 20 min. Po to pridéta 1,25 ml 10 % trichloracto rtgsties, sumaisyta ir
centrifuguota 9000 aps/min grei¢iu, 10 min, 4 °C. 1,25 ml nucentrifuguoto tirpalo sumaisyta su
1,25 ml distiliuoto vandens ir 0,25 ml 0,1 % FeCls. Sviesos sugerties matavimai atlikti
spektrofotometru, 700 nm bangoje. Didesné S$viesos sugertis reiskia didesnes redukcines
savybes [31].

2.7.3. Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal DPPH metoda

Antioksidacinio aktyvumo jvertinimo metodas paremtas spalvine reakcija, kurios metu antioksidantas
atiduoda vandenilio atomg ir violetinés spalvos DPPH radikalas virsta j redukuota DPPH forma,
violetiné spalva iSblunka.

Ekstrakto paruosimas: 0,2 g augalinés zaliavos uzpilta 2 ml CH3sOH ir homogenizuota 10 min. Gautas
ekstraktas centrifuguotas 9000 aps/min grei¢iu, 10 min, 4 °C.

Tiriamojo méginio paruoSimas: 77 ul nucentrifuguoto ekstrakto sumaisyta su 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo, kuris buvo ruostas istirpinant 0,0024 g DPPH radikalo 100 ml talpos matavimo kolboje,
metanolyje.

Palyginamojo méginio paruoSimas: 77 pl CH3OH sumaiSoma su 3 ml DPPH etaloninio tirpalo.

Tirpalai laikomi tamsoje, 15 min. Praéjus nustatytam laikui, spektrofotometru atlikti tirpaly $viesos
sugerties matavimai 515 nm bangoje.

Antioksidacinis aktyvumas jvertintas pagal 2.2 formulg, iSmatavus ir apskaiciavus kiek procenty
stabilaus DPPH radikalo neutralizavo augalinéje medZiagoje esantys fenoliniai junginiai:

Slopinimas (%) = "= - 100 (2.2)
b

Cia A, — i¥matuota tiriamojo tirpalo $viesos sugertis;
Ap — iSmatuota palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis [32].
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2.8. Antioksidaciniy fermenty aktyvumo jvertinimas
2.8.1. Katalazés aktyvumo jvertinimas

Ekstrakto paruoSimas: 0,1 g augalinés Zaliavos uzpilta 4 ml 0,05 M K/Na fosfatinio buferio, turincio
1 mM DTT, 0,5 PMSF, istirpinto DMSO ir 1-3 mg polivinilpirolidono. Gautas ekstraktas
centrifuguotas 9000 aps/min grei¢iu, 10 min, palaikant 4 °C temperatirg. Centrifugavimas buvo
kartojamas Eppendorf tipo mégintuvélyje.

Tiriamojo méginio paruoSimas: prie§ matavimg spektrofotometru j reakcijos misinj jpilta 0,1 M
0,2 ml H20,. Sviesos sugerties dinamika registruota 3 min, 240 nm bangoje, rodmenys nuimti kas 2 s.

Kalibracinés kreivés paruoSimas: 25 mg albumino iStirpinta 25 ml vandens. 2.4 lenteléje pavaizduoti
imti Zinomo tario (ml) pradinio tirpalo méginiai ir skiesti distiliuotu vandeniu iki 10 ml zymos. |
pirmg mégintuvélj jpilta 0,2 ml distiliuoto vandens, o j 2-9 mégintuvélius po 0,2 ml skiesto albumino
tirpalo. | visus mégintuvélius jpilta 2 ml Bradfordo reagento. Méginiai sumaisyti ir spektrofotometru
matuota jy Sviesos sugertis 595 nm bangoje. Braizyta kalibravimo kreivé, gauta tiesiné lygtis, pagal
kurig apskaiciuota baltymo masé ekstrakto tairyje.

2.4 lentelé. Albumino kalibravimo kreivés sudarymas

Eil. Nr. Albumino pradinio tirpalo tiris, ml Iki 10 ml skiesto tirpalo koncentracija, mg/ml
1 0,2 0,02
2 0,4 0,04
3 0,6 0,06
4 0,8 0,08
5 1,0 01
6 1,2 0,12
7 1,4 0,14
8 1,6 0,16
9 1,8 0,18

Baltymy nustatymas: baltymy koncentracija nustatyta Bradfordo metodu. Paimta 200 pl ekstrakto ir
sumaisyta su 2 ml Bradfordo reagento, §viesos sugertis matuota 595 nm bangoje. Metodas pagrjstas
specifine baltymy saveika su Kumasi briliantiniu méliu ir susidariusio komplekso koncentracijos
matavimu spektrofotometriskai (595 nm bangoje).

Fermento katalazés aktyvumas apskaiciuotas pagal 2.3 formule:

__1000-AE-V
- k-m

A (2.3)

Cia A — katalazés aktyvumas, vnt/mg;

AE — vidutiné $viesos sugerties reik§mé per 1 min;

V — bendras miSinio taris, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas — 32,57

m — baltymo masé preparato ttiryje, apskaiciuota pagal kalibravimo kreive, mg [33].

2.8.2. Fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo jvertinimas

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g augalinés zaliavos uzpilta 4 ml 066 M K/Na fosfatiniamio buferio,
turin¢io 1 mM DTT, 0,5 mM PMSEF, istirpinto DMSO ir 1-3 mg polivinilpirolidono. Méginys
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centrifuguotas 9000 aps/min grei¢iu, 10 min, 4 °C temperatiiroje. Supernatantas pakartotinai
centrifuguotas Eppendorf tipo mégintuvéliuose.

Baltymy nustatymas: 200 pl ekstrakto sumaiSyta su 2 ml Bradfordo reagento. Sviesos sugertis
iSmatuota 595 nm bangoje. Gauta baltymy kiekio kalibravimo kreivé pagal albuming (Zr. 2.5.1.
Katalazés aktyvumo nustatymas), pagal kurig apskai¢iuota baltymo masé ekstrakto tiryje.

Tiriamojo méginio paruoSimas: 40 ul paruosto ekstrakto sumaiSyta su 400 ul 200 mM Tris-HCI
buferiu, 200 ul 10 mM L-metioninu, 200 ul 540 uM nitromélynuoju tetrazoliu, 500 pl 0,1 % Tritonu
X-100, 20 pl 300 uM riboflavinu ir 620 pl distiliuoto vandens. Kontrolinis méginys ruostas taip pat
kaip buvo ruostas tiriamasis méginys, tik be ekstrakto.

Visi méginiai apsviesti liuminescencinémis lempomis 30 min ir atlikti spektrofotometriniai
matavimai 560 nm bangoje. Fermento SOD aktyvumas apskaiciuotas pagal 2.4 formulg:

E
log%)

a log2 - m

(2.4)

Cia A — SOD aktyvumas, vnt/mg;

Ek — kontrolinio méginio Sviesos sugertis;
Et — tirlamojo méginio Sviesos sugertis;

m — baltymo mas¢ preparato tiryje, mg [34].

2.9. Metodai, charakterizuojantys oksidacinj stresa augaluose
2.9.1. Malondialaldehido (MDA) koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruosimas: 0,1 g augalinés zaliavos uzpilta 1,5 ml 20 % trichloracto riigstimi. Ekstraktas
centrifuguotas 9000 aps/min greiciu, 10 min, 4 °C.

Tiriamojo méginio paruoSimas: 0,3 ml supernatanto sumaiSyta su 1,2 ml 0,5 % tiobarbitarine
ragStimi, kuri iStirpinta 20 % trichloracto rigstyje, ir inkubuota 95 °C temperattiroje 30 min, atSaldyta
ir centrifuguota 15 min, 9000 aps/min, 4 °C. Sviesos sugertis i¥matuota spektrofotometru, 532 nm ir
600 nm bangose. MDA koncentracija apskaic¢iuota pagal 2.5 formulg:

__ (Es32 —Egpo) - Ve - 2
Cy = ——— (2.5)

Cia C, — MDA koncentracija, pmol/g;

E — tirpalo Sviesos sugertis;

V. — ekstrakto taris, ml;

V, — ekstrakto turis analizei, ml;

k — molinés ekstinkcijos koeficientas — 156 mM*-cm™;
m — bandinio masé ekstrakcijai, g [35].

2.10. Biologiskai aktyviy junginiy koncentracijos nustatymas
2.10.1. Karotinoidy koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruos$imas: 0,1 g augalinés Zaliavos uzpilta 10 ml 96% C2HsOH.
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Tiriamojo méginio paruoSimas: ekstraktas filtruotas naudojant cilindra, piltuvélj ir filtrinj popieriy.
Nufiltruoto ekstrakto tiiris iSmatuotas cilindru ir, jei reikia, praskiestas 96% C>HsOH tol, kol tirpaly
optinis tankis buvo intervale nuo 0,1 A iki 0,8 A. Filtraty matavimai atlikti spektrofotometru, 662 nm
(chlorofilo a), 644 nm (chlorofilo b) ir 441 nm (karotinoidy) bangose. Pigmenty koncentracija
apskaiciuota pagal (2.6), (2.7), (2.8) formules, karotinoidy kocentracija pagal (2.9) formulg, o bendras
pigmenty kiekis mg/100g buvo apskaiciuotas pagal (2.10) formule:

Chlorofilo a koncentracija (mg/l): Ca= 9,784 Des2 — 0,99D¢44 (2.6)
Chlorofilo b koncentracija (mg/l): Cp = 21,426De4s — 4,65Ds62 (2.7)
Ca+ Cp=5,134D¢62 + 20,436Ds44 (2.8)

Crarotinoidai = 4,695D441 - 0,268 (Ca+ Cp) (2.9)

Pigmenty koncentracija (mg/100g): X = % (2.10)

Cia C — pigmenty koncentracija, mg/I;

X — pigmenty koncentracija, mg/100g;

V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, paimtas praskiedimui, ml;
V> — praskiesto ekstrakto taris, ml;

n —augaliné maseé, g [36].

2.10.2. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Ekstrakto paruo$imas: 0,05 g augalinés Zzaliavos uzpilta 10 ml 70 % acetono, maisyta
termostatuojamame kratytuve 20 min, kambario temperattroje ir centrifuguota 9000 aps/min greiciu,
10 min, 4 °C.

Kalibravimo kreivés paruosimas: 0,0; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 ul standartinio tanino
ragsties tirpalo (25 mg tanino rtgsties istirpinta 25 ml distiliuoto vandens ir praskiesta 1:10 distiliuotu
vandeniu) praskiesta vandeniu iki 500 pl zymos. I visus mégintuvélius jpilta 250 pl 1 N
Folino-Kiokalto reagento (komercinis 2 N reagentas santykiu 1:1 praskiestas su distiliuotu vandeniu,
perpiltas j tamsy indg ir laikytas Saldytuve) ir 1,25 ml 20 % Na.COz tirpalo. Visi mégintuvéliai
sumaiSyti ir inkubuoti kambario temperatiiroje 40 min, pra¢jus nustatytam laikui matuota absorbcija
prie§ tuscig méginj.

Tiriamojo méginio paruos$imas: 0,025 ml ekstrakto praskiesta vandeniu iki 500 pl ir pridéta 250 pl
Folino-Kiokalto reagento bei 1,25 ml 20 % Na,COs tirpalo. Méginys 40 min laikytas tamsoje,
kambario temperatiiroje, po to atlikti Sviesos sugerties matavimai spektrofotometru, 725 nm bangoje.
Bendra fenoliniy junginiy koncentracija (X) mg/100mg apskaiciuota pagal (2.11) formule:

_a-V-100

2.11
v, (2.11)

Cia a — tanino ragsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/ml;
V — pradinis ekstrakto tiiris, ml;

V1 — pradinis ekstrakto tiiris, paimtas praskiedimui, ml;

n — augaliné masé, mg [37].
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2.10.3. L-Prolino koncentracijos nustatymas

Ekstrakto paruosimas: 0,01 g iSdziovintos ir susmulkintos augalinés zaliavos uzpilta 4 ml distiliuotu
vandeniu. Mégintuvélis su augaline zaliava kaitintas 3 min iki virimo temperatdros ir iSkart atSaldytas,
Si procediira kartota dar 2 kartus. Ekstraktas centrifuguotas 10 min, 9000 aps/min greic¢iu, 4 °C.
Gautas ekstraktas praskiestas distiliuotu vandeniu iki 6 ml.

Kalibracinés kreivés paruosimas: 0,0011 g L-prolino istirpinta 10 ml distiliuoto vandens. Imti 0,025;
0,050; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,175 ml L-prolino tirpalai ir skiesti iki 1 ml distiliuotu vandeniu. |
kiekvieng meégintuvelj papildomai jpilta po 1 ml acto riigSties ir 1 ml ninhidridinio reagento.
Ninhidrido reagentas ruostas sumaisius 1,25 g ninhidrino, 20 ml 6 M HsPOyg ir 30 ml acto riigsties.
Meégintuvéliai kaitinti 1 val. verdancioje vandens voneléje ir atSaldyti. Sviesos sugertis matuota
520 nm bangoje.

Tiriamojo ir kontrolinio méginiy paruo$imas: i mégintuvélj jpilta 1 ml ekstrakto, 1 ml acto rugsties,
1 ml ninhidrininio reagento ir mégintuvélis kaitintas vandens voneléje 1 val. Kontrolinis méginys
ruoStas taip pat kaip tiriamasis, tik vietoje 1 ml ekstakto jpilama 1 ml distiliuoto vandens.

Sviesos sugerties matavimai atlikti 520 nm bangoje. L-prolino koncentracija apskai¢iuota naudojant

prolino kalibravimo kreive, pagal 2.12 formulg:

CX — E - K- Vpendras (2.12)
Vpaimta - M

Cia Cx — L-prolino koncentracija, pmol/g;

E — tirpalo $viesos sugertis;

k — L-prolino kiekis, gautas pagal kalibravimo kreive, umol,

Vbendras — bendras ekstrakto turis, ml;

Vpaimta — paimto ekstrakto tiris, ml;

m — vaistinés augalinés zaliavos kiekis, g [48].
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Sio baigiamojo projekto metu suformuotos jonazolés (Hypericum perforatum L.) kaliaus kultiiros
maitinamosiose terpése in vitro, papildytose skirtingais augimo fitohormonais ir skirtingomis
elicitoriaus, salicilo rugsties, koncentracijomis (zr. 3.1 lentelé). Visi baigiamajame projekte pateikti
tyrimy rezultatai buvo gauti Kauno technologijos universiteto, Cheminés technologijos fakulteto,
Organinés chemijos katedros, Biotechnologijos laboratorijoje.

3.1 lentelé. Baigiamojo projekto metu uzaugintos jonazolés

Augalas Aplinka Terpé Fitohormonai Elicitoriai
Jonazolé In vivo Gamta Natdraliai augale esantys Natiraliai augale esantys
JonaZolé In vitro MS skysta BAP (2,5 mg/l) + NAR (0,5 mg/l) -

Jonazolé In vitro MS BAP (0,5 mg/l) -

JonaZzolé In vitro MS kinet. (0,1 mg/l) + IBR (1 mg/l) -

JonaZolé In vitro MS TDZ (1,25 mg/l) + IAR (0,5 mg/l) -

JonaZzolé In vitro MS TDZ (0,05 mg/l) + NAR (0,2 mg/l) -

Jonazolé In vitro MS IAR (1 mg/l) -

JonaZolé In vitro MS 2,4-D (1 mg/l) + BAP (1 mg/l) -

JonaZolé In vitro MS 2,4-D (0,1 mg/l) + BAP (0,5 mg/l) -

JonaZolé In vitro MS 2,4-D (0,9 uM) + kinet. (0,11 uM) -

Jonazolé In vitro MS BAP (0,5 mg/l) SA (1 mM)
JonaZolé In vitro MS BAP (0,5 mg/l) SA (2,5 mM)
JonaZolé In vitro MS BAP (0,5 mg/l) SA (5 mM)

Baigiamojo projekto metu buvo jvertinta augimo fitohormony ir elicitoriy jtaka jonazolés (Hypericum
perforatum L.) kaliaus kultiry formavimuisi in vitro ir biologiniam aktyvumui. Laboratorijoje
suformuotos kaliaus kultiros buvo sudziovintos ir susmulkintos. Atlikti jvairiis tyrimai jonaZolés
kaliaus kulttry biologiniam aktyvumui nustatyti: antioksidaciniai tyrimai atlikti naudojant FRAP,
DPPH metodus, taip pat jvertintos augaly redukcinés savybés. Oksidacinis jonazolés stresas buvo
iStirtas MDA koncentracijos nustatymu. Véliau buvo jvertinti antioksidaciniy fermenty: katalazés ir
superoksido dismutazés aktyvumai. Taip pat nustatyti biologiskai aktyvus junginiai, esantys
jonazoléje (Hypericum perforatum L.): karotinoidai, fenoliniai junginiai ir L-prolinas.

3.1. Jonazolés (Hypericum perforatum L.) daigumo ir kaliaus genezés jvertinimas

Jonazolés (Hypericum perforatum L.) séklos pasétos | sterilig MS terpe. Jonazolés séklos pasétos |
17 Petri 1éksteliy, kiekvienoje 1éksteléje paséta po 10 sékly ir stebétas jy augimas (Zr. 3.1 pav.).

3.1 pav. A — jonazolés sterilios séklos MS terpéje; B — jonazolés daigai po 3 savailiy
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Po 3 savaiCiy buvo atliktas sékly daigumo jvertinimas Kiekvienoje Petri lékstelgje (Zr. 3.2 pav.).
Apskaiciuotas bendras sékly daigumas — 84 %.
100 100

100 100 100
90 90 90 90 90
80 82
70 70 70
60

‘ ‘ ‘ | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Petri lékstelés nr.

120

100

8

o

6

o

Daigumas, %

4

o

2

o

o

3.2 pav. Jonazolés sékly daigumas (%) Petri 1ékstelése

Uzauginti jonazolés (Hypericum perforatum L.) daigai buvo suskaidyti j eksplantus: Saknis, stiebus
ir lapus, kurie buvo perkelti j terpg, papildyta BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l) augimo
fitohormonais. Po 3 savaiciy buvo stebéta kaliaus genezé. Pagal gautus rezultatus (zr. 3.3 pav.) galima
teigti, kad geriausiai jonazolés kaliaus kulttras suformavo Saknys, jy kaliaus geneze sieké 93 %, bei
lapai — 90 %. MaZiausiai kaliaus kultiry susiformavo i jonazolés stieby eksplanty (83 %).
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3.3 pav. Kaliaus genezé (%) praéjus 3 savaitéms

UZaugusios jonazolés kaliaus kultaros in vitro buvo perkeltos j terpes, papildytas skirtingais augimo
fitohormonais bei skirtingomis jy koncentracijomis. Véliau tirtos bioaktyvios medziagos, esancios
Siose kaliaus kultarose ir lyginamos jy koncentracijos.

Taip pat tirta elicitoriaus, salicilo riigsties, jtaka jonazolés kaliaus kulttiry susidarymui. Jonazolés
daigai buvo suskaidyti j eksplantus — Saknis, stiebus ir lapus, kurie buvo patalpinti j terpes, su
skirtingomis salicilo ragsties koncentracijomis. Geriausiai kaliaus kultiiras suformavo (Zr. 3.4 pav.)
jonazolé, kultivuota su didziausia salicilo riig§ties koncentracija (5 mM), jos lapy genezé sieké 96 %,
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Sakny — 93 %, o stieby — 60 %. Maziausiai kaliaus kultiiry suformavo jonazolé, kultivuota su
BAP (0,5 mg/l) ir SA (1 mM), Sakny kaliaus genezé sieké tik 26 %, stieby — 16 %, o lapy — 50 %.
Apibendrinus galima teigti, kad didinant salicilo ragsties koncentracija maitinamojoje terpéje, didéja
kaliaus genezés susidarymas (Zr. 3.5 pav.).
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3.4 pav. Kaliaus genezé (%), naudojant skirtingas salicilo rigsties (SA) koncentracijas

3.5 pav. Susiformavusios jonazolés kaliaus kultiiros naudojant BAP (0,5 mg/l) ir SA (5 mM).
A — lapy kaliaus kulttros, B — Sakny kaliaus kulttiros, C — stieby kaliaus kultiiros

3.2 Jonazolés (Hypericum perforatum L.) antioksidacinio aktyvumo jvertinimas
3.2.1 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal FRAP metoda

Pirmasis antioksidacinio aktyvumo jvertinimas buvo atliktas pagal FRAP metodg, naudojant
2,4,6,-tripiridil-s-triazina (TPTZ). Sios antioksidacinés reakcijos metu bespalvis Fe**-TPTZ junginys
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redukuojasi j mélyna Fe?*-TPTZ junginj. Buvo suformuota kalibraciné kreivé (5r. 3.6 pav.), i§ kurios
iSvesta tiesiné lygtis (y = 0,0202x + 0,001), pagal kurig buvo apskaiciuota galutiné Fe (II)
koncentracija (umol/l), kuri parodé antioksidaciniy savybiy intensyvumg tiriamuosiuose
ekstraktuose.
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3.6 pav. FeSO4-7H20 (umol/l) kalibraciné kreivé

Augimo fitohormony jtaka jonazolés (Hypericum perforatum L.) antioksidacinéms savybéms, pagal
FRAP metodg, pavaizduota 3.7 pav. Visi rezultatai buvo lyginami su jonaZole in vivo, kurios Fe (1)
jony koncentracija buvo 101,24 (umol/l). I§ pateikty tyrimo rezultaty matyti, kad geriausiomis
antioksidacinémis savybémis pasizyméjo jonazolé, uzauginta su 2,4-D (0,1 mg/l) ir BAP (0,5 mg/l)
augimo fitohormonais, bei jonazolé, uzauginta su 2,4-D (0,9 uM) ir kinetinu (0,11 uM), jy Fe (1)
jony koncentracijos atitinkamai buvo 173,51 (umol/1) ir 147,28 (umol/l). Panasiu j jonazolés in vivo
antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo jonazolé, kultivuota su augimo fitohormonu BAP (0,5 mg/l),
kurios antioksidacinis aktyvumas lygus 105,94 (umol/l). Tuo tarpu silpniausiomis antioksidacinémis
savybémis pasizyméjo jonazolé, kultivuota su 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1 mg/l), bei jonazolé, kultivuota
su TDZ (0,05 mg/l) ir NAR (0,2 mg/l), jy vertés atitinkamai buvo 49,50 (umol/l) ir 50,74 (umol/1).
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3.7 pav. Fe (II) koncentracija (umol/1) jonazoliy, kultivuoty su skirtingais augimo fitohormonais,
ekstraktuose
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Kita tyrimo dalis buvo istirti salicilo riigsties jtakg jonazolés antioksidaciniam aktyvumui. Buvo tirtos
skirtingos salicilo riigsties koncentracijos ir jy jtaka jonazolés Sakny, stieby ir lapy kaliaus kultiroms
in vitro. 1§ pateikto grafiko matyti (Zzr. 3.8 pav.), kad geriausiomis antioksidacinémis savybémis
pasizyméjo jonazolé, kultivuota su maziausia salicilo rtgsties koncentracija — BAP (0,5 mg/l) ir
SA (1 mM). Jonazolés $akny kaliaus kultiiry antioksidacinis poveikis jvertintas 241,09 (umol/l),
stieby kaliaus kultiry — 133,66 (umol/l), o lapy kaliaus kultiry 193,07 (umol/l). Sakny ir lapy kaliaus
kultiry antioksidacinis aktyvumas nustatytas dvigubai didesnis uz nattraliai gamtoje augusios
jonazolés in vivo antioksidacinj aktyvuma, kuris buvo 101,24 (umol/l). Kitos jonazolés, augintos su
didesnémis salicilo rugsties koncentracijomis — 2,5 (mMM) ir 5 (mM), turéjo labai panasias, taciau
mazesnes, nei jonazolé, auginta su salicilo riig§timi, kurios koncentracija buvo 1 mM, antioksidacines
savybes.
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3.8 pav. Fe (II) koncentracija (umol/l) jonazoliy, kultivuoty su skirtingomis salicilo rugsties
koncentracijomis, ekstraktuose

3.2.2 Redukciniy savybiy jvertinimas

Pasirinktas antrasis augaly antioksidaciniy savybiy jvertinimo metodas buvo redukcinis jvertinimas.
Tyrimui pasirinkta jonazoliy ekstrakty koncentracija buvo 0,0025 (g/ml). Didesné $viesos sugerties
reik§mé rodo didesnes redukcines savybes. Visi tyrimy rezultatai buvo lyginami su jonazole in vivo,
kurios §io tyrimo metu gauta reikSmé buvo 0,95 A. Pirmoje dalyje buvo jvertintos jonaZzolés,
kultivuotos su skirtingais augimo fitohormonais. Pagal pateikta 3.9 paveiksla matyti, kad
didziausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo (kaip ir naudojant FRAP metodg) jonazolg,
kultivuota su 2,4-D (0,9 uM) ir kinetinu (0,11 uM) bei jonazolé, auginta su 2,4-D (0,1 mg/l) ir
BAP (0,5 mg/l), jy reiksmés atitinkamai buvo 1,02 A ir 0,97 A, taciau nedaug skyrési nuo jonazolés,
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augintos in vivo (0,95 A). Sio tyrimo metu maZiausiomis redukcinémis savybémis pasizymeéjo
jonazolé¢, kultivuota su TDZ (0,05 mg/l) ir NAR (0,2 mg/l) bei jonazolé, uzauginta su BAP (2,5 mg/l)
ir NAR (0,5 mg/l) augimo fitohormonais, jy reik§més atitinkamai lygios 0,081 A ir 0,096 A ir yra 10
karty maZesnés uz jonazolg, augintg in vivo (0,95 A).
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3.9 pav. Jonazoliy, kultivuoty su skirtingais augimo fitohormonais, ekstrakty $viesos sugertis pagal
redukciniy savybiy jvertinima

Vertinant salicilo riigsties koncentracijos jtakg jonazoliy redukcinéms savybéms (Zr. 3.10 pav.),
didziausiomis redukcinémis savybémis pasizyméjo jonazolés Sakny kaliaus kultdira, auginta su
BAP (0,5 mg/l) ir SA (1 mM), kurios reiksmé lygi 0,89 A, artima jonazolés in vivo reiksmei — 0,95 A.
Jonazolés stieby kaliaus kultiros pasizyméjo maziausiomis redukcinémis savybémis, jy vertés
svyravo nuo 0,39 A iki 0,48 A ir buvo dvigubai mazesnés uz in vivo jonazole, kurios reik§mé buvo
0,95 A. Jonazolés lapy kaliaus kultiiry redukciniy savybiy vertés (0,67 A) vienodos tiek jonaZolei,
augintai su BAP (0,5 mg/l) ir SA (1 mM), tiek jonazolei, augintai su BAP (0,5 mg/l) ir SA (5 mM).
Jonazolés lapy kaliaus kulttiros, kultivuotos su BAP (0,5 mg/l) ir SA (2,5 mM) verté Siek tiek
mazesné¢ — 0,55 A. Maziausiomis redukcinémis savybémis pasiZymejo jonaZolés stieby kaliaus
kultairos, augintos su BAP (0,5 mg/l) ir SA (1 mM), jos verté buvo 0,39 A.

34



1,00 0,95 0,89

0,67
0,39
&

Sviesos sugertis, A

v

0,64 0,67
0,61 0,55 -
I I I I
6@ »

&
S

2

Jonazolé

m Saknys ™ Stiebai = Lapai

3.10 pav. Jonazoliy, kultivuoty su skirtingomis salicilo rugsties koncentracijomis, ekstrakty $viesos sugertis
pagal redukciniy savybiy jvertinimag

3.2.3 Antioksidacinio aktyvumo jvertinimas pagal DPPH metoda

Treciasis metodas, pasirinktas antioksidaciniam jonazolés kaliaus kultiiry aktyvumui nustatyti —
metodas, naudojant DPPH reagenta. IS gauty rezultaty matosi (Zr. 3.11 pav.) antioksidacinis
aktyvumas, kai jonazolés buvo kultivuotos su skirtingais augimo fitohormonais. DidZiausiu
antioksidaciniu aktyvumu, kaip ir anksé¢iau aptartuose metoduose, pasizyméjo jonazolé, uzauginta su
2,4-D (0,1 mg/l) ir BAP (0,5 mg/l) augimo fitohormonais, kurios antioksidacinis aktyvumas buvo
93,28 %. Tik deSimtosiomis dalimis procento mazesnémis antioksidacinémis savybémis pasiZymeéjo
jonazolé, kultivuota su 2,4-D (0,9 uM) ir kinetinu (0,11 uM) — 93,14 %. Maziausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizyméjo su TDZ (0,05 mg/l) ir NAR (0,2 mg/l) augimo fitohormonais kultivuota
jonazolés kaliaus kultiiros, jos reik§mé buvo 61,22 %.
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3.11 pav. DPPH slopinimo jvertinimas (%) jonazolés kaliaus kulttry, kultivuoty su skirtingais augimo
fitohormonais, ekstraktuose

Salicilo riigsties jtakai jonaZolés antioksidacinéms savybéms nustatyti buvo vertintos jonazoliy lapy
kaliaus kultiiros, augintos terpése su skirtingomis salicilo riig§ties koncentracijomis (Zr. 3.12 pav.).
Geriausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo jonazolé, auginta su BAP (0,5 mg/l) ir SA (2,5 mM),
kurios antioksidacinis aktyvumas buvo 88,72 %.
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3.12 pav. DPPH slopinimo jvertinimas (%) jonazoliy lapy kaliaus kulttiry, kultivuoty su skirtingomis salicilo
rugsties koncentracijomis, ekstraktuose
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3.3 Antioksidantiniy fermenty aktyvumo jvertinimas
3.3.1 Katalazés aktyvumo jvertinimas

Vertinant jonazolés kaliaus kultiiry antioksidacinj aktyvumag buvo nustatytas fermento katalazés
aktyvumas tiriamy ekstrakty tirpaluose. Buvo suformuota kalibraciné tiesé pagal albuming
(zr. 3.13 pav.), i§ jos gauta tiesiné lygtis (y = 3,3439x + 0,0223), kurios pagalba buvo nustatytas
katalazés aktyvumas (vnt/mg).
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3.13 pav. Albumino tirpalo kalibraciné kreivé

Jonazolés kaliaus kultiiros, uzaugintos su skirtingais augimo fitohormonais, pasizyméjo skirtingu
katalazés aktyvumu. Pagal pateiktus tyrimo rezultatus (Zr. 3.14 pav.) didziausiu katalazés aktyvumu
pasizyméjo jonazolé, kultivuota su augimo fitohormonais BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/1), jos verté
buvo 3,13 (vnt/mg), kuri buvo 1,5 karto didesné uz jonazole, auginta in vivo (2,19 vnt/mg). Beveik
tokiu pat kaip ir jonazolés in vivo katalazés aktyvumu pasizyméjo jonazolé, kultivuota su augimo
fitohormonu IAR (1 mg/l), jos verté buvo 2 (vnt/mg). Maziausiu katalazés aktyvumu pasizyméjo
jonazolés, kultivuotos su augimo fitohormonais 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1 mg/l) bei 2,4-D (0,9 uM) ir
kinetinu (0,11 pM), kuriy vertés atitinkamai buvo 0,12 (vnt/mg) ir 0,18 (vnt/mg).
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3.14 pav. Fermento katalazés aktyvumas (vnt/mg) jonazolés kaliaus kultiiry, uzauginty su skirtingais augimo
fitohormonais, ekstraktuose

Tiriant salicilo rugsties jtakg fermento katalazés aktyvumui (Zr. 3.15 pav.) nustatyta, kad didziausias
katalazés aktyvumas buvo jonazolés lapy kaliaus kultdirose, augintose su BAP (0,5 mg/l) ir
SA (2,5 mM) — 5,68 (vnt/mg), Sis aktyvumas buvo 2 kartus didesnis nei jonazol&je in vivo —
2,19 (vnt/mg). Maziausias fermento katalazés aktyvumas nustatytas jonazolés Sakny kaliaus
kultirose, augintose su tuo paciu augimo fitohormony ir elicitoriy deriniu — BAP (0,5 mg/l) ir
SA (2,5 mM), kurios aktyvumas buvo 4,61 (vnt/mg).
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3.15 pav. Fermento katalazés aktyvumas (vnt/mg) jonazolés kaliaus kultiry, uzauginty su skirtingomis
salicilo riig8ties koncentracijomis, ekstraktuose
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3.3.2 Fermento superoksido dismutazés (SOD) aktyvumo jvertinimas

Ivertintas kito antioksidacinio fermento — superoksido dismutazés aktyvumas skirtingai uzaugintose
jonazolés kaliaus kultiirose. Pagal pateiktus rezultatus (Zr. 3.16 pav.) didziausiu superoksido
dismutazés aktyvumu pasizyméjo jonazolé, kultivuota su augimo fitohormonais BAP (2,5 mg/l) ir
NAR (0,5 mg/l), kuris buvo 11,77 (vnt/mg) — 6 kartus didesnis uz jonazolés in vivo fermento SOD
aktyvuma (1,44 vnt/mg). Keturis kartus didesniu, nei jonazolés in vivo, fermento SOD aktyvumu
pasizyméjo jonazolé, kultivuota su augimo fitohormonais TDZ (1,25 mg/l) ir IAR (0,5 mg/l), jo verté
buvo 6,16 (vnt/mg). Labai panaSiu fermento SOD aktyvumu pasizyméjo jonazolé, uzauginta su
IAR (1 mg/1) ir jonazolé, kultivuota su 2,4-D (0,1 mg/l) ir BAP (0,5 mg/l) (Zr. 3.17 pav.), atitinkamai
ju vertés buvo 3,74 (vnt/mg) ir 3,78 (vnt/mg). Tuo tarpu maziausiu SOD aktyvumu (Zr. 3.17 pav.)
pasizyméjo jonazolés, Kkultivuotos su 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1 mg/l) bei 2,4-D (0,9 uM) ir
kinetinu (0,11 uM), jy vertés atitinkamai buvo 0,46 (vnt/mg) ir 0,45 (vnt/mg).
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3.16 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas (vnt/mg) jonazolés kaliaus kulttiry, uZauginty su
skirtingais augimo fitohormonais, ekstraktuose
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3.17 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas (vnt/mg) jonazolés kaliaus kultiiry, uZauginty su
skirtingais augimo fitohormonais, ekstraktuose

Nagrinéjant jonazoles, kultivuotas su skirtingomis salicilo ragsties koncentracijomis (Zr. 3.18 pav.)
didziausiu fermento SOD aktyvumu pasizyméjo jonazolés Sakny kaliaus kultiiros, augintos su
BAP (0,5 mg/l) ir SA (2,5 mM), kuriy verté buvo 2,78 (vnt/mg). Panasiu SOD fermento aktyvumu
pasizyméjo jonazolés Sakny bei lapy kaliaus kultiiros, kultivuotos su didziausia tyrime aptariama
salicilo ruigsties koncentracija: BAP (0,5 mg/l) ir SA (5 mM), jy vertés atitinkamai buvo 2,59 (vnt/mg)
ir 2,64 (vnt/mg). Maziausiu aktyvumu pasizyméjo jonazolé, kultivuota su maziausia salicilo rigsties
koncentracija (1 mM), sakny kaliaus kulttiros verté buvo 1,58 (vnt/mg), o lapy kaliaus kultiiros —
1,84 (vnt/mg).
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3.18 pav. Fermento superoksido dismutazés aktyvumas (vnt/mg) jonazolés kaliaus kultiiry, uZauginty su
skirtingomis salicilo riigsties koncentracijomis, ekstraktuose

3.4 Metodai, charakterizuojantys oksidacinj stresa augaluose
3.4.1 Malondialdehido (MDA) koncentracijos nustatymas

MDA nusako oksidacinj stresg augaluose. Pagal pateiktus tyrimo rezultatus (z». 3.19 pav.) didziausia
MDA koncentracija buvo nustatyta jonazolés kaliaus kultiirose, kultivuotose su 2,4-D (0,9 uM) ir
kinetinu (0,11 puM), kuriy reik§mé buvo 3,09 (umol/g) — 5 kartus didesné uz gamtoje augintos
jonazolés in vivo reiksme (0,58 pmol/g). Siek tick mazesne MDA koncentracija pasizyméjo jonazolé,
auginta su 2,4-D (1 mg/l) ir BAP (1 mg/l) augimo fitohormonais, jos reik§mé buvo 2,62 (umol/g).
Maziausiomis MDA koncentracijomis pasizyméjo jonazolé, kultivuota su 2,4-D (0,1 mg/l) ir
BAP (0,5 mg/l), bei jonazolé, auginta su TDZ (0,05 mg/l) ir NAR (0,2 mg/l), kuriy reik§més
atitinkamai buvo 0,76 (umol/g) ir 0,81 (umol/g).
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3.19 pav. Augimo fitohormony jtaka MDA koncentracijai (umol/g) jonaZolés kaliaus kultiiry ekstraktuose

MDA koncentracija buvo vertinta jonazolés lapy kaliaus kultiirose, esant skirtingoms salicilo riigsties
koncentracijoms (zr. 3.20 pav.). Nustatyta, kad didziausia MDA koncentracija buvo jonazoléje,
kultivuotoje su BAP (0,5 mg/l) ir SA (1 mM), jos verté buvo 16,01 (umol/l), kuri 28 kartus virsijo
jonazolés in vivo reiksme (0,58 umol/l). Siek tiek maZzesne MDA koncentracija pasizyméjo jonazolés
kaliaus kulttiros, kultivuotos su BAP (0,5 mg/l) ir SA (2,5 mM) bei BAP (0,5 mg/l) ir SA (5 mM),
kuriy vertés buvo 15,55 (umol/1).
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3.20 pav. Salicilo ragsties jtaka MDA koncentracijai (umol/g) jonazolés lapy kaliaus kultiiry ekstraktuose
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3.5 Biologiskai aktyviy junginiy koncentracijos nustatymas
3.5.1 Karotinoidy koncentracijos nustatymas

Eksperimento metu buvo nustatyta karotinoidy koncentracija (mg/100g) jonazolés kaliaus kultarose,
kultivuotose su skirtingais augimo fitohormonais. Karotinoidams nustatyti buvo reikalingas
chlorofilo a ir chlorofilo b nustatymas. DidZiausia karotinoidy koncentracija iSsiskyré (Zr. 3.21 pav.)
jonazolés kaliaus kultiros, kultivuotos su augimo fitohormonais 2,4-D (0,9 uM) ir kinetinu
(0,11 uM), ji buvo 12,55 (mg/100g) — 7 kartus didesné uz jonazoléje in vivo uzfiksuotg karotinoidy
koncentracija, kuri buvo 1,82 (mg/100g). Jonazolé¢, kultivuota su BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l)
augimo fitohormonais, pasizyméjo 3 kartus didesne karotinoidy koncentracija (5,82 mg/100g) uz
esancig jonazoléje in vivo. Tuo tarpu maziausiai karotinoidy turéjo jonazolés kaliaus kultiros,
kultivuotos su BAP (0,5 mg/1) augimo fitohormonu, jos reik§mé — 0,10 (mg/100g), kuri buvo 18 karty
mazesné uz jonazolg in vivo.
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3.21 pav. Karotinoidy koncentracijos (mg/100g) jonazolés kaliaus kultary, kultivuoty su skirtingais augimo
fitohormonais, ekstraktuose

Taip pat buvo istirtos jonazolés lapy kaliaus kultiros esant skirtingoms salicilo ragsties
koncentracijoms (zr. 3.22 pav.). Didziausia karotinoidy koncentracija nustatyta jonazolés lapy kaliaus
kultarose, kultivuotose su BAP (0,5 mg/l) ir SA (2,5 mM) — 26,35 (mg/100g), o maziausia,
kultivuotose su BAP (0,5 mg/l) ir SA (5 mM) — 1,25 (mg/100g). Si koncentracija maZesné uz
jonazoléje in vivo (1,82 mg/100g) esancig karotinoidy koncentracijg.
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3.22 pav. Karotinoidy koncentracijos (mg/100g) jonazolés kaliaus kulttiry, kultivuoty su skirtingomis
salicilo rugsties koncentracijomis, ekstraktuose

3.5.2 Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino-Kiokalto metodu

Fenoliniai junginiai, esantys skirtingose jonazolés kaliaus kultiirose in vitro, buvo nustatyti
Folino-Kiokalto metodu. Tam padaryti buvo suformuota kalibraciné kreivé pagal standartinj tanino
rugsties tirpalg (zr. 3.23 pav.) i§ kurios buvo i$vesta tiesné lygtis (y = 0,0998x - 0,0093), pagal kurig
buvo apskaiCiuoti reikalingi dydZiai, norint nustatytti bendrg fenoliniy junginiy
koncentracija (mg/100g) jonazoliy kaliaus kultiirose.
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3.23 pav. Standartinio tanino riigsties tirpalo (ug/ml) Kalibraciné kreivé
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Pagal gautus duomenis (Zr. 3.24 pav.) didziausia bendra fenoliniy junginiy koncentracija pasizyméjo
jonazolé, kultivuota su 2,4-D (0,9 uM) ir kinet. (0,11 pM) augimo fitohormonais (3,18 mg/100g). Si
fenoliniy junginiy koncentracija buvo 2 kartus mazesné uz jonazoléje in vivo nustatyta fenoliniy
junginiy koncentracija (6,13 mg/100g).
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3.24 pav. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija (mg/100mg) jonazoliy kaliaus kulttiry, kultivuoty su

skirtingais augimo fitohormonais, ekstraktuose

Lyginant jonaZoles, augintas su skirtingomis salicilo riig§ties koncentracijomis (Zr. 3.25 pav.)
nustatyta, kad daugiausiai fenoliniy junginiy sukaupé jonazolé, auginta su BAP (0,5 mg/l) ir
SA (1 mM), Sakny kaliaus kultGirose nustatyta bendra fenoliniy junginiy koncentracija buvo
4,6 (mg/100g), stieby kaliaus kultiirose — 3,34 (mg/100g), o lapy kaliaus kultirose — 4,16 (mg/100g).
Si koncentracija nebuvo didesné uz jonaZoléje in vivo esanéia bendra fenoliniy junginiy koncnetracija

(6,13 mg/100g).
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3.25 pav. Bendra fenoliniy junginiy koncentracija (mg/100mg) jonazolés kaliaus kultary, kultivuoty su
skirtingomis salicilo riigsties koncentracijomis, ekstraktuose

3.5.3 L-Prolino koncentracijos nustatymas

L-Prolino koncentracijai nustatyti buvo nubrézta kalibraciné L-prolino tiesé (Zr. 3.26 pav.), i$ kurios
buvo iSvesta tiesiné lygtis (y = 3,9667x - 0,0056). Pagal Sig ties¢ buvo nustatytos L-prolino
koncentracijos skirtingose jonazolés kaliaus kulttirose.
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3.26 pav. L-Prolino kalibraciné tiesé
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Apzvelgiant skirtingais augimo fitohormonais paveiktas jonazolés kaliaus kulttras (Zr. 3.27 pav.),
didziausia L-prolino koncentracija pasizyméjo jonazolé, kultivuota su TDZ (0,05 mg/l) ir
NAR (0,2 mg/l) augimo fitohormonais (5,97 umol/g). Si koncentracija buvo 10 karty didesné uz
jonazolés in vivo koncentracija, kuri buvo 0,59 (umol/g). Jonazolé, kultivuota su augimo
fitohnormonais BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l), pasizyméjo 2 kartus mazesne L-prolino
koncentracija (0,33 pmol/g) lyginant jg su jonazole in vivo. Vidutinémis, 5 kartus didesnémis uz
jonazolés in vivo L-prolino koncentracijomis pasizyméjo jonazolé, kultivuota su BAP (0,5 mg/l)
augimo fitohormonu, jos reik§mé buvo 3,07 (umol/g) ir jonazolé, auginta su IAR (0,5 mg/l), kurios
verté buvo 3,37 (umol/g).
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3.27 pav. L-Prolino koncentracija (wmol/g) jonazolés kaliaus kulttry, kultivuoty su skirtingais augimo
fitohormonais, ekstraktuose

Jonazolés lapy kaliaus kultiiry, kultivuoty su skirtingomis salicilo riigsties koncentracijomis,
rezultatai pateikti 3.28 pav. Didziausia L-prolino koncentracija pasiZyméjo jonazolé, kultivuota su
BAP (0,5 mg/l) ir SA (2,5 mM) — 8,53 (umol/g), o maziausia L-prolino koncentracija uzfiksuota
jonazoléje, kultivuotoje su BAP (0,5 mg/l) ir SA (1 mM), jos verté buvo 1,38 (umol/g), kuri 2 kartus
didesné uz jonazolés in vivo L-prolino koncentracijos reik§me (0,59 pmol/g).
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3.28 pav. L-Prolino koncentracija (umol/g) jonazolés lapy kaliaus kultiiry, kultivuoty su skirtingomis salicilo

rtgsties koncentracijomis, ekstraktuose
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4. Rekomendacijy dalis

Hiperforino gamybos principinéje aparatiirinéje schemoje (Zr. 4.1. pav.) pavaizduota, Kkaip i$
jonazolés (Hypericum perforatum L.) kaliaus kultiry, uzauginty in vitro, gaunama bioaktyvi
medziaga — hiperforinas.

Aparatiirinés schemos pirmajame bioreaktoriuje (BR-1) auginami jonazolés augalai, kurie perkeliami
] antrajj bioreaktoriy (BR-2), kuriame mitybiné MS terpé papildoma atitinkamais augimo
fitohormony ir elicitoriy deriniais. Uzaugusios jonazolés kaliaus kulttros iScentriniu siurbliu (S-1)
perleidziamos pro filtrg (F1) ir dziovinamos dziovinimo kameroje (D-1). Gauta Sausa biomasé
susmulkinama homogenizatoriuje (H-1) ir laikoma rezervuare (R-1). Sukaupus pakankamai
medziagos, susmulkintos jonazolés kaliaus kulttros perkeliamos j ekstrahavimo indg (E-1). | ta patj
ekstrahavimo indg (E-1) patenka skystas CO2, kuris yra laikomas ausinamame (-10°C) rezervuare
(RE-1). | ekstrahavimo indg (E-1) skystas CO: patenka iScentriniu siurbliu (S-2), kuriame CO:
suspaudziamas iki reikiamo slégio. Salia esantis auintuvas (S-1) neleidZia i§centrinio slégio siurbliui
(S-2) sukelti Kkavitacijos. Suslégtas anglies dioksidas pereina per Silumokaitj (SK-1), kuriame
sureguliuojama ekstrakcijos temperatiira. Jvykus ekstrakcijai ekstahavimo inde (E-1) pakrautas
superkritinis CO, per pirmajj slégj mazinantj voztuva, patenka j pirmajj separatoriy (SE-1), kuris
konstruojamas kaip fluidciklonas, ten atsiskiria maziau tirpiis junginiai. Tada superkritinis CO>
pereina per antrajj slégj mazinantj voztuva ir j antrajj, termostatuojamg separatoriy (SE-2), kuriame
skystas CO2 pradeda garuoti ir atsiskiria hiperforinas. Anglies dioksido garai patenka j kondensatoriy
(K-1), kuriame jie yra vél suskystinami ir grazinami j skysto CO> laikymo rezervuarg (RE-1). Tuo
tarpu atsiskyres hiperforino koncentratas patenka j purkituvine dziovykla (PDZ-1), kurioje yra
isdziovinamas galutinis produktas — hiperforino milteliai [39, 40].
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4.1 pav. Hiperforino gamybos principiné aparatiiriné schema

4.1 lentelé. Principingje aparatiirinéje schemoje pavaizduoti medziagy zyméjimai ir jy pavadinimai

MedzZiagos Zyméjimas

Medziagos pavadinimas

B-1 Biomasé
M-1 MS terpe
M-2 Reikiami fitohormony ir elicitoriy deriniai
Cs-1 CO- saugykla
A-1, A-2 Atliekos
ATM-1 Atmosfera
PR-1 Produktas
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4.2 lentelé. Principinés aparatiirinés schemos prietaisy Zymeéjimai ir pavadinimai

Prietaiso Zyméjimas Prietaiso pavadinimas
BR-1, BR-2 Bioreaktoriai
MA-1 MaisSytuvas
S-1,S-2 IScentriniai siurbliai
F-1 Filtras
D-1 DzZiovinimo kamera
H-1 Homogenizatorius
R-1 Rezervuaras
E-1 Ekstrahavimo indas
SE-1, SE-2 Separatoriai
K-1 Kondensatorius
RE-1 Skysto CO; rezervuaras
PDZ-1 Purkstuviné dziovykla
SK-1 Silumokaitis
S-1 Augintuvas
Cs-1 CO, saugykla
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ISvados

1. Jonazolés kaliaus genezé in vitro geriausiai vyko i§ jonazolés Sakny (93 %), uzauginty MS terpéje
su BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l) augimo fitohormonais, ir i§ jonazolés lapy (96 %), kai buvo
naudota 5 (mM) salicilo rtugsties koncentracija.

2. Didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo jonazolé in vitro, auginta su 2,4-D (0,1 mg/l) ir
BAP (0,5 mg/l) augimo fitohormonais. Pagal FRAP metoda — 173,51 (umol/l), redukciniy savybiy
jvertinimg — 0,97 A, pagal DPPH metoda — 93,28 %. Itin dideliu (241,09 umol/l) antioksidaciniu
aktyvumu pagal FRAP metodg pasizymejo jonazolé, kultivuota su salicilo riigS§timi, kurios
koncentracija buvo 1 (mM).

3. Didziausiu katalazés (5,68 vnt/mg) fermentiniu aktyvumu pasizyméjo jonazolé, kultivuota su
2,5 (mM) Kkoncentracijos salicilo ragstimi, o didziausiu superoksido dismutazés aktyvumu
(11,77 vnt/mg) pasizyméjo jonazolés kaliaus kultaros, kultivuototos su augimo fitohormonais
BAP (2,5 mg/l) ir NAR (0,5 mg/l).

4. Didziausia karotinoidy koncentracija buvo jonazolés kaliaus kultGrose in vitro, augintose su
augimo fitohormonais 2,4-D (0,9 puM) ir kinetinu (0,11 pM) (12,55 mg/100g). Didziausia
(26,35 mg/100g) karotinoidy koncentracija, lyginant su salicilo riig§timi kultivuotas jonazolés kaliaus
kultaras in vitro, pasizyméjo jonazolés lapy kaliaus kultiiros, augintos su 2,5 (mM) salicilo riig8timi.
5. Didziausia L-prolino koncentracija buvo jonazolés kaliaus kultirose in vitro, augintose su
TDZ (0,05 mg/l) ir NAR (0,2 mg/l) — 5,97 (umol/g) augimo fitohormonais. Salicilo rtgstis geriausig
poveikj turéjo jonazolés lapy kaliaus kultiiroms in vitro, kuriy maitinamosiose terpése buvo 2,5 (mM)
koncentracijos salicilo ragsties (8,53 pmol/g).

6. Pateikta sitiloma hiperforino gavimo i§ jonazolés kaliaus kultiiry aparatiiriné schema.
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