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Armonaité, I. Augimo reguliatoriy poveikis Miscanthus x giganteus morfogenezei in
vitro. Agrobiotechnologijos studijy programos magistro darbas / Vadové doc. dr. A.
Blinstrubiené; ASU. Akademija, 2015, 40 p.: 11 pav., 1 lentelé. Bibliogr.: 67 pavad.

SANTRAUKA

Magistrattiros studijy baigiamajame darbe pateikiama 2013 — 2014 metais Aleksandro
Stulginskio universiteto Agrobiotechnologijos laboratorijoje tirty veiksniy, lemianciy
drambliaZzolés morfogeneze izoliuoty audiniy ir lasteliy kulttiroje, tyrimo rezultatai.

Darbo objektas — drambliazolé (Miscanthus x giganteus).

Darbo metodai: Drambliazolés morfogenezei somatiniy audiniy kulttiroje tirti naudoti
Sakny ir Sakniastiebiy segmentai. Eksplantai auginti MS maitinamojoje terpéje su skirtingais
augimo reguliatoriy kiekiais. Vertintas kaliaus susiformavimo daznis (proc.), ugliy
susiformavimo daznis (proc.), tigliy kiekis i§ eksplanto (vnt.) ir Sakny susiformavimo daznis
(proc.).

Darbo rezultatai. Tirty augimo reguliatoriy poveikyje izoliuoti Sakniastiebiai formavo
tik pridétinius tglius, o Sakny segmentai — tik kaliy. Jvertinus drambliazolés morfogenezés
tyrimy rezultatus nustatyta, kad drambliaZolés izoliuoti Sakny audiniai nedideliu dazniu geba
formuoti kaliy terpéje be augimo reguliatoriy. [zoliuoti Sakny segmentai intensyviausiai kaliy
indukavo bazinéje MS maitinamojoje terpéje, papildytoje augimo reguliatoriy deriniu 0,1 mg
It tidiazuronu su 3,0 mg 1" naftilacto riigitimi. Daugiausiai {igliy regeneravo taip pat
bazinéje MS maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,1 mg 1™ tidiazuronu su 3,0 mg I naftilacto
ragstimi. Izoliuoti mikrotigliy segmentai didziausiu dazniu (94,6 proc.) Saknis formavo MS
maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,2 mg 1™ naftilacto riig§timi.

Raktazodziai: augimo reguliatoriai, eksplantas, kaliaus indukcija, Miscanthus x

giganteus, organogenezé, rizogeneze.



Armonaité, I. Growth regulators effect to Miscanthus x giganteus morphogenesis in
vitro. Master thesis of Agrobiotechnology study program / Supervisor doc. dr. A.
Blinstrubiené; ASU. Akademija, 2015, 40 p.: 11 figures, 1 table. References.: 67 titles.

SUMMARY

The master work presents the results of factors affecting Miscanthus x giganteus Greef
et Deuter., dedifferentiation process in vitro. Research was investigated at the Laboratory of
Agrobiotechnology, Biology and plant biotechnology institute of Aleskandras Stulginskis
University in 2013 — 2014. Investigation in vitro was carried out with Miscanthus x
gigantheus Greef et Deuter., microshoots explants.

Object of the work — Miscanthus x giganteus Greef et Deuter.

Method of the work — To study Miscanthus x giganteus Greef et Deuter.,
morphogenesis of somatic tissues of root and rhizomes were used as explant. Explants were
placed on MS nutrient medium supplemented with a different combinations of growth
regulators. The callus formation frequency (percent.), shoots number of the explant (units)
and the frequency of root formation (percent.) were evaluated.

The results of the work — According to the study results isolated rhizome had formed
just bud, rhizome segments had formed — callus. Miscanthus x giganteus Greef et Deuter
morphogenesis tissues with low frequency can form callus and without growth regulators in
the medium. From tested media most intensive callus genesis was observed on MS medium
with in growth regulator comvbination with 0,1 mg I"* thidiazuron and 3,0 mg I"* 1-
naphthaleneacetic acid. The most effective dedifferenatian induction of shoots also with in
growth regulator combination with 0,1 mg I"* thidiazuron and 3,0 mg I"* 1-naphthaleneacetic
acid. Microshoots showed the higest root regeneration frequency (94,6 percent.) when
explants were growth in medium supplemented with 0,2 mg 1! 1-naphthaleneacetic acid.

Key words: growth regulators, explant, callus induction, organogenesis, rhyzogenesis,

Miscanthus x giganteus.
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PAVEIKSLU SARASAS

1. 3.1.1. pav. Miscanthus x giganteus kaliaus genezé in vitro (22 psl.).

2. 3.1.2 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis drambliazolés kaliaus indukcijai
izoliuoty Sakny kulttroje (23 psl.).

3. 3.1.3 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis drambliazolés kaliaus indukcijai
izoliuoty Sakny kultaroje (23 psl.).

4. 3.2.1 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis drambliazolés tigliy formavimosi
dazniui izoliuoty Sakniastiebiy kulttiroje (24 psl.).

5. 3.2.2 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis drambliazolés tigliy iSeigai izoliuoty
Sakniastiebiy kulttiroje (25 psl.).

6. 3.2.3 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis drambliazolés tigliy formavimosi
dazniui izoliuoty Sakniastiebiy kulttiroje (26 psl.).

7.3.2.4 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis drambliazolés tigliy iSeigai izoliuoty
Sakniastiebiy kulttiroje (27 psl.).

8. 3.2.5 pav. Miscanthus x giganteus organogenez¢ in vitro (27 psl.).

9. 3.3.1 pav. Auksino NAR poveikis drambliazolés mikrotgliy jsiSaknijimo dazniui (28 psl.).
10. 3.3.2 pav. Auksino IAR poveikis drambliazolés mikrotigliy jsiSaknijimo dazniui (29 psl.).
11. 3.2.5 pav. Miscanthus x giganteus rizogenez¢ in vitro (A — rizogenezé su auksinu NAR; B

— rizogenezé su auksinu IAR) (30 psl.).



TERMINU IR SAVOKU PAAISKINIMAI BEI SANTRUMPOS

Augimo reguliariai — tiek sintetinés fiziologiskai aktyvios medZziagos, tiek nattraliai

randami fitohormonai, veikiantys augaly raida.
BAP — 6-benzilaminopurinas.
Diferenciacija — kokybiniy skirtumy atsiradimas tarp Igsteliy, audiniy ir organy.
Eksplantas — augalo audinio ar organo izoliuota dalis.
Genotipas — organizmo genetiniy galimybiy visuma.
HMF — 5-(hidroksimetilinas) —2furaldehidas.
IAR — 3-indolilacto riigstis
In vitro — procesai ar eksperimentai, atlickami mégintuvélyje.

Kalius — antriné meristemos masé, natiiraliomis saglygomis aptraukianti pazeistas augaly
vietas ir padedanti joms uzgyti, taip pat susidaranti dirbtinai auginant izoliuotas augalo

Igsteles ar audinius in vitro.
Morfogenezé- organizmo raidos genetinés programos realizavimas
MS — Murashige ir Skoog maitinamoji terpé.
NAR- a — naftilacto ragstis.
natiraliai randami fitohormonai, veikiantys augaly raida.
Organogeneze — organy susidarymas.
Rizogenez¢ — Sakny susidarymo procesas.

Sterilios salygos — augaly audiniy kultiiroje pasiekiamos autoklavuojant instrumentus,
kultiry indus, terpe bei operacinése dezinfekuojant jrenginiy pavirSius, juos nuvalant

alkoholiu ar kitu dezinfekuojanciu tirpalu.

TDZ — tidiazuronas.



IVADAS

Miscanthus x giganteus yra sterilus triploidas (diploido M. sinensis ir tetraploido M.
sacchariflorus hibridas), nattiraliai atZeliantis nuo poskiepiy, todél dauginasi iSskirtinai
vegetatyviniu biidu. Drambliazolé yra daugiametis Sakniastiebinis zolinis augalas, kuriam
budinga C, fotosintezés eiga, kiles i§ Azijos tropiniy ir subtropiniy regiony (Greef, Deuter,
1993; Linde-Laursen, 1993). Pasizymi puikia galimybe konvertuoti Saulés energijg |
biomasés energija (Lewandowski, Schmidt, 2006), taip pat — maza CO, emisija ir puikiu
atsparumu sausrai ir druskoms (Clifton-Brown et al., 2004; Hastings et al., 2008). D¢l didelés
biomasés ir aukstos kokybés celiuliozés derliaus Miscanthus galima priskirti prie labai
naudingy nemaistiniy augaly (celiuliozés bei jvairiy pakuoc¢iy gamyboje, stogy dengimui,
uzterSty lauky atkiirimui, valgomyjy gryby auginimui) (Fowler et al., 2003), o Europoje
daugiausia démesio skiriama Miscanthus genciai, kaip potencialios energijos $altiniui.

Drambliazolé yra Silumamégis augalas, nes produktyvi reprodukcija galima esant
aukstesnei kaip 20 °C temperatirai (Naidu, Long, 2004; Lewandowski, 2006). Silumos
poreikis labai padidina produkcijos kaing, taciau didelés iSlaidos sodinamosios medZiagos
padauginimui ir blitinas nemazas augaly kiekis ploto vienetui apriboja platesnj Miscanthus x
giganteus auginima ir panaudojimg (Atkinson, 2009).

Mikrodauginimas sudaro salygas greitai padauginti svarbig medziaga ne tik selekcinéms
programoms. Dauginant augalus in vitro iSvengiama sezoniskumo, apikaliniy meristemy
panaudojimas leidZia devirusuoti prading medZiaga, padauginta medZiaga lengva gabenti ir
vykdyti tarptautinius mainus (Govil, Gupta, 1997). Izoliuoty Miscanthus x giganteus audiniy,
organy ir lgsteliy kultiiros tyrimy ypatumai skelbti keliose mokslinése publikacijose (Holme,
Petersen, 1996; Holme, 1998; Petersen et al., 1999; Kim et al., 2010), jose teigiama, kad
morfogeninio kaliaus indukcija, figliy regeneracija ir jy jSaknydinimas priklauso nuo
maitinamosios terpés sudéties, eksplanto tipo ir jo fiziologinés biiklés. Siekiant pritaikyti
izoliuoty audiniy ir Igsteliy kultiros metodus masiniam drambliaZzolés dauginimui biitina

optimizuoti $io augalo regeneracijg in vitro.

Hipotezé: optimizavus maitinamosios terpés sudét] galima indukuoti drambliazolés
morfogeneze i jvairiy somatiniy eksplanty.
Tyrimo tikslas — jvertinti augimo reguliatoriy poveikj Miscanthusxgiganteus

morfogenezei somatiniy audiniy kultiiroje



Uzdaviniai:

e jvertinti augimo reguliatoriy poveikj kaliaus indukcijai drambliazolés somatiniy

audiniy kultiiroje;

nustatyti augimo reguliatoriy poveikj tgliy regeneracijai drambliazolés somatiniy

audiniy kultiiroje;

e jvertinti auksiny poveikj mikrotigliy jsiSaknijimui in vitro.



1. LITERATUROS ANALIZE

1.1. DrambliaZolés paplitimas ir reik§mé

Daugiameciai Miscanthus raSies augalai yra milZiniSkos zolés, atkeliavusios i§ Ryty
Azijos (Glowacka et al., 2010 a), prie§ 50 mety, kaip dekoratyvinis augalas (Angelini et al.,
2009). Auga daugiau kaip 20 risiy Azijos subtropiky ir atograzy zonose (Rambaud et al.,
2013). Drambliazol¢ Europoje introdukuota 1935 metais i§ Japonijos (Lewandowki et al.,
2000; Glowacka et al., 2010).

Hibridas Miscanthus x giganteus Greef et Deuter buvo sukurtas 1993 metais
(Zinkevicius ir kt., 2013). Miscanthus x giganteus (drambliazol¢) — tai migliniy (Poaceae)
Seimos (Zur et al.,, 2013), Miscanthus spp, genties augalas, fiziologiSkai priklausantis
trumpadieniams (Zinkevicius ir kt., 2013), daugiametis Zolinis augalas, kuris dél savo didelio
biomasés produktyvumo ir mazo poreikio augimo salygoms, tapo perspektyvus augalas
biokuro/ bioenergijos gamybai (Zur et al., 2013), pluosto produkcijai (Hansen, Kristiansen,
1997), bei gali buti naudojamas statybinéms medziagoms, tokioms kaip, presuotos plokstes
(Lewandowski, 1998). Miscanthus biomasé tinka ne tik energijos ir pramonés reikméms, bet
ateityje galéty tapti pigiu Saltiniu etanolio ir chemijos gamyboje (Glowacka et al., 2010 b).
Skirtingu metu M. x giganteus buvo vadinama Miscanthus sinensis ‘Giganteus’, Miscanthus
giganteus, Miscanthus ogiformis Honda, Miscanthus sacchariflorus var brevibarbis (Honda)
Adati ir M. x giganteus (Greef, Deuter, 1993; Ahonsi et al., 2013).

Pastaraisiais metais didéjant naftos paklausai ir mazéjant turimos naftos rezervams,
daug démesio skiriama bioenergetikai (Moon et al., 2013). ISkastinis kuras toks kaip naftos
alyva, anglis ir gamtinés dujos, Siuolaikiniame pasaulyje yra patys svarbiausi energijos
Saltiniai, taCiau minéto kuro suvartojimas prisideda prie aplinkos problemy, tokiy kaip
Siltnamio efekto dujy koncentracijos, klimato kaitos, bei oro uZterStumo. Be to, iSkastinis
kuras yra riboty istekliy, o nestabilumas tarp pasitlos ir paklausos, veda prie didesniy naftos
kainy (Da et al., 2012). Tod¢l, Miscanthus augalai placiau auginami kaip perspektyviis naujos
kartos bioenergetikos kulturos, dél savo didelio biomasés naSumo ir maistiniy medziagy
(Kryzeviciené ir kt.; Moon et al., 2013). Miscanthus kaip potencialus augalas celiuliozés
pluosto produkcijai Europoje, buvo pradétas tirti jau nuo 1960 mety (Abe et al., 2011). O
atlikti tyrimai jvairiose klimato juostose, dirvoZzemiuose ir regionuose per pastaruosius 20
mety JAV ir Europoje, jrodé, kad Miscanthus yra augalas, duodantis didziausig biomasés

potencialg (Kryzeviciené ir kt., 2011).
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Yra manoma, kad drambliazolé didelj derliy nulemia, atsparumas ligoms ir kenkéjams.
Atsparumas kenkéjams ir ilgaamziSkumas, yra du pagrindiniai bruozai, jtakojantys
drambliazolés pritaikyma, biodegaly gamybai. Manoma, kad pradéjus masiskai auginti §j
augalg, 0 ypa¢ drambliazolés klonus, kurie gaunami dauginant Sakniastiebius, dél genetinés
jvairovés trikumo, kyla didZiulé ligy iSsivystymo bei kenkéjy antpliidzio rizika ir tai gali
nulemti biomasés produktyvuma (Ahonsi et al., 2013).

Augaly santykis tarp rasiy jvairovés ir produktyvumo ar biomasés tirti daugelio
mokslininky (lwaki et al., 1985). Daugiametés Zolés, tokios kaip Miscantus, kelia labai didelj
susidoméjimg dél tikslaus panaudojimo bioenergijos. Jos duoda didelj biomasés derliy ir geba
augti nederlingose zemése. Daugiametés zolés turi ir kity teigiamy savybiy aplinkai, tokiy
kaip dirvozemio apsauga nuo erozijos, bei mazesné vandens tar$a, dél mazesnio azotiniy trasy
poreikio (Da et al., 2012). Danijos mokslininkai nustaté, kad auginant Miscanthus nuo 9-16
mety i§ eilés toje pacioje vietoje padidéja organinés anglies kiekis padidéja iki 65 proc. 0-20
cm sluoksnyje, —iki 9 proc. 20-50 cm ir — iki 6 proc. 50-100 cm sluosknyje. Miscanthus taip
pat geba vykdyti simbioze su azotg fiksuojan¢iomis bakterijomis, todél ne visada reikia tresti
azotinémis tragSomis siekiant padidinti biomasés kiekj (Kryzeviciené ir kt., 2011). Taip pat,
daugiametés zolés gali suteikti prieglobstj laukiniams gyviinams, padidinti pauksciy risiy
jvairove (Da et al., 2012). Miscanthus taip pat galima auginti labai jvairiame dirvoZzemyje. Sie
augalai sunaudoja daug vandens, jy Saknys pasizymi auks$ta sorbcijos galia, taip pat labai
efektyviai sugeria dirvos drégme¢. Drambliazolés vandens sunaudojimo efektyvumas siekia
0,6-0,8 proc., kai tuo tarpu kity Csz augaly vandens sunaudojimo efektyvumas siekia tik 0,19—
0,37 proc. (Kryzevi¢iené ir kt., 2011). Optimalus dirvos drégnumas yra 40 — 50 proc., o tai
reiSkia, kad Miscanthus augalai gali augti net smélio dirvozemyje. Kadangi Miscanthus
augalai greitai auga ir puikiai prisitaiko prie jvairios ekologinés aplinkos, juos augina ir
tyrin¢ja Europos Saliy mokslininkai, jskaitant i§ Danija, Nyderlandy, Vokietijos, Austrijos,

Sveicarijos, Anglijos ir Lenkijos (Lee et al., 2012).

1.2. Morfologinés ir biologinés savybés

Kadangi M. giganteus yra natiraliai sterilus hibridas, nesubrandinantis sékly, dél to jis
dauginamas vegetatyviskai, padalinant Sakniastiebius arba mikrodauginimo btdu (Holme,
Petersen, 1996; Holme et al., 1997; Angelini et al., 2009; Juvik et al., 2010) kas reikalauja
labai daug darbo ir brangiy investicijy. Buvo paskaiciuota, kad vieno 1 ha ploto jveisimas

dauginant mechaniskai, atskiriant Sakniastiebius, kainuoty €350 (Juvik et al., 2010).
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Citologiniai ir molekuliniai tyrimai parodé, kad drambliazolé¢ yra natiiralus triploidas
(2n = 3x = 57), kilgs i$ diploidinio Miscanthus sinensis (2n = 2x = 38) ir tetraploidinio
Miscanthus sacchariflorus (2n = 4x = 76) (Lee et al., 2012; Zurs et al., 2013), nataraliai
ataugantis 1§ vegetatyvisky Sakniastiebiy (Dubert, Plazek, 2010).

Miscanthus turi sudétinius Ziedynus. Séklos labai mazos ir lengvos, 1000 sékly svoris
svyruoja tarp 263-950 mg (Lee et al., 2012).

Stiebai turtingi ligninu ir lignoceliulioze, siekia nuo 1-3 m auk¢sio, priklausomai nuo
rasies ir augimo salygy (Lee et al., 2012).

Lietuvos Zemdirbystés institute, Dotnuvoje, atliktame tyrime su Miscanthus x giganteus
buvo gautas 6-9 t ha' sausos biomasés derlius, o esant palankioms meteorologinéms
salygoms derlius sieké net 12 t ha™ (Kryzevi&iené ir kt., 2011).

Zinkevicius ir kt. (2013) teigia, kad drambliaZzoliy pranasumas pries Kitus energetinius
augalus neabejotinas Siltesnio klimato juostose, tadiau Siaurés Salyse tyréjy vertinimai yra
jvair@is. Svedijoje, Danijoje, Anglijoje, Vokietijoje ir Portugalijoje tirty 15 Miscanthus
genotipy apibendrinti duomenys rodo, kad jy sausos biomasés derlius kiekvienais metais
didéja, pirmaisiais metais nuo 2 t ha™, antraisiais ir treGiaisiais — iki 9-18 t ha™. Atskiry
hibridy biomaseé sieké iki 29 t ha™, Portugalijoje net iki 40,9 t ha™. Piety Ilinojuje (JAV), buvo
gautas 44 t ha™ derlius (Lee et al., 2012). Vésiuose klimatuose augaly sausyjy medziagy
biomasés derlius siekia nuo 20 t ha™ (Beale et al., 1996), iki 61 t ha™ derlius (Wang et al.,
2011).

Tyrimais nustatyta kad, tie genotipai, subranding geresnj derliy vésesnése klimato
juostose buvo maziau produktyviis Siltesnése klimato juostose (Zinkevi¢ius ir kt. 2013).
Kietajam kurui geriausias laikas nuimti derliy yra vasario, kovo ménesiai, nes tuomet mazai
vandens, peleny ir mineraly, tokiy kaip chloridas (Lewandowski, 1998).

Derliaus kiekis priklauso nuo krituliy kiekio ir jy pasiskirstymo. Irodyta, kad vandens
prieinamumas Yyra svarbus faktorius, nulemiantis derliaus kiekj (Angelini et al., 2009).
Europoje istirty Miscanthus rasiy sausyjy medziagy biomasés elementai sudaré: pelenai —
1,6-4,0 proc., N — 0,19-0,67 proc., K — 0,31-1,28 proc., Ca — 0,08-0,14 proc., Cl - 0,10-0,50
proc., ir S —0,04-0,19 proc. (Ka et al., 2012).

M. giganteus sugebéjimas perskirstyti mineralus ir kitas maistines medziagas
Sakniastiebiams, sumazina tragSy poreikj rudenj. Kiekvienais metais Sakniastiebiai uzaugina
naujus Uglius, kurie pilnai subrgsta per 3 — 4 metus ir taip 15 mety duoda didziausig derliy.
Lyginant su kukuriizais (Zea mays), M. giganteus vegetacijos laikotarpj ilgesnj laikg auga

Saltesnio klimato regionuose, nes geba vykdyti fotosinteze esant 6°C laipsniy temperattrai

12



zemiau nulio (Juvik et al., 2010), tac¢iau Rugienius ir kt. (2008) teigia, kad drambliazolé
(Miscanthus), néra pakankamai atspari $al¢iui.

Didelj biomasés produktyvuma lemig tai, kad drambliazolé yra C4 fotosintezés augalas,
kuriam budingas didesnis anglies fiksacijos Kiekis, efektyvesnis maistiniy medZziagy ir
vandens ir sunaudojimas (Ahonsi et al., 2013). C4 augalai yra vieni produktyviausiy ir
perspektyviausiy augaly, celiuliozinei biodegaly zaliavai (Zhao et al., 2013). Miscanthus
geriau konvertuoja Sviesos energija, lyginant su C3 tipo augalais (Lee et al., 2012).

Intensyviis tyrimai Europoje parodé, kad Miscanthus hibridai netoleruoja Zzemy
temperatiiry, taiau perziemojimg ir augaly augimg pagerina Siaudy ar kitokio mulco
panaudojimas pirmyjy mety rudenj. Todél sekanciais metais augalai suformuoja stiprig Sakny
sistema dirvoje, sickiantia 3-4 metry gylj ir 15-25 t ha™ Sakniastiebiy sausosios biomasés,
tuo paciu praturtindami dirvozemj N, P, K ir Mg elementais. Taciau Lietuvoje Sie augalai
daznai nukencia nuo vélyvyjy pavasario Salny, dirvozemio sausros ir vejy (Kryzeviciené ir kt.,
2011).

1.3. Morfogenezé

Per pastaruosius keturis desimtmecius, buvo placiai tirta daugybé veiksniy, jtakojanciy
augaly morfogenezés reguliavima. Manoma, kad augaly augimo poky¢ius inicijuoja skirtingas
augalo hormony santykis, pvz: auksiny ir citokininy (Murch et al., 2001; Ashikari, et al.,
2009).

Augaly morfogenezé in vitro indukuojama dviem budais, per somating embriogeneze
arba organogenezg. Abu morfogenezés keliai gali buti vykdomi tiesiogiai be kaliaus tarpinio
etapo, arba netiesiogiai, kai organy ir augaly regeneracija vyksta per kaliy, kitaip dar
vadinama de novo (Phillips, 2004). Somatinéje embriogenezéje, ant eksplanto sudaro
pumpurai, Saknys, somatiniai gemalai. Somatinés lgstelés gali diferencijuotis ir susidaryti
gemalines struktiiras, primenancias zigotinj gemalg (Ramage, Williams, 2002).
TotipotentiSkumo realizacija priklauso nuo augalo donoro genetinés informacijos ir jo augimo
salygy, nuo eksplanto audiniy fiziologiniy charakteristiky ir eksplanto auginimo aplinkos
salygy (Wernet et al., 2003; Duchovskis, 2006).

Taikant jvairias kultiiras galima optimizuoti somatiniy embriony daznj, kurie yra
bipolinés struktiiros, nes turi tiek tgliy, tiek Sakny aSis (Phillips, 2004). PrieSingai nei
somatinéje embriogenezéje, organogenezéje vyksta organy susidarymo procesas. Organai
kultarose gali susidaryti jvairiais biidais i§ meristemy, jneSty su eksplantu, i$ audiniy, kurie
neturi meristeminiy lasteliy grupiy (tarpubambliai, lapalaksciai, lapkociai, Saknies tjsimo
zonos lastelés) (Ramage, Williams, 2002).
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Siekiant inicijuoti tigliy organogeneze — didelé auksiny ir citokininy koncentracija,
somating embriogenezg — didelé auksiny koncentracija (dazniausiai — 2,4-dichlorfenilacto
rugstis), 0 Sakny organogenezés iniciacijai, vidutiné ir aukSta auksiny koncentracijos.
Geresniam rezultatui pasiekti naudojami kuo natiiralesni auksiny S$altiniai. Regeneruoti
organai yra vienpoliai, su dviem skirtingomis organogenezés indukcijy signalais — vienas
signalas inicijuoti tiglj, o kitas signalas inicijuoti Sakny organogeneze, priesingai nei bipolinio
somatinio embriono, kuris inicijuoja vieng indukcijos signalg (Phillips, 2004).

Kalius yra neorganizuotas audinys, kurj sudaro dediferencijuotos lgstelés. Kaliaus
kultira naudojama lgsteliy vystymosi ir augaly morfogenezés tyrimuose. Natiiraliai kalius
atsiranda ant in vivo uzgyjant jvairiems pazeidimams. (Sliesaravi¢ius, Stanys, 2005).

Organogenezei in vitro pasiekti, skirtingiems augaly eksplantams reikalingi augimo
reguliatoriai, ypa¢ citokininai (Butiuc-Keul et al., 2005). Hirsch, Fang. (1994) teigia: kad
organogenez¢ priklauso nuo auksiny ir citokininy santykio.

Augaly dauginimas per kaliy vyksta organogenezés arba embriogenezés keliu (Petersen,
1997). Kaliaus Kkultiiros regeneracija per somating embriogenez¢ buvo gauta daugelyje
migliniy Seimos riiSiy. Kaliaus indukcijai geriausi rezultatai gaunami tik i§ jauny
nesubrendusiy audiniy turin¢iy eksplanty, nes kuo senesnis eksplantas tuo labiau audiniai
prarandg gebéjimg formuoti kaliy (Holme, Petersen, 1996). Kaliaus indukcija priklauso nuo
eksplanto tipo, bei jo i$sivystymo stadijos (Chen et al., 2012).

Rizogenez¢ — padauginimo biidas naudojant virSutinius arba pridétinius pumpurus
(Marks, 1996). Sakny regeneracija priklauso nuo daugelio veiksniy, tokiy kaip genotipas,
eksplanto tipas, maitinamoji terpé, augimo reguliatoriy ir fizikiniy savybiy (Aoun et al.,
2008).

1.4. Morfogeneze lemiantys veiksniali

Augaly dauginimas in vitro — svarbus ir populiarus biidas padauginti augalus, kurie
natiraliai nesubrandina sékly arba dauginasi tik vegetatyviskai. Mikrodauginimas suteikia
unikalig galimybe, lyginant su tradiciniais dauginimo biidais, per trumpg laikg iSauginti daug
augaly, uztikrinti genetinj vienodumg bei greitai sukurti naujas veisles, gauti devirusuotus
augalus. Augalai gali biiti dauginami iStisus metus. Tac¢iau mikrodauginimg apriboja dideli
investicijy poreikiai bei augaly rtsiy pasirinkimas (Govil, Gupta, 1997).

Pagrindiniai veiksniai jtakojantys morfogeneze yra augaly augimo reguliatoriai ir jy
koncentracija (ypa¢ auksiny), eksplanto pasirinkimas, maitinamosios terpés sudétis (ypac

neorganiniai ir organiniai azoto Saltiniai, angliavandeniy Saltiniai ir jy koncentracijos),
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maitinamosios terpés konsistencija (skysta ar pusiau kieta), terpés pH, drégmé, apSvietimas,
Sviesos intensyvumas, temperattira (Phillips, 2004).

GENOTIPAS. Lasteliy dauginimo efektyvumas in vitro dazniausiai priklauso nuo
genotipo. Todél labai svarbu surinkti kuo platesnj genotipy asortimentg i§ jvairiy viety, kad
gauti tikslius in vitro rezultatus (Abe et al., 2011). Taip pat genotipo skirtumai gali bati susije
su skirtingu endogeniniy hormony kiekiu. D¢l besiskirian¢io endogeniniy hormony kiekio,
izoliuoti eksplantai i§ to paties genotipo nevienodai reaguoja in vitro kultiroje. Sis balansas
gali biiti eliminuotas auginant donorinius augalus optimaliomis saglygomis bei kei¢iant augimo
reguliatoriy ir kity maitinamyjy terpiy komponenty sudétj (Kaizuma et al., 1994).

EKSPLANTAS. Ekpslanto amzius gali nulemti kulttiros sékme, nes kuo eksplantas yra
jaunesnis, tuo geriau jis geba formuoti jvairias struktiiras in vitro. Kultiiros sékme taip pat
lemia ir eksplanto dydis — didesni vystosi produktyviau, nes turi sukaup¢ didesnj maisto
medziagy, bei augimo reguliatoriy kiekj. Eksplantai turi biti izoliuojami 1§ augaly nepazeisty
ligy ir kenkéjy (Khehra, Mathias, 1992).

MAITINAMOIJI TERPE. Augaly audiniai ir organai in vitro auginami ant dirbtiniy
terpiy, kurios papildytos maistinémis medziagomis bitinomis augalaui vystytis ir augti.
Augaly audiniy kultiiros dauginimo sékmé priklauso nuo pasirinktos maitinamosios terpés.
Kad augalas buty sveikas ir sparciai augty, jis turi gauti gana didelj kiek; tam tikry
neorganiniy elementy: azoto jony, kalio, kalcio, fosforo, magnio ir sieros. Taip pat
maitinamoji terpe turi biiti papildyta mazais kiekiais kity mikroelementy: geleZies, mangano,
cinko, boro, vario ir molibdeno. DaZniausiai naudojama augaly regeneracijai i§ izoliuoty
audiniy ir kaliaus maitinamoji terpé yra T. Murashige ir F. Skoog (MS) (1962) (George et al.,
2008).

AUGIMO REGULIATORIAL. Sintetiniai junginiai, kurie veikia kaip natiiraltis augaly
hormonai vadinami — augaly augimo reguliatoriais. Auksinai, absciso rugstis, citokininai,
etilenas ir giberilinas zinomi, kaip penki pagrindiniai augaly hormonai. Auksinai, citokininai
ir citokininy ir auksiny derninys, reguliuoja diferenciacijg ir morfogenezés procesus (Gaspar
et al., 1996; Kende, Zeevaaer, 1997).

AUKSINAI. Tiek in vitro tiek in vivo sistemose, buvo nustatyta, kad auksinai nors ir
mazomis koncentracijomis, yra bitini augaly fiziologiniuose procesuose (Murch et al., 2001).
Audiniy ir lasteliy kultirose auksinai su citokininais kontroliuoja diferenciacijg ir
morfogenezés procesus (Gaspar et al., 1996). Pagrindinis auksinas sintetinamas augale yra 3-
indolilacto rugstis (IAR) (Gaspar et al., 1996; Kende, Zeevaaer, 1997; Calderon, 2009;
Anuseviciaté ir kt., 2013). Tac¢iau nataralus auksinas IAR, ruoSiant maitinamagsias terpes

naudojamas retai, dazniau naudojami jo analogai. IS sintetiniy auksiny pla¢iausiai naudojami

15



a-naftilacto ragstis (NAR), 2,4-dichlorfenoksiacto raigstis (2,4-D) ir 3-indolilsviesto rtgstis
(ISR) (Gaspar et al., 1996). Auksinai dalyvauja augalo audiniy vystymesi. Jie, skatina Igsteliy
tisimg ir augima, lasteliy dalijimasi, diferenciacija, stimuliuoja Sakny susidaryma, sloping
augalo lapy senéjima, susije su augaly fototropiniais judesiais, slopina vaisiy ir lapy senéjima,
stimuliuoja kaliaus kultiroje $akny ar sticbo pradmeny diferenciacijg (Berleth, Sachs, 2001).

CITOKININALI. Citokininai skatina lgsteliy dalijimosi, diferenciacijos ir organogenezés
procesus, stimuliuoja audiniy senéjimo procesy stabdyma, indukuoja virSutiniy ir pridétiniy
pumpury vystymasi, skatina chlorofilo sinteze. Citokininas (N°-2-izopentil) adeninas yra
pirmtakas visy citokininy formy (Nielsen et al., 1993; Kende, Zeevaaer, 1997). Dazniausiai
maitinamosiose terpése naudojami citokininai: (BAP) 6-benzylaminopurinas, (2iP) N°-
2izopentil adeninas, zeatinas ir kinetinas.

GIBERILINAS. Sie hormonai aktyviai sintetinami audiniuose ir kontroliuoja augalo
augimg ir vystymasi (Gaspar et al., 1996).

Siuo metu yra Zinoma apie 90 giberiliny, kurie savo chemine sandara mazai skiriasi.
Dazniausias i$ jy — GR3. Giberiliny pagrindiné savybé — skatinti zydéjimg. Taip pat jie labai
svarbiis dykstancioms s¢klos. Giberilinai yra augaly hormonai, slopinantys sakny augima, nes
stimuliuoja antzeminiy daliy augima.

ABSCIZO RUGSTIS. Abscizo riigitis dalyvauja augalo augime ir vystymesi, jskaitant
sékly dygima, embrioninj brendima, lapy senéjima, zioteliy prisitaikyma prie aplinkos salygy.
Absizo riigitis yra augimo inhibitoré, giberiliny antagonisté. Si medziaga modifikuoja
citokininy sintez¢, dalyvauja baltymy sintez¢je, laikoma augaly peréjimo j ramybés bikle
reguliatoriumi. Audiniy kultliroje absCizo rhgstis naudojama somatinés embriogenezés
indukcijoje (Kende, Zeevaaer, 1997).

ETILENAS. Etilenas — augimo reguliatorius, skatinantis vaisiy nokima, ziedy ir lapy
senéjimg (Gaspar et al., 1996); taip pat jis yra stiprus inhibitorius (Hirsch, Fang, 1994).
Etilenas didina citoplazmos laidumg deguoniui, kuris patekes ] lgsteliy vidy, skatina
oksidacija, ko pasekoje suyra rauginés medziagos ir organinés riigsStys. Audiniy kultiiroje
etileno sintezg skatina zaizdos ir auksinai. Etilenas skatina senéjimg ir yra nepageidaujamas
kultoiroje (Gaspar et al., 1996).

Tarp augaly hormony etilenas yra unikalus tuo, kad jis yra dujinés konsistencijos. Jis
yra paprastas angliavandenis (C,H,) jtakojantis augimg, diferenciacijg ir skatinantis senéjimo
procesus augale. Etilenas susidaro audiniy kultiirose, taciau jo susidarymo kiekis skiriasi nuo
kultiiros augimo stadijos, nuo naudojamy augimo reguliatoriy ir nuo tiriamo augalo. Etilenas

susidaro visose augalo dalyse nuo mechaniniy suzalojimy ar streso poveikio, tokio kaip,
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Svelnaus patrynimo, patogeniniy mikroorganizmy, vandens pertekliaus arba jo trukumo
(Kumar et al., 1998).

AGARAS. Agaras yra placiai naudojami audiniy kultiiry terpéje. Taciau jy tikslus
veikimas ir funkcionavimas yra nezinomi. Agaras yra jiiros dumbliy derinys, aukstos
molekulinés masés polisacharidas (Petersen et al., 1999; Mohamed-Yasseen, 2001).

SACHAROZE. Gyvoms augalo lasteléms, angliavandeniai yra biitini, kaip energijos
Saltinis, o anglis — biosintezei. Apriipinimas angliavandeniais yra labai svarbus, norint
iSauginti augalus in vitro. Sie junginiai taip pat reikalingi terpéje kaip osmoso agentai (Amiri,
Kazemitabar, 2011). D¢l S$iy priezasCiy, angliavandeniai turi didelj poveikj lasteliy
fiziologijai, augimui ir diferencijacijai, todél butina palaikyti optimaly anglies Saltinio kiekj
kaliaus indukcijai ir augaly regeneracijai (Petersen et al., 1999; Amiri, Kazemitabar, 2011).
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2. TYRIMU METODAI IR SALYGOS

Tyrimo vieta. Tyrimai atlikti 2012 — 2013 metais Aleksandro Stulginskio universiteto

Biologijos ir augaly biotechnologijos institute ir Agrobiotechnologijos laboratorijoje.

Tyrimo objektas. Drambliazolé Miscanthus x giganteus Greef et Deuter (2.1 pav.)

e LAl 0\ ¥ .
ol L ~ { "‘(

2.1 pav. Drambliazolés Miscanthus x giganteus Greef et Deuter donorinis augalas

Donoriniy augaly auginimo sgalygos. Drambliazolé Miscanthus x giganteus Greef et
Deuter. Donoriniai augalai auginti vegetaciniuose induose auginimo kambaryje
kontroliuojamomis salygomis: §viesos intensyvumas 50 pmol m? s*, fotoperiodas 16/8
(dieng/naktj), temperatiira 22/18°C (diena/naktj).

Eksplanty sterilinimas ir auginimo salygos. Drambliazolés Saknys ir Sakniastiebiai 60
min. plauti po tekanciu vandeniu, 60 s. sterilinti 70 proc. etanolio vandeniniame tirpale ir 3
min 10 proc. natrio hipochlorito tirpale, po to 3 kartus po 5 min. plauti steriliame

distiliuotame vandenyje.

2.1. Augimo reguliatoriy parinkimas Miscanthus x giganteus kaliaus

indukcijai ir organogenezei

Sterillis Sakny ir Sakniastiebiy eksplantai supjaustyti 1,0 — 1,5 cm ilgio segmentais ir

auginti Murashige ir Skoog (MS) (Murashige, Skoog, 1962) maitinamojoje terpéje (2.1.1
lentelé) su skirtingais augimo reguliatoriy kiekiais.
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2.1.1. Tirtas skirtingas 6-benzilaminopurino (BAP) ir o naftilacto riigSties rugsties (NAR)

deriniy poveikis drambliazolés kaliaus indukcijai ir organogenezei:

(kontrolé) be augimo reguliatoriy
0,1 mg I BAP + 1,5 mg I NAR
0,1 mg I BAP +3,0 mg I'* NAR
0,1 mg I BAP + 4,5 mg I'* NAR
0,2mg I BAP + 1,5 mg I'* NAR
0,2mg I BAP + 3,0 mg I'* NAR
0,2mg I BAP + 4,5 mg I'* NAR

2.1.2. Tirtas skirtingas Tidiazurono (TDZ) ir o naftilacto raigsties rtugsties (NAR) deriniy

poveikis drambliazolés kaliaus indukcijai ir organogenezei:

be augimo reguliatoriy (kontrolé)
0,06 mg I TDZ + 1,5 mg I NAR
0,05 mg I TDZ + 3,0 mg I NAR
0,05 mg I TDZ + 4,5 mg I NAR
0,1mgI* TDZ + 1,5 mg I'* NAR
0,1 mg I TDZ + 3,0 mg I'* NAR
0,1 mg It TDZ +4,5 mg I NAR

Maitinamoji terpé papildyta 30 g 1™ sacharozés ir 8 g 1™ Difco Bacto agaru. Terpés pH

—5,7+0,1. Maitinamoji terpé autoklavuota 115°C temperatiroje 30 min., i§pilstyta po 20 ml j

90 mm skersmens Petri 1¢ksteles ir uZsandarinta parafilnu.

Izoliuoti eksplantai in vitro auginti 22 + 2 °C temperatiiroje, esant 50 pmol m? s

-1

apsvietimui, 16/8 h (diena/naktis) fotoperiodui.

2.2. Auksiny parinkimas Miscanthus x giganteus mikrouigliy rizogenezei

Po 35 auginimo dieny, i§ Sakniastiebiy susiformave mikrotigliai perkelti § MS (makro

drusky) terpe, papildyta skirtingais auksiny kiekiais.
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2.2.1 Tirtas auksino NAR skirtingy koncentracijy poveikis drambliazolés rizogenezei:
e Dbe augimo reguliatoriy (kontrol¢)
e 0,1mgl*NAR
e 02mgl*NAR
e 03mgl*NAR
e 04mgl*NAR

2.2.2 Tirtas auksino IAR (3-indolilacto ragsties) skirtingy koncentracijy poveikis
drambliazolés rizogenezei:

e be augimo reguliatoriy (kontrolé)

e 01mgl*IAR

e 02mgl*IAR

e 03mgl*IAR

e 04mgltIAR

Maitinamoji terpé papildyta 10 g 1°* sacharozés ir 8 g 1™ Difco Bacto agaru. Terpés pH —
5,7 = 0,1. Maitinamoji terpé autoklavuota 115°C temperatiiroje 30 min., iSpilstyta po 5 ml |
meégintuvélius.

Sterili kultira auginta kontroliuojamomis salygomis: Sviesos intensyvumas — 50 umol

m?2 s, fotoperiodas — 16/8 h (diena/naktj), aplinkos temperatiira 22 + 2 °C.

Eksperimento metu auginta po 60 kiekvieno varianto eksplanty, tyrimas atliktas trimis
pakartojimais. Kas keturias savaites eksplantai perkelti | Sviezig tos pacios sudéties
maitinamajg terpe.

Morfogeniné somatinio audinio potencija jvertinta analizuojant ekpslante
susiformavusiy strukttiry morfologinius parametrus. Vertinta:

v' kaliaus susiformavimo daznis (proc.);
v’ dgliy susiformavimo daznis (proc.);

v' $akny susiformavimo daznis (proc.);
Statistiné duomeny analizé. Duomenys statistiSkai apdoroti kompiuterinémis

programomis STAT 1,55 ir ANOVA 1§ programy paketo “SELEKCIJA* Tarakanovas,
Raudonius, 2003).
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2.1.1 lentelé. Murashige ir Skoog (MS) maitinamosios terpés sudétis

Medziaga Kiekis mg 17
Makroelementai
NHsNO3 1650
Ca(N03)2-4H20 —
KNO3 1900
KCL —
(NH;)SO,4 -
CaCI2'2H20 440
MgSO4'7H20 370
Na,SO4 —
12H,P0O, 170
NaH,PO4-4H,0 —
NaH2PO4 -
Mikroelementai
CoCly'6H,0 0,025
CuSO45H,0 0,025
HsBO3 6,2
Kl 0,83
MnSQO,44H,0 22,3
MnSO4'H20 -
Na,Mo0O,2H,0 0,25
ZnS0O4-H,0 8,6
FeSO,4 7H,0 27,8
Fe (SO4)3 —
Na,EDTA-H,0 37,3
Vitaminai
Mezoinozinas 100
Tiaminas HC1 0,1
Porodoksolis HC1 0,5
Nikotino riigstis 0,5
Glicinas 2
Priedai
Sacharozé 10000
Agaras 8000
pH5,7+0,1
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU ANALIZE

3.1. DrambliaZolés kaliaus indukcija

Izoliuoty drambliazolés audiniy Igsteliy dediferenciacijos procesas prasidéjo 21 — 28

dieng po Sakny izoliavimo (3.1.1 pav.).

3.1.1. pav. Miscanthus x giganteus kaliaus genezé in vitro

Drambliazolés Sakny eksplantai kaliy formavo visose tirtose MS maitinamosiose terpés
variantuose (3.1.2 pav.). Maitinamojoje terpéje be augimo reguliatoriy kaliy formavo 6,8
proc. Sakny. Papildzius morfogenezeés terpe 0,1 mg 1* BAP + 1,5 mg I' NAR, kaliaus
susiformavimo daznis padidéjo neesmingai iki 9,3 proc. Padidinus NAR koncentracijg nuo
1,5 mg I'* iki 3,0 mg I'* derinyje su 0,1 mg I BAP kaliaus susiformavimo daZnis sumaz¢&jo iki
8,2 proc. Tolesnis Sio auksino koncentracijos didinimas turéjo teigiama jtaka drambliazolés
Sakny kaliaus iniciacijai, lyginant su terpe, papildyta 0,1 mg I* BAP + 1,5 mg I NAR,
skirtumai esminiai. Nustatyta, kad citokininy ir auksiny derinys 0,2 mg 1™ BAP + 4,5 mg I*
NAR skatino kaliaus genezg, Sakny eksplantai kaliy formavo intensyviausiai (23,4 proc.

dazniu).
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3.1.2 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis drambliazolés kaliaus indukcijai
izoliuoty Sakny kultiiroje

ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.

Rezultatai, gauti tiriant augimo reguliatoriy deriniy poveikj drambliazolés kaliaus

indukcijai izoliuoty Sakny kulttiroje, pateikti 3.1.3 pav.
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3.1.3 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis drambliazolés kaliaus indukcijai
izoliuoty Sakny kulttroje

ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.
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Priklausomai nuo indukcijos terpés sudéties, kaliaus formavimosi daznis varijavo nuo
6,8 iki 28,9 proc. Padidintas citokinino kiekis indukcijos terpé¢je skatino izoliuoty
drambliazolés 3akny kaliaus geneze. Papildzius indukcijos terpe 0,05 mg I TDZ + 1,5 mg I
NAR kaliaus susiformavimo daznis padidéjo esmingai 20,7 proc., taip pat derinyje su 3,0 mg
I" NAR, 0,05 mg I'* TDZ kaliaus susiformavimo daZnj padidino esmingai. Intensyviausiai
28,9 proc. dazniu kaliy formavo izoliuoti segmentai auginti terpéje su 0,1 mg It TDZ + 3,0
mg I'" NAR. Tirti citokininy ir auksiny deriniai (0,05 mg I TDZ + 3,0 mg I NAR, 0,1 mg
It TDZ + 4,5 mg I NAR) skatino drambliazolés Sakny kaliaus indukcija, kalius formavosi
atitinkamai 26,3 ir 26,2 dazniu.

Citokinino TDZ ir auksino NAR poveikyje izoliuoty Sakny segmenty Iasteliy
dediferenciacija vyko statistiSkai patikimai didesniu dazniu, lyginant su tirtais BAP ir NAR
deriniais. Daugiausiai (28,9 proc.) kaliaus susiformavo maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,1
mg I TDZ ir 3,0 mg I* NAR.

3.2. DrambliaZolés organogenezé

Maitinamojoje terpéje be augimo reguliatoriy tglius formavo vidutiniskai 3,6 proc.

Sakniastiebiy (3.2.1 pav.).
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kontrole 0,1 mg 1™ 0,1 mg 1™ 0,1 mgl™ 0,2 mg 1™ 0,2 mg 1™ 0,2 mg 1™
BAP +1,5mg BAP + 3,0 mg BAP + 4,5 mg BAP + 1,5 mg BAP + 3,0 mg BAP + 4,5 mg
I""NAR I""NAR I""NAR I""NAR I NAR I NAR

3.2.1 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis drambliazolés tigliy formavimosi
dazniui izoliuoty Sakniastiebiy kultiroje

ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.
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Papildzius indukcijos terpe 0,1 mg I* BAP + 15 mg I' NAR deriniu, tgliy
susiformavimo daznis padidéjo iki 4,2 proc. ir tolesnis Sios koncentracijos didinimas turéjo
teigiamg jtaka. Didinant NAR koncentracija derinyje su 0,1 mg 1™ BAP digliy formavimosi
daznis nuosekliai didéjo iki 6,1 proc. Padidinus BAP koncentracija nuo 0,1 mg 1™ iki 0,2 mg I
! derinyje su 1,5 mg I'* NAR izoliuoti $akniastiebiai Giglius formavo 7,2 proc. dazniu. Tolesnis
siy auksiny koncentracijos didinimas turéjo teigiamg jtakg drambliazolés tigliy formavimuisi.
Daugiausiai (8,9 proc. dazniu) tglius suformavo drambliazolés Sakniastiebiy eksplantai
terpéje, papildytoje 0,2 mg I BAP +4,5mg It NAR.

Papildzius maitinamaja terpe 0,1 mg 1" BAP + 3,0 mg I NAR deriniu, izoliuoti
Sakniastiebiy eksplantai vidutinis$kai suformavo 1,3 Gglius i§ eksplanto (3.2.2 pav.). Tolesnis
Siy auksiny koncentracijos didinimas turéjo teigiamg jtaka drambliazolés Tgliy formavimosi
iSeigai. Didziausias tgliy kiekis i$ eksplanto (2 vnt.) gautas maitinamojoje terpéje, papildytoje
0,1 mg 1" BAP + 4,5 mg I" NAR deriniu. Padidinus BAP koncentracija nuo 0,1 mg 1™ iki
0,2 mg I derinyje su 1,5 mg I NAR dgliy kiekis i§ eksplanto sumazéjo iki 1,2 vnt.
Nustatyta, kad maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,2 mg 1Y BAP + 3,0 mg I'* NAR ir 0,2 mg
I'" BAP +4,5mg ™ NAR, tgliy kiekis i§ eksplanto gautas vienodas 1 vnt

kontrole 0,1 mg I"BAPO,l mg 1" BAP 0,1 mgl™ 0,2 mg 1™ 0,2 mg ™! 0,2 mg 1™
+1,5mgl?  +3,0mgl" BAP+45mg BAP +1,5mg BAP + 3,0 mg BAP + 4,5 mg
NAR NAR I"NAR I""NAR I"NAR I""NAR

2,5

Ugliy kiekis i§ eksplanto, vnt.
=
[ %}

o
[

0

3.2.2 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis drambliazolés tigliy iSeigai izoliuoty
Sakniastiebiy kultiiroje

ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.
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Maitinamojoje terpéje be augimo reguliatoriy tiglius formavo vidutiniSkai 3,6 proc.

Sakniastiebiy (3.2.3 pav).
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3.2.3 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis drambliazolés tigliy formavimosi
dazniui izolivoty Sakniastiebiy kultiiroje

ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.

Papildzius indukcijos terpe 0,05 mg I* TDZ + 1,5 mg I NAR, agliy susiformavimo
daznis sieké 10,8 proc. Didinant NAR koncentracija derinyje su 0,1 mg 1" TDZ agliy
formavimo daZnis nuosekliai did¢jo iki 13,33 proc. Padidinus TDZ koncentracija nuo 0,05 mg
It iki 0,1 mg I"* derinyje su 1,5 mg I"* NAR izoliuoti 3akniastiebiy segmentai figlius formavo
16,67 proc. dazniu. intensyviausiai (18,1 proc. dazniu) dglius formavo drambliazolés
Sakniastiebiy eksplantai terpéje, papildytoje 0,1 mg 1" TDZ + 3,0 mg I* NAR.
Maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,1 mg I* TDZ + 45 mg I NAR, dglius formavo
atitinkamai 17,6 proc. Sakniastiebiy.

Rezultatai, gauti jvertinus augimo reguliatoriy deriniy poveikj tigliy kiekiui i$ eksplanto
pateikti 3.2.4 pav. Nustatyta, kad maitinamojoje terp¢je be augimo reguliatoriy drambliazoles
izoliouti Sakniastiebiai tigliy neformavo. Maziausias (1,7 vnt.) Gigliy kiekis i$ eksplanto gautas
terpéje, papildytoje 0,05 mg I* TDZ + 1,5 mg I NAR deriniu. PapildZius maitinamaja terpe
0,05 mg I TDZ + 3,0 mg I NAR deriniu, igliy kiekis i§ eksplanto padidéjo iki 3,6 vnt.
Tolesnis auksino NAR koncentracijos didinimas turéjo neigiama jtaka drambliazolés tgliy
formavimosi iSeigai. Maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,1 mg 1 TDZ + 4,5 mg I NAR,
tgliy kiekis i§ eksplanto atitinkamai padidéjo iki 3,4 vnt. Padidinus TDZ koncentracijg nuo
0,05 mg I iki 0,1 mg I"* derinyje su 1,5 mg I"* NAR vidutiniskai eksplantai suformavo iki 3,4

26



tgliy i§ eksplanto. DidZiausias tgliy kiekis i§ eksplanto (4,8 vnt.) gautas maitinamojoje

terpéje papildytoje 0,1 mg It TDZ + 3,0 mg I"* NAR deriniu.

kontrolé 0,05 mg 1" 0,05 mg 1™ 0,05mg 1" 0,1 mgI?TDZ 0,1 mg 1" TDZ 0,1 mg 1" TDZ
TDZ+15mg TDZ+30mg TDZ+45mg +1,5mgl" +3,0mgl" +45mgl”
I"'NAR I"'NAR I"NAR NAR NAR NAR

N w £~ (6] [e)]

[N

Ugliy Kiekis i$ eksplanto, vnt.

o

3.2.4 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis drambliazolés tigliy iSeigai izoliuoty
Sakniastiebiy kultiiroje
ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.

Tiesioginé organogenezé i§ drambliazolés Sakniastiebiy eksplanty pastebéta po 21 — 22

dieny (3.2.5 pav.).

3.2.5 pav. Miscanthus x giganteus organogenez¢é in vitro
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Tiriant egzogeniniy veiksniy poveikj drambliazolés morfogenezei in vitro nustatyta, kad
pridétiniy Ugliy iSeiga priklausé nuo augimo reguliatoriy derinio bei koncentracijos
maitinamojoje terpéje. Literatliroje teigiama, kad tgliy inicijavimg galima jtakoti tinkamai
subalansavus auksiny ir citokininy priedg maitinamojoje terpéje (Coleman et al., 2003).
Drambliazolés izoliuoty Sakniastiebiy kultiiroje didziausias tigliy kiekis i§ eksplanto 4,8
gautas maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,1 mg It TDZ + 3,0 mg I* NAR deriniu,
maziausias ugliy kiekis i$ eksplanto gautas terpéje, papildytoje 0,1 mg I BAP + 1,5 mg I
NAR deriniu. Tyrimais nustatyta, kad drambliazolés izoliuoty Sakniastiebiy Kkultiroje
intensyviausiai pridétiniai tigliai regeneravo terpéje, papildytoje citokininu TDZ. Esminiai
skirtumai nustatyti maitinamojoje terpéje papildytoje 0,2 mg I BAP + 3,0 mg I NAR ir 0,2
mg 1" BAP + 4,5 mg 1" NAR ugliy iSeiga i§ eksplanto buvo vienoda (1 vnt.).

3.3. DrambliaZolés rizogenezé

Maitinamojoje terpéje be augimo reguliatoriy Saknis formavo vidutiniSkai apie 8 proc.
mikrotigliy (3.3.1 pav.). PapildZius rizogenezés terpe 0,1 mg 1" NAR, Sakny susiformavimo
daznis sieké 49,7 proc., lyginant su kontrole, Saknis suformavo beveik 40 proc. daugiau

mikrotigliy, skirtumai esminiai ir statistiSkai patikimi.
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3.3.1 pav. Auksino NAR poveikis drambliazolés mikrotgliy jsiSaknijimo dazniui
ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.
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NAR koncentracijos padidinimas iki 0,2 mg I salygojo dar intensyvesnj Sakny
susidarymo procesa — Saknis formavo apie 95 proc. mikroiigliy. Tolesnis §io auksino
koncentracijos didinimas turéjo neigiamg jtaka drambliazolés mikroiigliy jSaknydinimui,
lyginant su terpe, papildyta 0,2 mg I* NAR. Maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,3 mg 1™
NAR ir 0,4 mg I NAR, $aknis formavo atitinkamai 52,9 proc. ir 36,5 proc. mikrotgliy.

Auksino IAR priedas maitinamojoje terpéje taip pat skatino drambliazolés mikrotugliy
jSaknijima in vitro (3.3.2 pav.). 0,1 mg I IAR poveikyje $aknis suformavo 5,1 karto daugiau
mikrotigliy nei kontroliniame variante. Maitinamojoje terpéje, papildytoje 0,2 mg I 1AR,
Sakny formavimosi daznis buvo 80,2 proc. didesnis, lyginant su kontrole ir 45,2 proc.
didesnis, nei terpéje su 0,1 mg I'* JAR. Didinant IAR koncentracija iki 0,3 mg 1™ ir 0,4 mg I,
Sakny formavimosi daznis nuosekliai mazéjo, taciau buvo statistiSkai patikimai didesnis nei

terpéje be augimo reguliatoriy.
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3.3.2 pav. Auksino AR poveikis drambliazolés mikrotigliy jsiSaknijimo dazniui

ASU Agrobiotechnologijos laboratorija, 2013 — 2014 m.

Sakny susiformavimo daznis, %

N
o

.

Nustatyta, kad i$ tirty auksiny drambliazolés mikrotigliy jSaknydinimg labiau skatina
NAR negu IAR. 1-naftilacto ragsties poveikyje jsiSaknijo 6,2 proc. (0,1 mg 1), 5,9 proc. (0,2
mg 1), 7,6 proc. (0,3 mg I'") ir 8,1 proc. (0,4 mg I™") daugiau mikrougliy nei atitinkamy
koncentracijy IAR poveikyje.

Maitinamojoje terpéje papildytoje auksinu NAR drambliazolés mikrotigliai intensyviau

formavo $aknis, nei maitinamojoje terpéje, papildytoje auksinu IAR (3.2.5 pav.).
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A B

3.2.5 pav. Miscanthus x giganteus rizogenez¢ in vitro (A — rizogenezé su aukskinu NAR; B —

rizogeneze su auksinu IAR)

Vertinant endogeniniy veiksniy poveikj drambliazolés rizogenezei in vitro nustatyta,
kad auksino NAR poveikyje drambliazolés mikrotigliy rizogenezés procesas vyko intensyviau
negu IAR poveikyje (3.2.5 pav.). Daugiausiai mikrotigliy jsiSaknijo maitinamojoje terpéje,
papildytoje 2,0 mg I'* NAR.

Izoliuoty Miscanthus x giganteus audiniy, organy ir lgsteliy kultGros tyrimy ypatumai
skelbti keliose mokslinése publikacijose kuriose teigiama, kad morfogeninio kaliaus
indukcija, figliy regeneracija ir jy jSaknydinimas priklauso nuo maitinamosios terpés sudéties,
eksplanto tipo ir jo fiziologinés buklés (Holme, Petersen, 1996; Holme, 1998; Petersen et al.,
1999; Kim et al., 2010). Analizuojant misy tyrimy rezultatus nustatyta, kad siekiant pritaikyti
izoliuoty audiniy ir Igsteliy kultiros metodus masiniam drambliazolés dauginimui bitina
optimizuoti §io augalo regeneracijg in Vitro parenkant optimaliausig maitinamosios terpés

sudétj priklausomai nuo pasirinkto eksplanto tipo.
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ISVADOS

1. Tirty augimo reguliatoriy poveikyje izoliuoti Sakniastiebiai formavo tik pridétinius diglius, o
Sakny segmentai — tik kaliy.

2. Citokinino TDZ ir auksino NAR poveikyje izoliuoty Sakny segmenty lasteliy dediferenciacija
vyko statistiSkai patikimai didesniu dazniu, lyginant su BAP ir NAR deriniu. Daugiausiai
(28,9 proc.) kaliaus susiformavo maitinamojoje terpéje su 0,1 mg 1" TDZ ir 3,0 mg I"! NAR.

3. Didziausiu dazniu (18,0 proc.) figlius formavo Sakniastiebiai, auginti maitinamojoje terpéje su
2,0mg I TDZ ir 0,05 mg I'* NAR.

4. Auksino a-naftilacto rtgsties poveikyje drambliazolés mikrotigliy rizogenezés procesas vyko
intensyviau negu 3 indolilacto rugSies poveikyje. Daugiausiai mikrouigliy jsiSaknijo

maitinamojoje terpéje, papildytoje 2,0 mg 1" NAR.

2015-05-29 e
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Summary
MICROSHOOTS OF MISCANTHUS ROOTINGIN VTIRO

Imestigtons were carmied out dunng 2012-2013 in the laboratory of Agrobectecknolozy and Biology and Plam
Bicteckmology Instinte of Aleksandras Stalgnckis Unmmedty. The effect of auxing on rootzg of miscamths micro-
shoots was imvestgated. The cmrent stady indicato: that in medam without growth regulasoes rinzomenesis of mucro-
shoots caz be indncted in low - It bos boan ectnablished ot for rhizogeaesds induction awen NAA was more
suitable & compansson widh IAA mm‘mm of micaxtins micoiboots was obsarved  the
mamient modram supplemented with 0.2 mg I NAA
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