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SUTRUMPINIMU SARASAS

ACK - aminociklopropano-1karboksilo riigstis

BAP - 6-benzilaminopurinas

GA; — giberilinas A

IAR - 3-indolilacto riigstis

ISR — 3-indolilsvieto riigstis

IOA - 2-jodacemidas

MS — Murashige Skoog maitinamoji terpé

MS (+) ar MS (1:5) — Murashige Skoog maitinamoji terp¢ papildyta 1IAR:5BAP fitohormonais
MA (-) — Murashige Skoog maitinamoji terp¢ be fitohormony
NAR - 1-naftilacto rugstis

PP-333 - paklobutrazolas

R6G - rudaminas

STS — sidabro tiosulfatas

TDZ - tidiazuronas

VDF?2 -2 tipo vidutiniy daleliy filtras

2,4-D — 2 4-dichlorfenoksiacto riigstis



IVADAS

Mikrodauginimas yra vegetatyvinio dauginimo kultiiroje in vitro biidas, skirtas greitai ir
dideliais kiekiais padauginti augalus. Sis biidas jau keleta deSimtmeéiy yra analizuojamas
moksliniais tikslais, skatinant sunkiai besidauginan¢iy augaly regeneracija, didinant juy
populiacijas. Taip pat ji propaguoja augaly augintojai, prekeiviai, dél masinio augaly dauginimo
mazose teritorijose.

Darbo objektu pasirinkti Petunia genties augalai, siekiant jvertinti, Siy placiai naudojamy
balkony ir lauko Zeldinimui géliy, fitohormony ir Sviesos — tamsos jtaka audiniy regeneracijai.

Augalas yra priklausomas nuo $viesos, nuo pat jo dygimo iki Zydéjimo ir net augalo
senéjimo. Sviesa — tai neatsiejamas nuo fotosintezés energijos Saltinis bei augalo vystymosi
dirgiklis, taCiau tai dar nereiSkia, kad augalas negali vystytis tamsoje (Dagys, 1974). Augalas
tamsoje auga daug greiCiau, bet tuomet yra nei§vengiami augimo nukrypimai ir deformacijos.
Anot C. Cabaleiro (1992), kultivuojant petunijas, susiformavusiy Sakny skaicius, ilgis bei svoris,
tiesiogiai priklauso nuo naudojamo apSvietimo dydZio. Augalo augima ir diferenciacijos
procesus kontroliuoja augaly hormonai. J. van Staden (2006) teigimu, siekiant pagreitinti lasteliy
regeneracija yra naudojami fitohormonai, taciau jy balanso parinkimas yra svarbiausias etapas,
norint juos panaudoti, nes parinkus netinkama, galimos deformacijos. Pasak O. Purer (2009),
fitohormonai gali létinti arba skatinti natiiralius augalo augimo procesus. Atskiry veiksniy
poveikiai literatiiroje daZnai apraSomi, taiau kompleksinis veikimas analizuojamas mazai.

Darbo tikslas — istirti kompleksing fitohormonuy ir Sviesos itaka Pefunia regeneracijai in
vitro.

Darbo uZdaviniai:

1. Atlikti mokslinés ir metodinés literatiiros, susijusios su darbo tema, analizg.

2. Atlikti eksperimentus su izoliuotais Petunia eksplantais, kultivuojant juos skirtingos
sudéties terpése Sviesoje ir tamsoje.

3. [vertinti eksplantuose ivykusia regeneracija.

Darbas aktualus, nes jis buvo nukreiptas istirti kompleksing fitohormony ir Sviesos jtaka
augaly regeneracijai ir surasti optimaliausias salygas norint gauti maksimaly regeneranty kieki,
panaudojant maZiausias medziagy ir ZmogiSkyju iStekliy sanaudas. Darbe pateikiami rezultatai
yra nauji mokslui, nes regeneracijos potencialas nustatomas, vertinant kompleksini esminiy
veiksniy poveiki, o ne kiekvieno itaka atskirai. Tod¢l gauti duomenys naudingi tiek mokslui, tiek

verslui.



1. LITERATUROS ANALIZE

1.1. Petunia augaly dekoratyvumas, biologija ir panaudojimas Zeldinimui

Petunija (Petunia) gentis priskiriama bulvie¢iu (Solanales) eilés bulviniy (Solanaceae)
augaly Seimai, kuriai priklauso apie 2300 rasiy i§ 85 genéiy (Slapakauskas ir kt., 1980). Petunia
gentyje yra apie 14 rasiy, paplitusiy Piety Amerikoje (Balvodiiite, Gudinavigius, 1988). Sios
gélés tévynéje Brazilijoje petun vadinamas tabakas, manoma, kad petunija gavo savo pavadinima
dél savo panaSumo | § augala. [ Europa petunijos buvo atgabentos prie§ pora Simty mety ir
mazdaug nuo 1825, pranciizy (P. L. Vilmorin), belgy (L. van Houte) bei vokieCiy (E. Benary ir
T. Heinemann) veislininky déka, s€¢kmingai kuriamos vis naujesnés, geresnés ju veislés (Heic,
1996).

Petunia genties augalai gali biti ir daugiameciai, taCiau Lietuvos salygomis neziemoja,
todél auginami kaip vienmeciai. Stiebas kylantis arba gulscias, Sakotas bei apauges liaukiniais
plaukeliais. Augalo virSutiniai lapai neretai prieSiniai, apatiniai praZanginiai, trumpakociai, o kai
kurie bekociai. Jy forma nuo placiai kiauSiniSky iki elipsisky, abipus apaugg trumpais, retais

plaukeliais (1 pav.).

1 pav. Petunijos lapo plaukeliai (Janssen ir kt., 2010)

Augalui budingi 1¢ékstés, trimito formos, ivairiaspalviai ar margi, dvily¢iai, ilgakociai,
iSsidéste stiebo iSlinkimuose arba virSutiniy lapy paZastyse Ziedai (2 pav. A). Taurelé varpiska,
giliai suskaidyta i 5, pailgai linijiSkas, bukavirSiines, vaisiams subrendus, atgal atsilenkiancias,
skiltis. Ji 2 — 3 kartus trumpesné uz placiai piltuviska vainikéli, kurio vamzdelis ilgas, | virSy
platéjantis, o jo atbraila klostyta, su 5 skiltelémis. Vainikélis gana jvairaus dydZio, daZzniausiai 25
— 40 mm ilgio, jvairiy spalvy, paprastai margas, nevienodos spalvos su vamzdeliu ir atbraila.
Kuokeliai 5, laisvi, kuriy koteliai paprastai nevienodo ilgio, o geltonos spalvos dulkinés atsiveria
1 vidy iSilginiu plySiu (2 pav. B). Piestelé dvilizdé, liemenélis ilgas ir plonas, purka iSsiplétusi,
neryskiai dviskiauté. S¢kly paprastai daug, jos subresta vaisiuje (2 pav. C) — kiauSiniskoje,
smailia vir§tine, déZutéje, virSutingje dalyje atsiveriancioje 2 iSilginémis savaromis (Butkus ir kt.,

1976, Lekavicius, 1989, Courtier ir kt., 2009).



2 pav. Petunijos ziedas (A) (Loosemore, 2000), ziedo pjivis (B) (Gerats, 2008) ir vaisius su
séklomis (C) (Anonimas 3, 2009)

Petunijos Lietuvos salygomis neziemoja, todél kasmet paprastai dauginamos séklomis,
kurios séjamos sausio — vasario ménesiais. Séklos 18 — 20°C temperatiiroje sudygsta po 10 — 12
dieny. Dél apSvietimo stokos, nepatartina laikyti kambaryje, taciau jei laikoma, biitina sauléta ir
gana $ilta vieta. Daigus reikia pikuoti, 0 kovo mén. sustipréjusius séjinukus sodinti po vieng i 8
cm ar po 3 i 12 cm skersmens vazonus. Laistymas turi biiti saikingas, o trgSimas daznokas. Nuo
balandzio mén. reikéty pradéti pratinti prie lauko salygu (Vilhelmas, 1982). I pastovia vieta
sodinamos 20x25 cm atstumais. Petunijos dauginamos ir auginiais, kurie imami pavasarj nuo per
Ziema vésioje, Sviesioje patalpoje iSlaikyty petuniju kery (Balvociiite, Gudinavicius, 1988).

Petunijos zydéti pradeda po pasodinimo praéjus 70 — 75 dienoms ir Zydi nuo pavasario
pabaigos iki rudens pradzios. Ziedai biina jvairiy roZiniy, raudony atspalviy, gelsvos, violetings,
baltos, mélynos spalvos. Be to, yra petunijy, kuriy ziedai nuséti baltomis Zvaigzdutémis arba
iSraSyti purpurinémis gysleléemis (Heic, 1996). Priklausomai nuo Ziedy dydZio, riSys yra
dalijamos i didZiaZiedes ir mazaZiedes.

DidZiaziedés (P. grandiflora) turi didesnius Ziedus, 12 — 16 cm skersmens, todél jas gali
lengviau suzaloti lietus, vejas ar kitos nepalankios oro salygos. Lietinga vasara daznai biina
neiSvaizdzios. Jas tinka auginti apsaugotuose pakabinamuose vazonuose (3 pav. A).

Skirtingai nuo didziaziedziy, smulkiaziedés (P. multiflora) turi daugiau smulkesniy Ziedy,
2,5 — 3 cm skersmens, tod¢l jos aplinkos veiksniams yra atsparesnés. SmulkiaZiedéms tinka
drégnas oras, nederlingas dirvoZemis ir gali biiti sodinamos neapsaugotuose vazonuose (Courtier
ir kt., 2009). A. Boguseviciiités (1980) teigimu, jas galima auginti ir pusiau pavésingose vietose
(3 pav. B).

Yra ir pilnavidurés veislés, kurios esti labai puosSnios, bet jas sunkiau auginti. Anot H.
Heic (1996), pilnaviduriais ziedais ZydinCiuy petunijy biita dar 1849, nors tikrasias pilnavidures
rasis sukurti pavyko tik po 100 mety japony selekcininkui Saksai. Jos sékly neuzmezga, todél

e

bitidu, yra labai patvarios ir Zydi (3 pav. C) gausiau uz kitas (Vilhelmas, 1982).
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3 pav. Petunijos gali biiti: didZiaZiedés (A) (Iannotti, 2010), smulkiaziedés (B) (Anonimas 3,
2010) ir pilnaviduriais ziedais (C) (Klett, 2008)

Visy petunijuy priezilira yra panasi. Per karS$¢ius biitina gausiai laistyti, o norint, kad
augalas gausiau Zydéty, reikia Salinti perzydéjusius Ziedus, o per ilgus iSsiSakojusius Ziedus
reikia sutrumpinti, tuomet iSauga naujos Sakelés ant kuriy susiformuoja ziedai. Petunijas daZnai
puola amarai ir baltasparniai, todél nuolat reikia tikrinti apatines lapy dalis. Pagelte lapai
daZniausiai rodo geleZies triikuma dirvoZzemyje (Wagener, Vollrath, 2007). O jei augalai nustoja
zydéti vasaros metu, tuomet galime daryti prielaida, kad triksta maisto medziagy (Vilhelmas,
1982).

Petunia — tai nepakeiCiamas bulviniy Seimos augalas, tinkamas interjero ir eksterjero
puosybai bei Zeldinimui. E. Sisko (1996) teigé, jog petunijos tikriausiai yra vienintelés gélés, be
kuriy nejsivaizduojamas né vienas puosnus gélynas. Siuo metu tai vienas populiariausiy augaly,
auginamy soduose, gélynuose, darzeliuose, taip pat balkonuose, ant sauléty palangiy, terasose,
kambariuose, borditiruose. Veisliy augalai besidriekian¢iais ir Zemyn svyranciais stiebais
auginami kubiluose, palangiy loveliuose ar pakabinamose pintinése. Petuniju naudojimo
Zeldinimui populiaruma lemia iSvesty veisliy gausa ir jvairové. Galima rinktis stadiais,
svyran€iais Zemyn ar SliauZianciais stiebais, paprastais ir pilnaviduriais, vienspalviais ar keliy
spalvy Ziedais, taip pat glotniais ar gofruotais Ziedlapiais. Siuo metu daugelio misy sodus,
balkonus bei palanges puoSianciy petunijy ,,pramotés‘ — kvapnioji baltaziedé Petunia axillaris
bei rausvai violetiniais Ziedais zZydinti svyrancioji Petunia violaceae, abi vienmeciai puskriimiai
truputi lipniais stiebais bei lapais. IS ju sukurta aibé puikiausiu didZiaziedZiy veisliy, kuriy Ziedai
25 — 30 cm skersmens ir kuo jvairiausiy spalvy. Véliausiai, palyginti neseniai, pasiseké sukurti
geltonZiedes veisles: ‘Summer sun’, ‘Ruban Jaunes’, ‘Magic Jaune’, ‘California girl’, ‘Yellow
magic’ (Hessayon, 2003).

Tinkamai derinant nusvirusias ir staciafiges, kriimeliu augancias veisles jvairiais Ziedais,

apsodinti galima vien petunijomis, nenaudojant kity raiSiy augaly. Veisliu jvairovés déka,



kurdami savo sodybos aplinka kiekvienais metais galime jrengti vis kitoki petunijy gélyna.
DaZnai petunijos yra komponuojamos su pelargonijomis, d¢l prieZitiros panasumo (Vilhelmas,
1982). Taip pat tinka su mazomis staCiatigémis balkonuy gélémis, pvz., krimine chrizantema,
paprastaja lobelija ar pajiirine lobuliarija. Neretai petunijos gélynuose sodinamos su dekoratyvius
lapus turin¢iomis gélémis, pvz., vilnotoji notra (Stachys byzantina).

Labiausiai paplitusios ir daZniausiai Lietuvoje auginamos hibridinés petunijos (Petunia x
hybryda), dar vadinamos darZelinémis petunijomis (Anonimas 1, 2009). Tai hibridin¢ rusis,
gauta sukryZzminus Petunia violaceae Lindl. su P. nyctaginiflora Juss., dabar auginama visame
pasaulyje (Butkus ir kt., 1976).

I8 petunijy yra iSvesti heteroziniai hibridai, kurie tik pirmos kartos biina produktyvesni ir
atsparesni nepalankioms salygoms. Surfinijos retai ar visai neuzmezga sékly, o jei jas uZmezga,
s¢jinukai nekartoja veislés pozymiy (Anonimas 1, 2009). Tod¢l daZzniausiai jos dauginamos

auginiais.
1.2. Mikrodauginimas — biidas gauti daug sveiky augaly per trumpg laika

1.2.1. Augaly auginimas in vitro aplinkoje

Zmogui yra labai svarbus greitas, lengvas ir paprastas augaly dauginimas, todél jis daznai
renkasi dauginimg séklomis. Nepaisant to, yra sukurta daug vegetatyvinio (nelytinio) augaly
dauginimo biidy. A. Sliesaravi¢iaus (2005) teigimu, 10 i§ 30 svarbiausiy pasaulio Zemés tkio
augaly dauginami vien tik vegetatyviniu biidu. Efektyviausiu laikomas augaly mikrodauginimas
in vitro. Siuo biidu galima per trumpa laika gauti kokybisku, sveiky ir gyvybingu augaly.
Mikrodauginimas yra vegetatyvinio dauginimo kulttiroje in vitro biidas, skirtas greitai ir dideliais
kiekiais padauginti augalus (Sliesaravi¢ius, Stanys, 2005). Siuo badu, i§ nedidelio eksplanto
(augalo audinio ar organo izoliuota dalis) regeneruojama daug augaly nedideléje erdveje.
Mikrodauginimo technika taikoma Zoliniams bei medé¢jantiems augalams, pvz., miSko
medziams, klonuoti ir auginti. Pasak A. SliesaraviCiaus (2005), pagal gaunamus dauginimo
rezultatus genetinio ir fiziologinio stabilumo poZiiiriu, iSskiriami du mikrodauginimo aspektai:
pats mikrodauginimas, kada panaudojant ivairias in vitro sistemas, suzadinama morfogenezé
indukcijos biidu, regeneruojami augalai, ir mikrovegetatyvinis dauginimas, arba
mikroklonavimas, kai siekiama klonuoti augalus, i§laikant jy genetines ir fiziologines savybes. In
vitro salygomis sisteminiy ligy pernes$éjai yra paSalinami, todél tai yra metodas tinkamas
augalams gydyti ir palaikyti sveiky individy kolekcijas. Sis biidas yra svarbiausias tiems

augalams, kuriy neimanoma ar labai sunku padauginti s¢klomis: dauginant poliploidines ir



aneuploidines formas, i§ ju sékly iSauga nevienodi palikuonys, ir dauginant triploidinius
individus.

Pastaruoju metu biotechnologijos srityje matomas rySkus progresas. Masinis komercinis
vegetatyvinis dauginimas in vitro kol kas atlickamas ribotomis apimtimis. Kiekvienai augalo
rusiai turi buti optimali terpés sudétis ir auginimo salygos, kurios nustatomos eksperimentiskai.
Augalus dauginant neoptimaliomis tai riSiai saglygomis, pasitaiko regeneranty nukrypimy nuo
pradinés formos: pakinta lytis, Ziedy skaiCius, Zydéjimo reguliarumas ir kitos savybés. Anot V.
Stanio (1998), tik tinkamai irengtoje laboratorijoje galima pasiekti norimy dauginimo rezultaty.
Patalpa neprivalo biti didel¢, jos erdvumas priklauso nuo dauginimo apimciy. Joje turi biti
dauginimui reikalingi prietaisai, irankiai.

Jau keleta deSimtmeciy neabejojama mikrodauginimo metodo naudingumu mokslinei
praktikai. Pagrindiniu $io dauginimo privalumu yra laikoma tai, kad i§ vieno augalo, per labai
trumpa laiko tarpa, galima gauti daug to padio augalo klonu. Sis biidas leidZia iSauginti
tukstancCius naujy augaly i§ eksplanty, kai jprastais metodais dauginami augalai gali pasiekti tik
maza dalelg Sio skaiCiaus. Tai labai svarbu verslo imonéms, kurioms tai yra pagrindinis kriterijus
siekiant i$laikyti bei toliau plétoti versla. Tuo labiau, kad in vitro biidu dauginami tik neuZsikréte
augalai, tokie patys ir gaunami. I. Hudak (2006), atliko tyrimus, padedancius in vitro auginimo
metodais iSauginti bulves, atsparias Erwiniae — minkStojo puveésio virusui. Tyrimai buvo
atlikin¢jami kelis deSimtmecius, siekiant iStirti skirtingy Solanum r1GSiy atsparumag ir
iStverminguma Erwinia virusui. Pagrindinis tyrimo tikslas buvo naujausiais in vitro metodais
iverti atsparuma ar iStverminguma bulviy minkStajam puvésiui. In vitro méginiai buvo uzkrésti,
ir panaudoti ligos plitimui jvertinti. Gauty duomeny pagalba buvo nustatomas kiekvienos riiSies
jautrumo virusui kategorijos. Sie rezultatai dabar taikomi auginant sveikus Solanum figlius.

Nemazai svarbu tai, kad dauginant in vitro biidu, paruoSiami jau jsiSaknij¢ augalai, kas
leidZia sutaupyti daug laiko, kuomet s¢kla ar auginiai létai prigyja ar iSauga. Dar viena
priezastis, dél kurios prekeiviai daZnai renkasi $i dauginimo biida, tai telpantis jspiidingas augaly
skai€ius viename kvadratiniame metre. Taip sutalpinti augalai gali ilgai iSsilaikyti, nes jiems
pakanka maisto medZiagy esanCiy maitinamosios terpés sudétyje. Manoma, kad
mikrodauginimas yra vienintelis, perspektyvus metodas, genetiSkai modifikuoty Iasteliy
regeneracijai, arba lasteléms po protoplasty susiliejimo. Taip pat, Siuo biidu naudinga dauginti
augalus, kurie nesubrandina didelio skaiCiaus sékly, kai augalai yra steriliis ir nesubrandina
gyvybingy sékly, arba kai augalai visiSkai nebrandina s¢kly. Taip yra iSsaugoma augaly risine
ivairové. Negana to, mikrodauginimo biidu padauginti augalai yra tvirtesni, palyginus su

padaugintais tradiciniais metodais, $iy augaly dalys, tokios kaip s¢klos ir auginiai, grei¢iau



vystosi. Augalai brandinantys labai mazas s¢klas, daugiausiai orchidiniai, labiausiai tikétina, kad
iSaugs sterilioje aplinkoje, nes jie yra jautriis nepalankioms aplinkos salygoms, kuriy in vitro
aplinkoje iSvengiama. Taigi, augalai gali biti dauginami iStisus metus, nekreipiant démesio i
sezoniSkuma.

Dé¢l pernelyg didelés kainos, dauguma augaly selekcininky nenaudoja mikrodauginimo,
taciau kai kuriy augaly klony galima gauti tik Siuo biidu. Nepaisant dideliy pastangy iSvystyti Sio

proceso mechanizavima, kuris biity daug pigesnis, to dar nickam nepavyko padaryti.
1.3. Aplinkos veiksniy reikSmé regeneracijai

1.3.1. Fitohormony reikSmé

Lasteliy gyvavimui, augimui ir vystymuisi visada reikalingas vanduo, maisto medZiagos
ir augima bei vystymasi reguliuojantys fitohormonai. Visi §ie elementai - tai pagrindinés
maitinamuyjy terpiy sudedamosios dalys.

Augaly augimui, raidai bei regeneracijai didelés itakos turi hormonai, kurie dar vadinami
fitohormonais. Ju reikSmé augalams yra labai svarbi, daZnai lemiama, todél, kad iSaiSkinty ju
poveiki mokslininkai skiria daug laiko ir pastangy. Atlikty daugybés tyrimy rezultatai rodo, kad
fitohormonai patenka i lasteles ir ten regeneruoja lastelinius procesus. Fitohormonai — tai
organinés medZiagos, sintetinamos augaly audiniuose (paprastai sintetinami vienoje augalo
dalyje ir véliau transportuojami { kitas). Tai labai smulkios molekulés, kurios yra iSplitusios po
ivairias augalo dalis. Fitohormonai lemia daugelj augalo audinio biisenos pasikeitimy. Jie itakoja
augalo vystymasi, augima, Zydé¢jima, vaisiy formavimasi, sen¢jima. Kontroliuoja in vitro
augalines lasteles, audinius, organus ar augaly kultiiras pagal pageidaujamus gauti rezultatus:
palaikyti gyvybinguma, auginti, inicijuoti specifing augaly organogenezg (organy susidaryma),
pumpury formavimasi ir pan. Taip pat labai svarbiis specifiniams dalijimosi procesams, lasteliy
diferenciacijai, metabolizmo reakcijoms.

Visi augaly hormonai pasiZymi daugybiniu veikimu augale. Augaly augima ir
diferenciacijos procesus kontroliuoja penkios pagrindinés augaly augima reguliuojanciy
medziagy ar fitohormony klasés (pagal atlickamas pagrindines funkcijas): auksinai, citokininai,
giberelinai, abscizo riigstis, etilenas (etenas), 6-aminopurinas (adeninas). Audiniams kultivuoti ir
regeneruoti, beveik visada naudojami auksinai ir citokininai, o giberelinai ir abscizo riigstis — tik
specialiais atvejais, pvz., embriogenezei (Galvydis ir kt., 2007).

Dauginimg augaly kultiiromis, maitinamaja terpg¢ papildant fitohormonais propaguoja ir

augaly augintojai. Kaip pavyzdys pateikiama Solanum surattense (Burm. f.) bulviniy Seimos
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rigis, kuri yra mediciniskai svarbi. Sio augalo greitas mikrodauginimas ir tiesioging
organogeneze¢ buvo pasiekta i8 tigliy galiuky ir lapy eksplanty. Lapai ir figliy virStinés izoliuoti i$
jauny augaly. IS vieno eksplanto, auginto ant MS maitinamosios terpés, papildytos BAP ir
kinetinu atskirai ir kartu, vidutini$kai susiformavo 180-200 tigliy. Regeneravg in vitro salygomis
tigliai buvo sveiki, tamsiai Zaliais lapais ir pasieké 5-10 cm ilgi per 10 dieny. Po perkélimo i
laukus iSgyveno 80 iigliy, be sezoniniy apribojimy (Pawar ir kt., 2002).

J. Mityko (1997) atliko tyrimus su Capsicum annuumm L. augalais. Mikrospory kultiiry
eksperimentams pasirinktas aktyvus (Feherozon) ir du menkai aktyvis (Nr. 40017 R-13
(italiSkas) ir Nr. 40017 RK-II (vengriskas)) Sio augalo genotipai. Eksperimentams panaudotos
trijy risiy maitinamosios terpés su skirtingais angliavandeniy ir augimo reguliatoriy papildais.
DidZiausias mikrospory dalijimasis pastebétas NLN-2-15 terpeje (sukurta Lichterio, 1981 terpe
susidedanti i§ 2% sacharozes, 0.5 mg/l NAR ir 0.5 mg/l BAP).

Fitohormonai naudojami ir kaip indikatorius, siekiant natiiraliems augalo sené¢jimo
procesams létinti. Atlikus tyrima, kuriuo buvo siekiama iSsiaiskinti fitohormony poveiki augalo
senéjimui gauti rezultatai. Anot O. Purer (2009), dirbtinés augaly eksploatavimo salygos létina
Sakny formavimasi ir pagreitina jy sené¢jima, o auginiy lapijos senéjima stabdo fitohormonai GAs
ir STS. Sis slopinamasis poveikis, létinantis sen¢jima, gali biiti neutralizuotas ISR ar PP-333.
ACK taip pat stimuliuoja Sakny augima.

Siekiant iSsiaiSkinti tiesiogini savarankiSka fitohormony judéjima lapo eksplantu, buvo
atlikti tyrimai. Gauti rezultatai rodé, kad fitohormonai uzdéti ant pasirinktos Pelargonium
eksplanto vietos, sukelia radioaktyviyju S, P, Rb, gliukozes ir metilo gliukozés kryptingus
pakitimus vykstancius biitent ant uzdéjimo vietos. Pastebéta, kad stipriausias poveikis buvo su
GA;, maziau stiprus su BAP, 2,4-D. TAR ir NAR. Ca ir Cl veiké visiSkai kitaip. IAR"C
migracija vyko GAj3 susitelkimo vietoje (Penot, 1978).

Pasaulyje atlikta daug tyrimy, kuriais siekiama iSsiaiSkinti kiekvieno fitohormono
veikima atskirame augale ir kiekvienam augalui reikalingy fitohormony kieki, nes parinkus ne
tiksly fitohormony balansa, galimi jvairlis augalo nukrypimai ir deformacijos. J. van Staden
(2006) istyré fitohormony ijtaka in vitro salygomis auginamy augaly patiriamam stresui.
Labiausiai tikétina, kad genetiniai ir morfologiniai nukrypimai, kurie pastebimi dauginant augaly
kultiiromis yra oksidacinio streso rezultatas. Keletas faktoriy, sukelianc¢iy augaly audiniy kultiiry
stresg yra: tévinio augalo prieZiiira, eksplanty izoliavimas, terpés sudétis, auginimo inde esanti
atmosfera ir laboratorijos aplinka. Nepaisant to, nustatyta, kad svarbiausia prieZastis, dél kurios

augalai patiria stresa — netinkamas fitohormonu kiekis maitinamojoje terpéje. Visos augaly
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deformacijos labai brangiai atsieina augaly veisimo pramonei, todél biitina Zinoti tikslias
nukraipymuy prieZastis, kurios padéty to iSvengti.

Taip pat bitina Zinoti fitohormony saveika su Kkitais preparatais. Visi terpés papildai
saveikauja ne tik su augalu, bet ir vienas su kitu. A. Szasz (1997) atlikinéjo tyrimus, siekiancius
pagerinti saldZiyjuy papriky (Capsicum annuum L.) regeneracijos potenciala. Atliekant genetinés
transformacijos bandymus ant séklaskiltés ir Saknydinant eksplantus, buvo naudojamos
nukenksmintos Agrobacterium atmainos. Ugliy i§gyvenimo pailginimui buvo pasirinktas
kanamicinas. Tuomet, pastebéta, kad naudojant cefotaxima bakterijy pasalinimui, fitohormonai
kenkia Siam regeneracijos Zingsniui. Taip pat pastebéta antibiotiky (cefotaximas, amoxycilinas)
ir fitohormony (BAP, TDZ) saveika, s¢klaskilCiy eksplanty regeneracijos proceso metu.

Taigi, fitohormonai yra puikiis pagalbininkai auginant augalus, kadangi juos naudojant
galima augima nukreipti mums patogia linkme. Taciau biitina i$siaiSkinti kiekvieno §io preparato

veikima, kadangi panaudojus ne taip, galima sutrikdyti augaly augima.

1.3.2. Sviesos itaka augalams

Augalas nuolat saveikaudamas su aplinka, kuria savo organizma i§ ¢ia gaunamy maisto
medziagy. Taigi, jo augimas ir derlius yra tiesiogiai priklausomi nuo dirvoZemio ir klimato
salygu, kuriy viena i§ svarbiausiy Sviesa. Ji turi didele jtaka regeneracijos potencialui, todél
optimaly apSvietimo intensyvumag stengiamasi sukurti ir augaly audiniy kultiiroje auginamoms
s¢kloms ar eksplantams.

Sviesos poveikis augalams priklauso nuo jos bangos ilgio (spektro) ir spinduliuotés
srauto tankio (Slapakauskas, 2006). Ji neatsiejama nuo pat sékly dygimo iki Zydéjimo ir net
augalo sen¢jimo. Tai neatsiejamas fotosintezés energijos Saltinis bei augalo vystymosi dirgiklis.
Taciau dar nereiskia, kad augalas negaléty vystytis be Sviesos. Anaiptol, augalai tamsoje auga
daug greiciau, bet tuomet yra nei§vengiami augimo nukrypimai ir augalo deformacijos. Ju stiebai
iStista ir tampa labai pazeidziami, silpnesnés ramstiniy ir apytakos audiniy sistemos, atsiranda
didel¢ iSgulimo tikimybé. Tokiy augaly lapai blogai vystosi, jie lieka smulkiis ir dél Sviesos
trikumo nepazaliuoja (Dagys ir kt., 1974). Augalas negaudamas Sviesos spinduliy iSaugina
didesnes Saknis, nes tuomet koncentruojasi ne i fotosintezés vykdyma, bet { maisto medziagy
émimg i§ dirvos. J. Dagys (1974) tvirtina, jog augaly antZeminiy daliy augima Sviesa létina, o
tamsa greitina, esant pastoviai temperatirai.

Augaly Saknys ir poZeminiai stiebai taip pat spariau auga tamsoje. Anot, J. Dagio

(1974), apkauptos bulvés isleidZia daugiau poZeminiy stieby ir uZmezga daugiau gumby.
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IS F. Kjelmano (1885), G. Bonjé (1895), M. Turnua (1912), G. Klebso (1918) darby jau
buvo Zinoma apie augaly reagavima | dienos trukme (StaSauskaité, 1995). Evoliucijos metu
augalai prisitaiké prie sezono ir paros metu kintanciy aplinkos salyguy, taip ilgainiui
suformuodami vidinius ritmus tiems pakitimams pajusti. Jau esame pripratg, kad krokai Zydi
pavasarj, ramunés — vasara, chrizantemos — rudenj, tai néra atsitiktinumas, o augaly reakcija {
iSorinio veiksnio poveiki priklausanti nuo vidiniy augalo savybiy. M. Turnua ir G. Klebsas vieni
i§ pirmy irod¢, kad augalo vystymasis ir Zydéjimo terminai priklauso ne tik nuo Sviesos
intensyvumo, bet, svarbiausia, nuo $viesos ir tamsos periodo santykio per para (StaSauskaite,
1995). Pasak I. Saulienés (2002), fotoperiodo jtaka vegetatyvinio ir reprodukcinio vystymosi
kaitai neatsiejama nuo hormoninés reguliacijos, koordinuojan¢ios augimo bei morfogenezés
procesus visame organizme. Organizmo peréjimas i§ vegetatyviniy organy (Sakny, stieby ir lapy)
genezés | reprodukciniy organy (Ziedy, sékly ir vaisiu) formavima kontroliuojamas daugelio
veiksniy, tarp kuriy fotoperiodiné reakcija ir fitohormoninis stimulas yra vieni reikSmingiausiy,
to pasakoje, augalams fotoperiodin¢ reakcija padeda iSauginti palikuonis tik paciomis
palankiausiomis aplinkos salygomis. Sviesos ir tamsos poveikio reik§mé fotoperiodizme tiriama,
ieSkant kritinés trukmés ar periodiSkumo ribos. Augaly reprodukcini vystymasi lemia: kritinis
dienos ilgis (t.y. paros laikotarpyje minimalus bitinas Sviesos periodas) ir kritinis nakties ilgis
(tamsos periodo trukmé, minimaliai biitina trumpadieniams ir maksimaliai leistina ilgadieniams
augalams). Todél augalai buvo suskirstyti i trumpadienius (Amaranthus caudatus, Salvia
splendens, Cosmos bipinnatus), neutralios dienos (Senecio vulgaris, Lathyrus odoratus, Fuchsia
hybrida) bei ilgadienius (Rudbeckia bicolor, Melilotus albus, Dianthus superbus), kuriy ir yra
daugiausia, jie sudaro 50% visy augaly.

Taigi, norint iSvengti jvairiy deformacijy, silpnai iSvystyty ramstiniy ir apytakos audiniy
sistemos, iSgulimo, augalus biitina auginti Sviesoje, taciau kai kurie augalai be Sviesos taip pat

gali 1§likti.

1.4. Solanaceae augaly regeneracijos in vitro kultiirose pasiekimai

Solanaceae augalai yra svarbiis visame pasaulyje, dé¢l Siai Seimai priklausanciy genciy,
kuriy atstovai turi dekoratyviag bei maisting vertg. Remiantis Siuo principu, visame pasaulyje
atlieckami jvairiis tyrimai, kuriais siekiama padidinti augaly regeneracija, iSvengti deformacijy bei
genetiniy pakitimy. Mikrodauginimas pripaZintas vienu i§ geriausiy dauginimo priemoniy.
Papildant auginimo terpes subalansuotu fitohormony kiekiu ir parenkant tinkama, optimaly

augimui apSvietima, galima greitai ir naSiai, iSvengiant augaly ligy pavojaus, padauginti augalus.
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Siekiant iSsiaiSkinti augimo reguliatoriy poveikj protoplasty lasteliy dalijimosi greiciui,
L. Meyer (2006) atliko tyrimus su Petunia hybrida augalais. Protoplastai buvo izoliuoti i§ SeSiy
skirtingy P. hybrida genotipy ir auginami maitinamojoje terpéje 8pm7 (1,0 mg/L
benzilaminopurinas (BAP) + 1,0 mg/L indolilacto rugstis (IAR) + 2,5% sacharoze¢). Terpé po
septyniy — devyniy dieny buvo keic¢iama i kaliaus suzadinimui papildyta terpg — KF1 (0,5 mg/L
BAP + 0,5 mg/L IAR ir 1,8% sacharoz¢), véliau | KF2 (0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L IAR ir 1,3%
sacharozé). Po to, protoplastai su kaliumi buvo perkelti { PET 2 terpg (1 mg/L BAP + 2 mg/L
IAR). Protoplasty kiekis pakito nuo 0,5 iki 5,6 * 10° protoplasty grame, grynojo svorio. Lasteliu
dalijimosi greitis buvo pakitgs nuo 15 iki 55%. Ugliy regeneracija buvo gauta i§ triju genotipu.
Veikiant skirtingomis koncentracijomis rudaminu 6G (R6G) ir jodoacetamidu (IOA) buvo
Zymiai sumazintas lasteliy dalijimasis, taCiau rySkiis Siy eksperimenty rezultaty skirtumai kol kas
neleidZia nustatyti tinkamos koncentracijos.

C. Cabaleiro (1992), atliko eksperimentus, sieckdamas iSsiaiskinti $viesos jtaka, petunijy
tgliy isiSaknijimui in vitro salygomis. Esant 24 valandy fotoperiodui, po 5 dieny inkubacinio
periodo MS terpéje be hormony, buvo pastebétas didelis Sakny formavimasis. Taciau praéjus 10
ir 15 dieny inkubacinio periodo nebuvo pastebéta Sakny formavimosi skirtumy taikant 24 h ir 14
h fotoperiodus. Ugliy Saknijimas palaipsniui didéja apSvietus juos nuo 20 umol/s m” iki 60
pumol/s m’. Susiformavusiy Sakny skai¢ius, ju 1ilgiai bei svoriai, tiesiogiai priklauso nuo
naudojamo apS$vietimo dydZio. MedZio anglys terp¢je stabdo Saknijimasi, tuo tarpu nepastebétas
joks neigiamas poveikis Saknijimuisi, uzdengus virSuting dalj indo, kuriame auginami tigliai, su
juoda polietilenine plévele (Cabaleiro, Economou, 1992).

Sis tyrimas buvo atliktas, siekiant i§vystyti technika, greitam bulviy (Solanum
tuberosum L.) dauginimui, augaly kultiromis. Tyrime naudoti eksplantai buvo paimti i§ keturiy
Sio augalo veisliy: Diamant, Alpha, Almera ir Agria. Jie patalpinti { agaru sutirstinta (0,8%) MS
terpg, sudaryta i§ 3% sacharozés ir papildyta skirtingy koncentracijy citokininais TDZ ir BAP,
vienais arba kartu su 1-naftilacto rtigstimi (NAR). Augalu risiy analizavimas jrodé, kad augaly
augimo reguliatoriai turi didelés jtakos vystymuisi, o geriausi rezultatai pasiekti su Almera
veisle. Eksplanty reakcija { BAP ir TDZ buvo vertinama pagal kiekvienos veislés eksplante
iSaugusiu Ggliu vidurki. DidZiausias skaiCius (5,4 dgliy/eksplante) Tgliy eksplante buvo
pastebétas Almera eksplanty kulttiroje, kultivuoty MS terpé¢je, papildytoje 3,0 mg/l TDZ kartu su
0,1 NAR. Regeneravg tigliai buvo jsiSaknij¢ papildytoje auksinais MS terpéje ir be juy. Ilgiausia
Saknis (8,8+1,3 cm) buvo uzfiksuota figlyje, augintame terpéje su fitohormonais. DidZiausias
Sakny skaiCius iiglyje buvo pastebétas auginant terpéje papildytoje 1,0 mg/l 3-indolilacto

rugstimi (IAR). Regeneraveg augalai buvo pratinami prie nattraliy augimo salygu ir perkelti i
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Siltnami, kur visi 100% iSgyveno. Visi augalai atrodé morfologiSkai sveiki, normalis ir vienodi
savo lapy forma, bendra iSvaizda ir augimu. Anot G. Khadiga (2009), Sis tyrimas yra svarbus
kuriant bulviy mikrodauginimo pramong ir padéty iveikti sunkumus, iSkylan¢ius jprastu budu
dauginant §ia svarbig risi.

C. He (2007), atliktas tyrimas jrodé citokinino ir giberelino svarba. Tiriant iSplistos
taureles sindroma (ITS) Physalis gentyje. Bepiesteliniai eksperimentai ir ankstesni Ziedy
tyringjimai su fitohormonais, irodé¢ citokinino ir giberelino svarba, ITS formavimuisi, kuris gali
pakeisti augaly apdulkinimo reik§me. Heterotopiskai iSreikStas VDF2 suzadina maZas taurélapio
lasteles, kurios yra iSple¢iamos citokininy, o giberelinai lasteles prailgina, tokiu biidu sukuriamas
ITS.

Surfinijos lapy eksplantai, uzdéti ant MS terpés, papildytos 0,1 mg/l NAR, 1 mg/l BAP,
400 mg/l NAR, kazeino hidroksido ir sustingdyta 2 g/l fitogelio, efektyviai regeneruoja.
Organogenezés indukcija vyksta tamsoje. Po 5 dieny, eksplantai perkelti i mazai apSviesta baltos
Sviesos vieta (19 — 21 umol m?/s), kur jie per 3 — 4 savaites atstat¢ Giglius. Tadiau Siomis
salygomis, lapy eksplantai su Agrobacterium tumefaciens pagalba regeneravo neZymiai.
Apsvietimo spinduliy spalva taip pat itakoja regeneracijos greiti (Michalczuk, 2000).

Taigi, su bulviniy Seimos augalais, tarp ju ir petunija, atlikta daug, ivairiy tyrimy, taciau
pastebéta, kad kompleksinis fitohormony ir §viesos poveikis vis dar néra aiSkus. Tuo tarpu, tokio
pobiidZio Zinios yra ypatingai svarbios modeliuojant augaly augima ir vystymasi. Visi atlikti

tyrimai, juy rezultatai yra labai svarbiis dauginimo augaly kultiromis evoliucijai.
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2. DARBO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Darbo objektas

Darbo objektas - bulviniy (Solanaceae) $eimai priklausantys Petunia genties augalai. Sie
augalai pasirinkti dél savo svarbumo ir reikSmingumo dekoratyviojoje sodininkystéje. Jei
bandytume reitinguoti vienametes géles, petunijos uzimty auk$Ciausias vietas (Anonimas 1,
2009). Stacius stiebus auginancios, laisvai svyrancios ar paZzeme besidriekian¢ios petunijos noriai
sodinamos pakabinamuose vazonuose, jkurdinamos gélynuose su kitais augalais ar vienos
pacios. Tyrimams pasirinktos populiarios dvieju riSiy veislés, kad tiksliau suZinotume
fitohormony ir Sviesos itaka Siy augaly regeneracijos potencialui.

Eksperimentai buvo atlikti su in vitro salygomis iSaugintomis petunijomis: P. nana
compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora *Sneni’.

SmulkiaZied¢ petunija (Petunia nana compacta) — tai vienmeté, vidutiniS$kai 30 cm
auk3cio gele, Zydinti gausiai ir ilgai (nuo birzelio iki rugsé€jo), 7-9 cm skersmens Ziedais.
Zydéjimo metu, rekomenduojama tresti kompleksinémis trafomis. Atsparios nepalankioms
augimo salygoms. DidZiaziedés petunijos seklos labai smulkios, sudygsta per 17-20 dieny, esant
+18-20C° temperatiirai, ju nereikia uzberti Zeme. [ §iltnamj sé¢jama kovo — balandZio, o daigai
sodinami geguZzés — birzelio ménesiais.

DidZiaziedz¢ petunija (Petunia grandiflora) — vienmeté, nuo 20 iki 35 cm aukscio gele.
Nuo smulkiaziedziy skiriasi zZiedy dydZiu (9-10 cm skersmens). Jos jautresnés nepalankioms
aplinkos salygoms, todé¢l geriausiai auga apsaugotose nuo vejy vietose. Daiginant lauke séklos
substratu neuzberiamos, tik lengvai ispaudziamos i dirvos pavirsiy.

Skirtingai nuo nattralioje aplinkoje auganciy, taip iSauginti augalai yra visiSkai sveiki,
apsaugoti nuo kenkéjy bei ivairiausiy Siuos augalus niokojanciy ligy.

Téviniy augaly iSauginimui buvo naudojamos ,,Agronomo patarimas® firmos s¢klos,
nupirktos parduotuvéje ,,Zalia stotele“. Sios firmos s¢klos yra pladiai Zinomos ir naudojamos
Lietuvoje, dél savo patikrintos kokybés ir daigumo. Visos ,,Agronomo patarimo* seklos ir ju
ipakavimas atitinka ES taisykles ir standartus. Jos iki naudojimo yra laikomos supakuotos i
hermetiSka pakuotg, kuri uZtikrina jy sauguma iki naudojimo. Sékly daigumui uZtikrinti, jos
apveliamos riSliu organiniy ir mineraliniy traSy miSiniu. Darbe atliekamiems eksperimentams

atlikti, nuo sékly trasos buvo nuskalautos.
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2.2. Darbo metodai

2.2.1. Téviniy augaly iSauginimas

Visi bakalauro darbe apragyti tyrimai buvo atliekami Siauliy universiteto Gamtos moksly
fakulteto Aplinkotyros katedros augaly biotechnologijy laboratorijoje, kurioje suteikiamos ir
uztikrinamos visos salygos, biitinos augaly kultivavimui.

Motininiy augaly iSauginimas i§ sékly — tai ilgas, tikslumo ir kruopStumo reikalaujantis
darbas. Tyrimams atlikti, buvo naudojami P. nana compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora
‘Sneni’ téviniai augalai. Jie buvo iSauginti i§ se¢kly, toje pacioje laboratorijoje, in vitro salygomis.

Prie§ sé¢jant, séklos turi biti atitinkamai paruo$tos. Jos 30 min. skalaujamos po 25 — 35°C
tekan¢io vandenio srove. Tada pasidarome 50% ACE tirpalo (10 ml distiliuoto H,O, 10 ml
ACE), i ji sudedame jau iSskalautas séklas, viska maiSome ant magnetinés maiSyklés 5 min. Tada
stikling su ACE tirpalu ir séklomis perkeliame { laminara. Toliau sé¢klos skalaujamos iskaitintu
distilivotu H>O. Vyksta trys skalavimai, kuriy metu séklos su H,O maiSomos ant magnetinés
maiSyklés. Po 10 — 15 min. jos filtruojamos ir perkeliamos i inda su Svariu distiliuotu vandeniu,
kur vel skalaujamos.

Po treciojo skalavimo séklos nuo filtrinio popieriaus dedamos ant jau paruoStos ir
iSpilstytos i Petri I¢kSteles terpés. Ant jos pavirSiaus iSdéstytos séklos lengvai paspaudziant
pincetu.

Visos leksteles su seklomis ir terpe bei dangteliai pakaitinami dujinio degiklio liepsnoje,
taip uztikrinant, kad gryby sporos esancios ant krasty bus sunaikintos. Tada Petri 1ekSteliy kraStai
uzklijuojami specialia tampria juostele, kad nepatekty bakterijos ar grybai, ir iSkeliamos i
nesterilia aplinka. Ant I¢kstelés pavirSiaus parasome joje paséty sékly riisi, s€¢jos data, specialias
terpés savybes ir visus kitus reikiamus duomenis. Taip paruoSta mégini dedame | augimo
kamera.

Sékloms sudygus, augalams darosi maZzai vietos toliau augti, todél norint uZtikrinti
augima ir vystymasi, juos reikia perkelti { didesni inda. Augalai v¢l keliami i laminara, Cia
iSimami i§ Petri 1éksteliy ir po du ar tris perkeliami { didesnes talpas. Perkeliant augalas iSimamas
jo nepazeidZiant. Tai atlieckama kuo greiciau, kad augalui biitu daromas, kuo maZesnis stresas.

Persodinus augalas toliau auga ir vystosi. Eksperimentai aplinkos veiksniy jtakai tirti
buvo pradéti, kai téviniai augalai pasieké apie 10 — 15 cm. Tuo metu jie buvo iSvyste daug
lapeliy ir turéjo pakankamai ilga stieba. IS $iu daliy izoliuoti eksplantai buvo naudojami

eksperimente.
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2.2.2. Kultivavimo terpés ruoSimas
Augaly kultivavimas in vitro aplinkoje, reikalauja specialaus pasiruo$imo. Visy pirma,
reikia pasiruosti kultivavimo terpe. Kad tai padaryti biity lengviau, ruoSiami kompleksiniai
tirpalai. Nesumed¢jusiy augaly sékloms ir audiniams kultivuoti daZniausiai naudojama
Murashige Skoog terpé. 1 lenteléje pateikiami jos sudétiniai elementai (500 ml terpés paruosti).
1 lentelé

Sudétiniai elementai vienam litrui terpés paruosti

Bidistiliuotas vanduo ~ 500 ml
Makro druskos 50 ml
Mikro druskos 5 ml

GeleZies chelatas 2,5ml
Sacharoze 15¢
Agaras 45¢

Eksperimentui reikalingai terpei paruosti naudotos dvi kolbos po 500 ml. Viena pusés
litro talpa su MS terpe buvo papildyta fitohormonais, o kita — be fitohormony, naudojama kaip
kontrolé.

MS terpés ruosimo proceso pradZioje i kolba jpilama Siek tiek distilinoto H,O, jdedama
50 ml makrodrusky (4 pav.). Kolba pastatoma ant magnetinés maisyklés ir | vidy ijdedamas
magnetas, kuris iSmaiso tirpala. Kol viskas maiSosi tirpalas papildomas 5 ml mikrodrusky, su

pipete ilasinama 2,5 ml geleZies chelato.

¥ = 1
4 pav. Maitinamosios terpés MS ruoSimas: pilami koncentruoti tirpalai (A); beriami biriis

terpés elementai (B)
Tada cilindru iSmatuojamas tirpalo, esancios kolboje, tiiris ir jpilamas distiliuotas vanduo

iki numatyto tirio (500 ml), paliekama vietos sacharozei ir agarui. Tada supilama 15 ml

sacharozés (ji yra anglies Saltinis) ir galiausiai jdedama 4,5 g agaro (terpei sutirstinti). Tirpalas
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paliekamas ant magnetinés maiSyklés, kol viskas i§simaiSo. Tokiu paciu principu pagaminama ir
antra kolba su maitinamaja terpe.

Terpés sterilinimui naudojamas autoklavas. Kolbos, su paruosta terpe uzkemSamos
kams¢iu (pagamintas i$ vatos ir audinio), ant virSaus uZdedamas kaitinimui atsparus popierius ir
uzrisamas lininiu sitilu, jdedamas i $io jrenginio vidu (5 pav.). Kartu su terpe i laminara dedami
ir filtrai (jdéti | sandary inda, kad nesudrékty), kurie yra naudojami fitohormony filtravimui. Kad
terpé iSsisterilinty, 20 min. kaitinama auks$toje 121°C temperatiiroje. Visa sterilinimo procediira
(nuo autoklavo jjungimo iki terpés atvésimo) truko 3 valandas. Kol terpé kaitinama darbui
paruosSiamas laminaras. IS autoklavo kolbas su terpe bei filtrus jdéjome | laminara, kur atvésinta

iki 40°C temperatiiros ir i$pilstyta i sterilias Petri 1ékSteles.

A . o
5 pav. Terpé idéta | autoklava

Darbo pradzioje bitina iSsisterilintiti laminare naudojamus indus. Tai atliekama
dZiovinimo spintoje, esant 180°C temperatiirai. [jungus laminara, rankos, visas laminaro vidus ir
jame esantys prietaisai, dezinfekuojami 70% etanoliu. Viskas turi biiti labai sterilu, nes
menkiausias uzkratas gali sugadinti visa darba. Visi indai patalpinami i laminara, i Petri 1éksteles

supilstoma vienoje i§ kolby esanti tepé, po 20 ml (6 pav.).

L
Myl

A

6 pav. Laminaro valymas (A), terpés pilsymas 1 Petri 1éksteles (B)

I antraja terpe lasinami fitohormonai. Ant jau pasiruosto Svirksto su IAR ir BAP, buvo
uzdétas mikroporinis filtras, per kuri i jau pravésusia, bet dar nepradéjusia stingti terpg
sulaSinome fitohormonus (7 pav.). Taip terpé yra apsaugoma nuo virusiniy ir bakteriniy uzkraty,
galin¢iy patekti kartu su fitohormonais. Tada kolbos turinj gerai iSmai$éme, tokiu paciu principu

iSpilstéme i Petri 1¢ksteles ir laukéme kol terpé sustings.
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7 pav. Mikroporiniai filtrai (A), fitohormony filtravimas | maitinamaja terpg (B)

Kultivavimo terpei sustingus, paimama sterilioje aplinkoje iSauginta petunija. Jos lapeliai
skalpeliu pjaustomi lygiomis dalimis (10 mm ilgio ir 5 mm plocio), lengvais vieno mosto
pjuviais, kad nepaZeisti pjiivio vietoje esanciy lasteliy. Eksplantai buvo izoliuojami i§ lapelio
krasty, kad nepatekty pagrindiné gysla. Juos uzdéjome ant terpés.

Taip paruosiama 13 Petri I¢kSteliy terpés su fitohormonais ir 13 be fitohormony. [
likusias 1éksteles su terpe dedamos stiebo dalys. Stieba pjaustome 5 mm ilgio dalimis. Vienoje
Ieksteléje buvo kultivuojama 10 eksplanty. Pries uZdengiant 1ékSteliy krastai pakaitinami ant
dujinio degiklio liepsnos, o steriluma iSsaugoti visa tyrimo trukme¢ padeda, lekStelés kraStai

padengti parafilmu.

2.2.3. Fitohormony ruosimas

Eksperimento metu, buvo siekiama nustatyti fitohormony itaka petunijy regeneracijai,
manipuliuojant IAR ir BAP koncentracija terpés sudétyje. Tyrimams naudojami auksinai IAR ir
citokininai BAP, nes jie kartu stimuliuoja lasteliy dalijimasi, Sakny formavimasi. Prie§ dozuojant
fitohormonus, i$ ju reikia pasigaminti motininj tirpala. Tai susikaupimo ir didelio tikslumo
reikalaujantis darbas, nes tai maitinamosios terpés papildas, nuo kurio priklauso tyrimo sékmé ir
rezultatai.

Ant skalpelio galiuko paimamas kaip imanoma mazesnis fitohormono kiekis, ji pasvérus
supilamas | maza indelj. Kad auksinai tirptu reikalingas spiritas, taCiau jis labai toksiSkas
augalams, todé¢l fitohormong uZpilame mazu laSu spirito. MedZiagai iStirpus, ant jos uZpilama
tiek vandens (Siek tiek pagildyto), kiek mililitry auksino buvo atsverta. Siltame vandenyje
fitohormonai tirpsta grei¢iau, taiau jo negalima uZkaitinti, nes karStyje fitohormonai suyra. Taip
pat atsveriamas ir citokininas BAP, tafiau tirpdomas ne su spiritu, o su KOH. Ant iStirpusios
medZiagos taip pat uzpilamas toks pat kiekis vandens, kiek buvo atsverta fitohormono.

Taigi, tokiu biidu paruoSiami IAR ir BAP motininiai tirpalai, kuriuvose yra 1 mg

fitohormono 1 ml tirpalo (8 pav.).
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Tyrimo metu, siekiant suzadinti eksplanty regeneracija, dalis terpés buvo papildyta IAR
ir BAP santykiu 1IAR:5BAP. IS Zemiau pateiktos 2 lentelés matoma, kad norint gauti toki
fitohormony santykj, i 500 ml terpés reikia idéti 0,5 mg IAR ir 2,5 mg BAP.

2 lentele

Fitohormony kiekis 500 ml MS terpei papildyti

Fitohormonai MS terpé¢je IAR, mg/l BAP, mg/l
- 0 0
1TAR:5SBAP 0,5 2,5

Taigi reikéjo i 500 ml terpés idéti 0,5 TAR, mg/l ir 2,5 BAP mg/l. Automatine pipete
paimama 50 ul TAR tirpalo ir supilama i Svarig nedidel¢ stiklinaitg. | ta pacia stiklinait¢ jpilama
10 ul BAP tirpalo ir inde esantis koncentratas papildomas 5 ml distiliuoto vandens. Pasidarius
reikiamos koncentracijos tirpala, jis sutraukiamas i Svary SvirksSta, kuris dezinfekavus spiritu

idedamas i laminara, kur ir paliekamas, kol gaminama maitinamoji terpé.

2.2.4. Eksplanty kultivavimo salygos

Tyrimo rezultatuose taip pat atsispindéjo dar vienas aplinkos veiksnys — tai Sviesa ir
tamsa. Sis faktorius yra labai svarbus gaunant rezultatus, nes $viesa yra ne tik energijos Saltinis
fotosintezei, bet ir tiesioginis dirgiklis, turintis jtakos augalo vystymuisi (Dagys ir kt., 1974).
Todé¢l keturiy grupiuy Iékstelés buvo padalinamos { 2 dalis ir pus¢ Petri 1éksteliy, su izoliuotais
eksplantais, buvo kultivuojamos S$viesoje, tam skirtoje kultivavimo spintoje, kurioje buvo
nustatyta optimali augimo temperattira — 25°C.

Nepaisant to, augalai gali augti ir tamsoje, netgi daug greiCiau, kaip Sviesoje. Taciau jie
vystosi nenormaliai ir yra neiSvengiamos deformacijos (Dagys ir kt., 1974). Remiantis Siuo
faktu, buvo siekiama iStirti Petunia augaly eksplanty regeneracija tamsoje ir palyginti

tarpusavyje su kultivuotais Sviesoje. Taigi buvo paimtos likusios 1ékstelés ir sudétos | spinta,
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kurioje 24 valandas per para vyravo tamsa. Temperatiira spintoje taip pat buvo optimali augimui
-25 = 2°C.
Sviesoje ir tamsoje augalai buvo kultivuojami 30 dieny. Tiek laiko ir truko

eksperimentas. Po to buvo skai¢iuojami ir lyginami gauti rezultatai.

2.2.5. Gauty rezultaty skaifiavimas ir vertinimas

Atsizvelgiant i Sio darbo tiksla - iStirti kompleksing fitohormony ir Sviesos jtaka Petunia
regeneracijai in vitro, surinkti tyrimy, vykusiy 30 dieny, duomenys. Buvo nustatytas
regeneravusiy ir nepakitusiy, vizualiai nematomy pakitimy turin€iy, eksplanty skaiCius. Visos
eksplanty regeneracijos buvo registruojamos, o juy rezultatai raSomi i pateiktos 3 lentelés
pobtidZzio lenteles. Atlikus eksperimenta buvo jvertintas bendras regeneravusiu lapy ir stieby
eksplanty, vidutinis Sakny, igliy, ju tarpubambliy ir lapy skaicius. Po 30 dieny trukusio tyrimo,
eksplantai, ju tgliai bei susidargs kalius buvo sveriami. O siekiant gauti ir palyginti konkrecius

matmenis, buvo matuojami susidarg organai.

3 lentele
Regeneravusiy eksplanty vertinimo Kkriterijai
Lékst. | Saknys Ugliai Lapai Kalius
=4 -
2 E 2 B | E 2 2 | § | E c
o 55 g 55 A g = 55 g \=S A
RY/ -4 ~ o 2 = ~ 2 g= o
%) 20 %) S =g n =0 = A

Kadangi vertinant regeneracijos potencija reikéjo iSskirti skirtingo tipo regenerantus, tai

rezultaty apraSyme laikomasi 4 lenteléje pateikty terminy.
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4 lentelé

Rezultaty aprasyme naudojami terminai

PieSinys/nuotrauka

Terminas

Paaiskinimas

Lapo ir stiebo

eksplantas

I8 augalo izoliuota lapo ir stiebo dalis

Regeneravusio tglio

Pakitusio eksplanto, su jame susiformavusiais

svoris dariniais svoris, g

Sakny skai¢ius ISleisty Sakny vidutinis skai¢ius viename tglyje,
vnt.

Sakny ilgis I$leisty $akny vidutinis ilgis, mm

Ugliy skaic¢ius Eksplantuose susiformavusiy auginiy vidutinis
skaicius, vnt.

Ugliy svoris Susiformavusiy auginiy vidutinis svoris, g

Tarpubambliy Vidutinis tarpubambliy skai€ius

skaicius regeneravusiame iiglyje, vnt.

Lapy skai¢ius Vidutinis lapy skaicius regeneravusiame tglyje,

vnt.

Lapy ilgis ir plotis

Regeneravusiame tiglyje susiformavusiy lapu

vidutinis ilgis ir plotis, mm

Kaliaus svoris

Regeneravusiame  eksplante  susiformavusio

kaliaus svorio vidurkis, g
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Buvo siekiama nustatyti fitohormony reik§me¢ regeneracijai Sviesoje ir tamsoje, todeél
duomenys susisteminti ir grafiSkai apdoroti, panaudojant Microsoft Exel programa, o diagramos

ir rezultatai pateikiami, Zemiau esanciame, rezultaty skyriuje.
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3. DARBO REZULTATAI IR JU ANALIZE

Augaly kultivavimas in vitro salygomis reikalauja i§ asmens, atlieckan¢io manipuliacijas,
specialiy jgiidZiy. Vykdant §j darba jie susiformavo dar rengiant kursinj darba, kai buvo siekiama
iSauginti tévinius augalus in vitro aplinkoje. Gebéjimas valdyti technologija ir metodika buvo
labai reikalingi atliekant pagrindini baigiamojo darbo eksperimenta, kuris atliktas per laikotarpi
nuo 2009-09 iki 2009-12.

Eksperimentai atlikti naudojant Petunia nana compacta ‘Alderman’ ir Petunia
grandiflora ‘Sneni’ lapy ir stieby eksplantus, auginant juos visiSkoje Sviesoje ir tamsoje bei
naudojant IAR ir BAP fitohormonus, norint suZadinti Sakny ir organy regeneracija. Norint
suzinoti fitohormony poveiki regeneratams ir palyginti, naudojama kultivavimo terpé be
fitohormony, toliau darbe Si terpé vadinama kontroline.

Nors technologija jau buvo Zinoma, visai iSvengti eksplanty uzkrétimo patogenais

nepavyko (9 pav.)

ke Sveiki
patogetny 7504

9 pav. Patogeny pazeisti eksplantai, kurie buvo numatyti dalyvauti tyrime, neuzkréstyjy atZvilgiu

(%)

Tiriant aplinkos veiksniu ijtaka, petuniju lapu ir stieby eksplanty, regeneracijai in vitro
salygomis, didZiule problema tapo nemaZzas uzsikrétusiy maitinamosios terpés ir eksperimente
dalyvaujanciy eksplanty skaicius. Tiriamy objekty skai¢iy ir gauty rezultaty kieki, Zenkliai
sumazino Aspergilium genties grybu patekimas i Petri 1éksteles, kuris pasirodydavo melsvo
pelésio pavidalu. Sio patogeno plitimas uZdarame inde labai greitas, todél per kelias paras nuo
tada, kai pastebimas suardo talpoje esancia mikroflora ir Petri 1¢kStelése esantys eksplantai Ziiva.
Ne maziau pavojingas ir tyrima sékmingai vykdyti trukdegs buvo baltas, skaidrus pelésis,

budingas Alternaria grybui, taiau jis nebuvo toks daznas.
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3.1. Téviniy augaly iSauginimas
Téviniy augaly iSauginimo metu, buvo isisavinta in vitro augaly auginimo metodika, kuri
véliau buvo reikalinga atliekant eksperimentus, siekiant iSsiaiSkinti fitohormony ir $viesos jtaka
augaly regeneracijai. Augalai, kursinio darbo metu, buvo auginami i$ s€kly, steriliai patalpinant
jas 1 Petri 1éksteles, uZzdedant ant maitinamosios terpés.
Dé¢l patirties stokos, buvo neiSvengta ir nesékmiy, kurios pasireiskeé Aspergilium genties
grybu spory patekimu ant maitinamosios terpés ir s€kly nesudygimu, dél galimai netinkamo P.

nana compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora ‘Sneni’ sterilinimo (10 pav.).

Nesudygusios Sudygusios Nesudygusios Sudygusios
45% 55% 16% 849%

A B
10 pav. Sékly skaiCiaus palyginimas: Petunia nana compacta ‘Alderman’ (A), Petunia

grandiflora ‘Sneni’ (B)

Nepaisant visy nesékmiy, buvo iSaugintas pakankamas skaiCius téviniy augaly, véliau
panaudoty bakalauro eksperimentams atlikti. Pastebéta, kad P. grandiflora séklos buvo
daigesnés, nei P. nana compacta. Tai galéjo lemti tai, jog s€¢klos buvo skirtingy karty F1 ir H,

taip pat s€kly galiojimo laikas bei laikymo salygos.

3.2. Fitohormony reikSmé regeneracijai Sviesoje

Zinant, kad $viesos poveikis yra svarbus augalo augimui ir vystymuisi, organy
formavimui, ju biiklei, augalai buvo laikomi kultivavimo spintoje, kurioje yra ilgos dienos
fotoperiodas — 16 val. Sviesos/ 8 val. tamsos. Joje vyrauja optimali augaly augimui temperatiira
26 * 2°C. Taip pat buvo siekiama nustatyti $viesos ir fitohormony daroma jtaka Pefunia augaly
regeneracijai, tam parinktas specialus auksiny ir citokininy (1IAR:5BAP) santykis, kurio déka,
skatinamas Sakny ir tigliy susidarymas.

Zemiau pateiktuose grafikuose isrys$kéja augimo reguliatoriy poveikis P. nana compacta
‘Alderman’ ir Petunia grandiflora *Sneni’, izoliuotoms stiebo dalims.

Buvo nustatyta, kad ne visi, ant terpés uzdéti eksplantai regeneravo ar suformavo
regenerantus. Tyrimas parodé¢, kad P. nana compacta MS (+), viso susiformavo 70% pakitusiy

eksplanty, o to pacio augalo eksplantai, tik uzdéti ant terpés be fitohormonu, regeneravo 10%

26



daugiau. Taciau analizuojant P. grandiflora augaly eksplantus, pastebéta, kad terpé&je su
fitohormonais susiformavo 10% daugiau eksplanty su regenerantais, nei terpéje be fitohormony,

kur pakitusiy figliy uzregistruota 65% (11 pav.).

@ Be regeneranty P. nana compacta MS (1:5) 6 P. nana compacta MS (_)6
o e
14
24
P. grandiflora MS (1:5) P. grandiflora MS (-)

5
e @
15 13

11 pav. Stiebo eksplanty su regenerantais ir be juy skai¢iaus palyginimas

Atliekant bandymus taip pat buvo pastebétas auksiny poveikis rizogenezei. Daugiausia
Sakny suformavo P. nana compacta ir P. grandiflora tigliai, auginami terpéje su fitohormonais.
P. nana compacta, terpéje be fitohormony regeneravo 32% maziau Sakny nei terpéje su
fitohormonais, o P. grandiflora 42% maziau, nei terpéje su augimo reguliatoriais (12 pav. A).

Vidutinis Sakny ilgis, kultivuojant skirtingomis salygomis, taip pat skyrési. Ilgiausias
Saknis iSaugino P. nana compacta tigliai, auginami terpéje be fitohormony. Saknys buvo 19%
ilgesnés nei auginant su augimo reguliatoriais. P. grandiflora tigliy Saknys reagavo atvirksciai.
Terpéje su fitohormonais buvo iSaugintos 49% ilgesnés Saknys, nei MS (-) (12 pav. B).

Zinoma, kad stiebo eksplantai i§ augalo buvo izoliuojami, pjaustant juos 5 mm ilgio ir 2
mm plocio dalimis, taciau regeneracijos proceso eigoje jie tiso ir deformavosi dél susiformavusiu
lasteliy gausumo. D¢l Sios priezasties padidéjo juy svoris. Didziausia tigliy biomasé nustatyta P.
nana compacta MS (+). Ji buvo 71% didesné, nei auginant terpéje, be fitohormony. Terpéje su
fitohormonais, P. grandiflora liglinvose biomas¢ 11% didesné, nei auginamy MS (-) salygomis
(12 pav. O).

Manoma, kad d¢l citokininy poveikio Iasteliy dalijimuisi tigliuose, auginamuose terpéje
su fitohormonais, susiformavusiy iSaugusiy figliu (auginiy) skai¢ius buvo didesnis. P. nana
compacta, terpéje su augimo reguliatoriais suformavo 53% daugiau auginiy, nei kontrolingje. P.
grandiflora eksplantai, auginami terpéje su fitohormonais taip pat iSaugino 58% daugiau auginiy,

nei kontrolingje. P. nana compacta, iSaugino 11% maziau tigliy, nei P. grandiflora (12 pav. A).
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9+~ OP. nana compacta MS (1:5)
N @ P. nana compacta MS (-)
@ P. grandiflora MS (1:5)
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12 pav. Fitohormony reikSmé Petunia nana compacta ‘Alderman’ ir Petunia grandiflora ‘Sneni’
stieby eksplanty regeneracijai : A — regeneravusiy organy skaicius, B — regeneranty ilgis, C —

regeneravusiy struktiiry biomasé¢, D — kaliaus svoris.

Pastebéta, kad P. nana compacta eksplantai, auginami su augimo reguliatoriais, iSaugino
ilgiausius vegetatyvinius tglius. Jie iStiso 58% daugiau nei P. grandiflora, auginant tomis
paciomis salygomis. Taip pat P. nana compacta MS (+) iSaugino 59% ilgesnius tglius, nei tos

pacios riiSies auginami neutralioje terpéje. Taip pat pastebéta, jog P. grandiflora augaly
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eksplantuose, kultivuotose terpéje su fitohormonais, buvo iSauginti 34% ilgesni auginiai, nei
kontrolinéje terpéje (12 pav. B).

Auginiy biomasé¢ ne visada priklauso nuo ju skaiiaus. P. nana compacta MS
(1TAR:5BAP) svoris buvo 74% didesnis nei MS (-), o P. grandiflora tigliai, iSauginti terpéje su
fitohormonais, buvo 15% sunkesni, nei MS (-) (12 pav. C).

Tyrimo metu buvo registruojamas ir iSaugusiy tgliy tarpubambliy skaiCius. ISvedus
vidurkj, pastebéta, jog daugiausiai tarpubambliy turéjo P. nana compacta tgliai. Tai galéjo
priklausyti nuo Tigliy ilgio. Kadangi nustatyta, kuo jie ilgesni, tuo daugiau tarpubambliy susidaro.
Taigi, P. nana compacta terpéje su fitohormonais suformavo 53% daugiau tarpubambliy nei MS
(-), o P. grandiflora MS (+) 40% daugiau nei be augimo reguliatoriy (12 pav. A).

UZzfiksuota, kad igliai iSaugino vidutiniSkai po 6 — 9 lapus. Daugiausia lapy isleido P.
grandiflora MS (+) tigliai, tai sudar¢ 6% daugiau nei P. nana compacta MS (11AR:5BAP), kuri
iSleido 4% daugiau negu auginamy kontrolingje terpéje. P. grandiflora, terpéje su fitohormonais,
suformavo 32% daugiau lapeliy nei terpéje be augimo reguliatoriy (12 pav. A).

Analizuojant pastebétas didelis lapo ilgio, taiau mazas plocio vidurkio skirtumas. P.
nana compacta MS (-) lapeliai buvo ilgiausi, jie 22,5% ilgesni ir 17% platesni, nei MS (+) lapai.
P. grandiflora MS (-) lapeliai ilgesni 4% ir siauresni 7%, nei iSauginty MS (+) salygomis (12
pav. B).

Buvo stebima ir kaliaus biomasé regeneravusiame tglyje. DidZiausias masés vidurkis
nustatytas P. grandiflora MS (+) tiglivose, tai sudaré 85% daugiau, nei auginamy MS (-). P.
nana compacta MS (+), kaliaus biomas¢ 7% didesné, nei Tigliuose, auginamuose terpéje be
fitohormony (12 pav. D).

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, jog i§ P. nana compacta ir P. grandiflora

stiebo eksplanty regeneravo Saknys, tigliai ir lapai (13 pav.).

13 pav. P. nana compacta ‘Alderman’ tigliai, auginti MS (1IAR:5BAP) (A) ir MS (-) (B) terpése
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Tyrimy rezultatai leidzia daryti prielaida, kad stiebo eksplanty regeneracijos Sviesoje
neslopina ir neskatina fitohormonai. Taciau galima teigti, jog organogenezei ir kaliaus
formavimuisi tai turi lemiamos jtakos.

Eksperimentuose taip pat buvo naudojami izoliuoti lapy eksplantai. Zemiau pateiktuose
rezultatuose iSrySkéja, jog skirtingai nuo stieby eksplanty, lapy tigliai nesuformavo auginiy, dél
Sios prieZasties nebuvo ir tarpubambliy bei lapu. Taip pat negausiai formavosi Saknys, bet aptikta
nemazai kaliaus lasteliy sankaupuy.

IS atlikto tyrimo rezultaty, pateikty diagramomis, aiSkiai matomas eksplanty
regeneracijos potencialas. P. nana compacta MS (1IAR:5BAP) regeneravo 93 % tigliy, terpéje be
fitohormony — 65%. P. grandiflora auginant terpéje su augimo reguliatoriais, uzfiksuota net 90%
eksplanty su regenerantais, o MS (-) — 80%. Atsizvelgiant | pateiktus duomenis, galime teigti, jog

P. nana compacta MS (+), regeneracijos potencialas buvo didZiausias (14 pav.).

P. nana compacta MS (1:5) P. nana compacta MS (-)
@ Be regeneranty 2
O Su regenerantais @ 7
13
28
P. grandiflora MS (1:5) P. grandiflora MS (-)

2
18

14 pav. Lapo eksplanty su regenerantais ir be ju skai¢iaus palyginimas

Kadangi tgliai regeneravo Saknis, buvo nustatytas ju kiekis bei kiti parametrai.
Rizogenezé uZfiksuota tik P. nana compacta tuglivose. Pastebéta, kad 50% daugiau ir 33%
ilgesniy Sakny iSaugino augalai auginami terpéje be fitohormony (15 pav. A ir B).

Pakitusiy tigliy viduting biomasé taip pat skyrési. Nustatyta koreliacija tarp kaliaus svorio
ir regeneravusiy ligliy skaiCiaus. Daugiausiai, 23% daugiau nei P. nana compacta MS (+), svéré
P. grandiflora MS (+) tGgliai. P. grandiflora MS (-) biomasé¢ buvo 70% mazesné nei terpéje su
fitohormonais, o P. nana compacta MS (-) svéré¢ 30% maziau nei auginant MS (1IAR:5BAP)

salygomis (15 pav. C).
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15 pav. Fitohormony reik§mé Petunia nana compacta ‘Alderman’ ir Petunia grandiflora ‘Sneni’
lapu eksplanty regeneracijai : A — regeneravusiy organy skaicius, B — regeneranty ilgis, C —

regeneravusiy struktiiry biomasé¢, D — kaliaus svoris.

Lapu eksplantai nepasizyméjo dideliu kaliaus svoriu. Daugiausiai jo suformavo P.
grandiflora MS (1IAR:5BAP) tgliai. Tai sudar¢ 89% daugiau, nei P. nana compacta eksplantai
auginami tomis paciomis salygomis. P. grandiflora MS (+) kaliaus biomasé¢ uZzfiksuota 93%
didesnés uz MS (-), o P. nana compacta MS (+) — 67% didesné uz MS (-) (15 pav. D).

Ivertinus lapy eksplantus kultivuotus Sviesoje, nustatyta, kad regeneravusiy tigliy skai¢iui
jokio poveikio neturéjo augimo reguliatoriai, taciau ju svorj biitent fitohormonai ir nulémé,
kadangi jie paskatino lasteliy dalijimasi. Tuo tarpu, tirtu atveju, eksplantuose vyko silpna

rizogenezg, kity organy formavimosi nepastebéta, iSskyrus kaliaus atsiradima.

3.3. Fitohormony reikSmé regeneracijai tamsoje
Tamsoje augalai taip pat gali vystytis, taiau negaudami Sviesos, jie nustoja vykdyti

fotosintezg, nebesiformuoja chloroplastai, tod¢l augalai yra etioliuoti ir silpnai vystosi. D¢l to,
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kad auksinas yra aktyvesnis tamsoje, augalai yra labiau istisg, lyginant su variantais Sviesoje. Dél
Sios prieZasties, auginant augalus tamsoje, neiSvengiamos deformacijos. Kadangi augalai stokoja
Sviesos, kurios déka gaminasi chloroplastai, suteikiantys augalams sodriai zalia spalva, ju spalva
pasidaro blySki bei gali iSrySkéti nekrozé. Todél, norint iSsiaiSkinti tamsos daroma ijtaka
augalams, buvo stebima regeneracijos eiga, kultivuojant ty paciy augaly dalis (lapy ir stieby
eksplantus), su fitohormonais ir be ju tamsoje. Augalai visa tyrimo vykdymo laika buvo laikomi
tamsoje. Zemiau esan¢iose diagramose, pateikti gauti rezultaty vidurkiai.

Pirmieji tyrimai tamsoje buvo atliekami su P. nana compacta ir P. grandiflora augaly
stieby eksplantais. IS 17 pav. matoma, jog daugiausiai augaly eksplanty su regenerantais
uzfiksuota P. nana compacta MS (1IAR:5SBAP), visuose buvo aiSkiai matomi pakitimai. P.
grandiflora MS (+) pakitusiy figliu buvo 15% maziau, o MS (-) — 40% maziau. P. nana
compacta MS (-) eksplanty su regenerantais nustatyta 65% maZiau nei tos pacios riiSies

auginamos su augimo reguliatoriais.

: P. nana compacta MS (-
@ Be regeneranty P. nana compacta MS (1:5) mp )

0
O Su regenerantais 7
13
20

P. grandiflora MS (1:5)

P. grandiflora MS (-)

3

17

16 pav. Stiebo eksplanty su regenerantais ir be ju skaiiaus palyginimas

Regenerantus auginant tamsoje, didziausias Sakny vidurkis eksplante uZfiksuotas P. nana
compacta MS (-) izoliuotose stiebuose. Sis skai¢ius buvo 70% didesnis nei kultivuojant su
augimo reguliatoriais. P. grandiflora MS (+) né vienas tglis neiSleido Sakny, o auginant
kontrolinéje terpéje ju buvo, taciau 75% maZiau, nei auginant tomis paciomis salygomis P. nana

compacta (17 pav. A).
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17 pav. Fitohormony reikSmé Petunia nana compacta ‘Alderman’ ir Petunia grandiflora ‘Sneni’
stieby eksplanty regeneracijai : A — regeneravusiy organy skaicius, B — regeneranty ilgis, C —

regeneravusiy struktiiry biomasé¢, D — kaliaus svoris.

DidZiausias vidutinis Sakny ilgis, kaip ir ju skaicius uzfiksuotas P. nana compacta MS (-)
tigliuose, tai yra 26% daugiau nei auginant MS (+). P. nana compacta terpéje be fitohormony
iSaugino 53% ilgesnes Saknis, nei P. grandiflora (17 pav. B).

Citokinino BAP ijtaka auginiy skai¢iui buvo pastebéta, kadangi P. nana compacta ir P.

grandiflora kultivuojant terpéje su fitohormonais, susiformavusiy tigliy vidurkis eksplante buvo
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29% didesnis, nei iSaugusiy MS (-) salygomis (17 pav. A). Ta¢iau MS (+) iigliai buvo maziau
iStis¢ uz regeneravusius MS (-) terpéje: P. nana compacta 53,5 procentais, P. grandiflora 15%
(17 pav. A ir B).

Pakitusiy eksplanty vidutiné biomasé, terpéje su fitohormonais ir kontrolingje, Zenkliai
skyrési. Daugiausiai svéré P. nana compacta MS (+) tgliai, kuriy vidutinis svoris buvo 10%
didesnis nei P. grandiflora MS (+). Pastebéta didel¢ fitohormony jtaka regeneracijai, kadangi su
jais auginamy ugliy biomas¢ buvo didesn¢ uz auginamy be augimo reguliatoriy: P. nana
compacta 58 procentais, o P. grandiflora 56% (17 pav. C).

Vidutin¢ auginiy biomasé priklausé nuo juy kiekio, bet ne nuo ilgio. P. nana compacta MS
(+) 63% buvo sunkesni uz kultivuotus MS (-) salygomis, o P. grandiflora terpéje su
fitohormonais — 38% uz MS (-). P. grandiflora MS (+) auginiy biomas¢ buvo 41,5% mazesné uz
tomis paciomis salygomis auginty P. nana compacta (17 pav. C).

Suskai¢iavus vidutinj tarpubambliy skaiciy, aiSkiai pastebima, jog P. grandiflora,
eksplantai kultivuoti su fitohormonais, iSaugino daugiausiai tarpubambliy. Tai sudaré 77%
daugiau uZ tomis paciomis salygomis augintus P. nana compacta eksplantus ir 44% daugiau uz
P. grandiflora MS (-). P. nana compacta MS (-) iSaugino 27% daugiau tarpubambliy uz MS (+)
(17 pav. A).

P. grandiflora MS (+) Ggliai regeneravo daugiausiai lapy, tai sudaré 56% daugiau nei MS
(-), ir 66% daugiau uz P. nana compacta, kurie iSaugino po tiek pat lapeliy terp¢je su
fitohormonais MS (-). Lapeliy vidutinis ilgis ir plotis skyrési nezymiai. P. grandiflora MS (+)
lapai buvo 5% ilgesni ir 5% siauresni uz auginamy MS (-) salygomis. P. nana compacta MS (+)
32% ilgesni ir vienodo plocio su kultivuojamais kontrolingje terp¢je (17 pav. A ir B).

Kaliaus genez¢ intensyviausiai vyko P. grandiflora su fitohormonais kultivuojamuose
tglivose. Susidariusio kaliaus biomasé buvo 85% didesné nei terpéje be fitohormony bei 46%
didesn¢ uz P. nana compacta MS (+). P. nana compacta be augimo reguliatoriy kalius buvo
22% sunkesnis, nei MS (+) (17 pav. D).

Atliktais bandymais, su stiebo eksplantais tamsoje, nustatyta, kad regeneravusiy tgliy,
kultivuojamy terpéje su fitohormonais buvo daugiau nei kontrolingje. Siuo atveju,
nepriklausomai nuo terpés sudéties, intensyviai vyko rizogenezé ir organogeneze.

Dar vienas eksperimentas buvo atliekamas su P. nana compacta ir P. grandiflora lapu
eksplantais. Vykdant eksperimenta su P. nana compacta augalo lapo audiniais, kultivuojami MS
(-) visi Zuvo uzsikréte Aspergilium grybo sporomis. To pacio augalo eksplantai, auginami
terpéje su auginimo reguliatoriais, visi 100% regeneravo. P. grandiflora MS (1IAR:5BAP)
regeneravo 77,5%, o MS (-) 70% tgliuy (18 pav.).
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18 pav. Lapo eksplanty su regenerantais ir be ju skaiiaus palyginimas

Lapuy eksplantai, uzdéti ant terpés ir kultivuojami 30 dieny pakeité savo fizing iSvaizda
(19 pav.). Regeneranty formavimosi eigoje jie iStiso ir pasidaré Zenkliai didesni, nei pradiniame

etape. Tai galéjo nulemti didelis auksino, kuris skatina lasteliy tisima, kiekis.

19 pav. Lapy eksplantai pra¢jus trims (A) ir 30 pary (B) po uzdéjimo ant maitinamosios terpés

Lapuy eksplanty regeneranty vertinimas buvo pradétas nuo Sakny, kadangi ju déka augalas
pasiima maisto medZiagas. Rizogenez¢ vyko tik P. nana compacta MS (+), ¢ia Sakny vidutinis
ilgis buvo 14,45 mm ir P. grandiflora MS (-) terpéje, kuriy Sakny vidurkis sieké 13 mm (20 pav.
A ir B).

DidZiausias biomasés vidurkis uzfiksuotas P. grandiflora MS (+) regeneravusiuose
tigliuose, tai yra 64% daugiau, nei P. nana compacta regenerantuose. P. grandiflora terpéje be

fitohormony kultivuojami regenerave tigliai svéré 84% maziau nei su jais (20 pav. C).
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20 pav. Fitohormony reik§mé Petunia nana compacta ‘Alderman’ ir Petunia grandiflora ‘Sneni’
lapu eksplanty regeneracijai : A — regeneravusiy organy skaicius, B — regeneranty ilgis, C —

regeneravusiy struktiiry biomasé¢, D — kaliaus svoris.

P. nana compacta MS (+) regenerave eksplantai iSaugino tiglius su tarpubambliais ir
lapais. P. grandiflora auginiy ir lapy neregeneravo. P. nana compacta terpéje su fitohormonais
suformavo 97% didesnés biomasés kalius, nei P. grandiflora MS (+) (20 pav. D).

Ivertinus lapo eksplanty regeneracijos tamsoje intensyvuma, buvo nustatyta, kad
pakitusiy figliy skaicius terpéje su augimo reguliatoriais buvo Zenkliai didesnis nei kontrolingje.

P. nana compacta MS (1IAR:5BAP) pasizyméjo intensyvesne organogeneze nei P. grandiflora.

3.4. Rezultaty palyginimas ir aptarimas

ISanalizavus diagramas, kuriose pateikti tyrimy rezultatai, gauti kultivuojant P. nana
compacta ir P. grandiflora tglius kontrolingje ir su fitohormonais terpéje, ilgos dienos
fotoperiode ir visiSkoje tamsoje, buvo gauti skirtingi rezultatai, kuriais remiantis padaryti

apibendrinimai ir bandoma nustatyti désningumus.
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Tyrimo metu, analizuoty rtsiy eksplantuose jvyko daug morfogeniniy pokyciu. Sudarant
skirtingas augimo salygas, gaunami ir skirtingi rezultatai, priklausomai nuo augalo riisies ir
aplinkos veiksniy poveikio.

[Sanalizavus ir palyginus regeneravusiy tigliy skai¢iy Sviesoje ir tamsoje, su
fitohormonais ir kontrolin¢je terpéje kultivuotus stiebo ir lapo eksplantus buvo nustatyta, kad
beveik visais atvejais, papildZius terpg augimo reguliatoriais, eksplantai efektyviai regeneruoja
(Michalczuk, 2000). Didziausias regeneracijos potencialas uzfiksuotas P. nana compacta stiebo
ir lapo eksplantuose, auginamuose tamsoje, terpéje su fitohormonais. P. nana compacta stiebo
dalys MS (1IAR:5:BAP) Sviesoje regeneravo 30% maziau tgliy nei tamsoje. P. nana compacta
kontrolinéje terpéje Sviesoje pakito 45% daugiau eksplanty. P. grandiflora eksplantai, kultivuoti
Sviesoje su fitohormonais, regeneravo 10% maZiau nei tamsoje, o kontrolin¢je Sviesoje 5%
daugiau (21 pav. A).
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21 pav. Fitohormony ir §viesos itaka P. nana compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora *Sneni’

izoliuoty stiebo (A) ir lapo (B) daliy regeneracijai

P. nana compacta MS (11AR:5BAP) Sviesoje pakito 7% maZiau lapy eksplanty, nei
tamsoje, o P. nana compacta terpéje be fitohormony regeneravusiy eksplanty nebuvo aptikta. P.
grandiflora MS (+) Sviesoje regeneravo 12,5%, o auginamy terpéje be fitohormony 10% daugiau
nei tamsoje (21 pav. B).

Anot C. Cabaleiro (1992), kultivuojant petunijas, susiformavusiy Sakny skai€ius, ilgis bei
svoris, tiesiogiai priklauso nuo naudojamo apsvietimo dydZio. Atlikus eksperimentus su stiebo
eksplantais, pastebéta, kad P. nana compacta MS (+) Sviesoje iSleido 27% daugiau Sakny.
Kultivuojant P. nana compacta kontrolin¢je terp¢je, nustatyta, kad tamsoje rizogenezé¢ buvo
100%, o Sviesoje tik 39%. P. grandiflora MS (+) Saknys formavosi tik §viesoje, tuo tarpu terpéje

be fitohormonuy, Sviesoje susiformavo 18% daugiau Sakny nei tamsoje (22 pav. A).
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Lapu eksplantuose rizogenezé buvo pasyvesné nei stieby. P. grandiflora MS (+) Saknu
nesuformavo, o MS (-) terpéje Saknys buvo tik tamsoje, bet 100% visuose iigliuose. P. nana
compacta MS (+) Sviesoje ir tamsoje iSaugo ~20% Saknuy, o terpéje be fitohormony rizogenezé

pastebéta tik Sviesoje (22 pav. B).
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22 pav. Fitohormony ir §viesos itaka P. nana compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora ‘Sneni’

izoliuoty stiebo (A) ir lapo (B) daliy rizogenezei

Analizuojant iSaugusiy tgliy (auginiy) skai¢iy viename eksplante, pastebéta, kad
kultivuojant stiebo dalis, daugiau auginiy eksplantai suformavo terpéje su fitohormonais. Visais
atvejais tamsoje auginiy buvo maZziau nei $viesoje. Daugiausiai auginiy buvo P. grandiflora MS
(+) eksplantuose (23 pav. A).

P. nana compacta MS (+), izoliuotos lapy dalys, vienintelés turéjo tigliy, kitais atvejais ju

nebuvo suformuota (23 pav. B).
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23 pav. Fitohormony ir §viesos itaka P. nana compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora *Sneni’

izoliuoty stiebo (A) ir lapo (B) daliy auginiy susidarymui
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Citokininai i$ple¢ia augalo lasteles, taip pat paskatina ju gamyba (He, 2007). Si teigini
galime patvirtinti remdamiesi atlikty tyrimy rezultatais, kur kaliaus, visais atvejais, daugiau
susidar¢ kultivuojant eksplantus terpéje su fitohormonais. Auginant izoliuotas stiebo dalis
tamsoje, kaliaus genez¢ buvo pasyvesné. Daugiausiai kaliaus Iasteliy ilgos dienos fotoperiode ir
tamsoje suformavo P. grandiflora MS (+) (24 pav. A).

Kultivuojant lapo eksplantus, nustatyta, kad Sviesoje daugiausiai kaliaus suformavo P.
grandiflora MS (+) (68% daugiau nei tamsoje), o tamsoje jo daugiausiai aptikta P. nana

compacta MS (+) tigliuose (92% daugiau nei Sviesoje) (24 pav B).
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G 1 G
407 407
201 | 20
i L = 7
Ao - \ ‘ B o - : :
Sviesa Tamsa Sviesa Tamsa

24 pav. Fitohormony ir §viesos itaka P. nana compacta ‘Alderman’ ir P. grandiflora ‘Sneni’

izoliuoty stiebo (A) ir lapo (B) daliy kaliaus lasteliy formavimuisi

Taip pat tyrimo metu buvo stebima tigliy spalva. IS vizualiai susidaryty vaizdy, galime
teigti, kad tamsoje augantys augalai nepagamina reikiamo kiekio chlorofilo, todél jy spalva yra
blySkiai Zalsva ar net balk§va. D¢l nepakankamo Sviesos kiekio, biitino fotosintezés vykdymui,

augaly lastelés iStjso, auginiai pasidaré ilgi, o lapeliai deformuoti, nevisiSkai iSsivyste. (25 pav.).

25 pav. Augalai auginti tamsoje (A) ir Sviesoje (B)

Apibendrinant, galima teigti, jog ivairios manipuliacijos, kultivuojant augaly eksplantus,

keiciant fitohormonu kiekj ir Sviesos intensyvuma gali teigiamai arba neigiamai veikti individus,
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priklausomai nuo parinkty salygu ir augalo biologiniy savybiy. Bitina tiksliai iSsiaiSkinti, koks
fitohormony balansas ir §viesos intensyvumas yra tinkamas konkre¢iam augalui, kitu atveju jie
gali ne suzadinti regeneracija, kokia ir yra ju paskirtis, o ja slopinti, ar net sukelti deformacijas

(Staden, 2006).
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ISVADOS

. Mokslinés literatiiros analizé parodé, kad augaly kultivavimo in vitro metodas taikomas

mokslo ir praktikos tikslams bei kasmet vis plafiau naudojamas dekoratyviojoje

Zeldininkystéje.

. P. grandiflora s¢kly daigumas apie 30% geresnis, nei P. nana compacta. Tai nulemti

galéjo skirtingy karty F1 ir H séklos, taip pat s¢kly galiojimo laikas bei laikymo salygos.

. P. nana compacta stiebo ir lapo eksplantai pasizymi 100% regeneracija kultivuojami

terpéje su fitohormonais tamsoje.

. Nustatyta, kad lapy eksplantuose rizogenez¢ indukuojama beveik 2 kartus reciau nei is

stieby izoliuotuose audiniuose.

. Rezultaty analizé¢ parodé, kad kultivuojant stiebo dalis, 56% daugiau tgliy eksplantai

suformuoja terpéje su fitohormonais ir visais atvejais tamsoje ju buvo maZiau nei

Sviesoje. Daugiausiai, 3,1 Gigliv/eksplante, buvo P. grandiflora MS (+) regenerantuose.

. DidZiausia kaliaus biomase (0,033 g/eksplante) suformuoja P. grandiflora MS (+) stiebo

eksplantai kultivuojami ilgos dienos fotoperiode ir P. nana compacta MS (+) lapo

eksplantai (0,038 g/eksplante) kultivuojami tamsoje.
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Aplinkos veiksniy jtaka petuniju (Petunia) regeneracijai in vitro

Migle Doveikaite

SANTRAUKA

Darbo objektu pasirinkti Petunia genties augalai, siekiant jvertinti, Siy placiai naudojamy
balkony ir lauko Zeldinimui géliy, fitohormony ir Sviesos — tamsos jtaka audiniy regeneracijai.
Atskiry veiksniy poveikiai literatliroje daZnai apraSomi, ta¢iau kompleksinis veikimas
analizuojamas mazai. Tokio tipo tyrimai yra svarbiis tiek mokslui, tiek verslui.

Atlikto tyrimo tikslas istirti kompleksing fitohormony ir Sviesos itaka Petunia
regeneracijai in vitro. Tikslui pasiekti atlikta mokslinés ir metodinés literatiiros, susijusios su
darbo tema, analize. Atlikti eksperimentai su izoliuotais Petunia eksplantais, kultivuojant juos
skirtingos sudéties terpése Sviesoje ir tamsoje bei jvertinta eksplantuose jvykusi regeneracija.
Pagrindinis metodas tyrimams atlikti — 1IAR ir SBAP fitohormony integravimas { MS terpg.
Metodo akcentas — Sviesos ir tamsos salygos, kuriose buvo kultivuojami eksplantai terpéje su
fitohormonais ir kontrolinéje (be fitohormony) MS terpé¢je.

Atlikus tyrima nustatyta, kad P. nana compacta stiebo ir lapo eksplantai pasiZymi 100%
regeneracija kultivuojami terpéje su fitohormonais tamsoje. Nustatyta, kad lapy eksplantuose
rizogenez¢ indukuojama beveik 2 kartus reciau nei i§ stieby izoliuotuose audiniuose. Rezultaty
analiz¢ parodé, kad kultivuojant stiebo dalis, 56% daugiau tigliy eksplantai suformuoja terpéje su
fitohormonais ir visais atvejais tamsoje ju buvo maZiau nei Sviesoje. Daugiausiai, 3,1
tigliu/eksplante, buvo P. grandiflora MS (11AR:5:BAP) regenerantuose. DidZiausia kaliaus
biomasg (0,033 g/eksplante) suformuoja P. grandiflora MS (+) stiebo eksplantai kultivuojami
ilgos dienos fotoperiode ir P. nana compacta MS (+) lapo eksplantai (0,038 g/eksplante)

kultivuojami tamsoje.
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The Influence of Environmental Factors on the Regeneration of Petunia (Petunia) in vitro

Migle Doveikaite

SUMMARY

Plants of Petunia genus, flowers widely used for planting on balconies and outdoors,
have been selected as the object of the Paper in order to estimate the influence of phytohormones
and light — darkness on regeneration of tissues. The influence of particular factors is often
described in literature, however, complex influence thereof is analysed scarcely. Researches of
this type are very important for both science and business.

Aim of the research carried out is to study the complex influence of phytohormones and
light on regeneration in vitro of Petunia. Analysis of scientific and methodical readings related to
subject of the Paper has bee carried out in order to achieve the above aim. Experiments with
isolated Petunia explants have been made by cultivating them in media of different compositions
in light and darkness and regeneration that took place in the explants was evaluated. The key
research method was integration of 1IAA and SBAP phytohormones into MS medium. Focus of
the method — conditions of light and darkness under which the explants were cultivated in the
medium with phytohormones and control (without phytohormones) MS medium.

Upon completion it was determined 100% P. nana compacta footstalk and leaf explants
regeneration cultivating them in the medium with phytohormones in darkness. It has been
determined that rhizogenesis induced in leaf explants was above 2 times less than in case of
footstalk in isolated tissues. The results analysis showed that, in case of cultivating parts of
footstalk, explants form 56 % more of cuttings in the medium with phytohormones and in all
cases there were less of them in the darkness in comparison with light. The most, 3.1 cuttings per
explant, were of P. grandiflora MS (11AA:5:BAP) regenerants. The biggest biomass of callus is
formed by footstalk explants of P. grandiflora MS (11AA:5:BAP), 0.033 g/explant, cultivated
within the photoperiod of a long day and leaf explants of P. nana compacta (11AA:5:BAP),
0.038 g/explant, cultivated in darkness.
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