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Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universiteto Agronomijos fakul-
teto Biologijos ir augaly biotechnologijos institute ir Jungtinio tyrimy
centro Agrobiotechnologijos laboratorijoje. Tirtas augimo reguliatoriy
poveikis tiesioginei Miscanthus x giganteus organogenezei in vitro.
Miskanty $akniastiebiy segmentai auginti Murashige ir Skoog (MS)
maitinamojoje terpéje, papildytoje skirtingais 6-benzylamino purino
(BAP) ar tidiazurono (TDZ) ir a-naftilacto ragsties (NAR) deriniais. Nu-
statyta, kad maitinamojoje terpéje be augimo reguliatoriy izoliuoti eks-
plantai pridétiniy agliy neformavo. Maitinamojoje terpéje, papildytoje
augimo reguliatoriais, regeneracijos daznis, priklausomai nuo augimo
reguliatoriy koncentracijos, varijavo nuo 5,6 % iki 21,1 %. Pridétiniy
tgliy formavimosi daznis dél TDZ poveikio, priklausomai nuo koncen-
tracijos, buvo nuo 5,4 % iki 10,0 % didesnis (derinyje su 0,05 mg I NAR)
bei nuo 4,4 % iki 8,8 % didesnis (derinyje su 0,1 mg 1™ NAR), palyginti su
atitinkamomis BAP koncentracijomis. Dél augimo reguliatoriy derinio
2,0 mg 1! TDZ + 0,05 mg I"! NAR maitinamojoje terpéje gautas intensy-
viausias tgliy formavimosi daznis ir didZiausia Ggliy iSeiga i$ eksplanto.

Raktazodziai: augimo reguliatoriai, in vitro, Miscanthus x giganteus,
tiesioginé organogenezé

JVADAS

priklausan¢iam migliniy (Poaceae) $eimai, Mis-
canthus genciai. Sios auk$tatgés, daugiametés,

Didéjantis energetiniy iStekliy naudojimas yra
vienas veiksniy, skatinanc¢iy globalig klimato kai-
ta. Augalinés biomasés tvarus naudojimas, darni
atsinaujinanciy energijos istekliy plétra jgyja vis
didesne reikSme ir yra vienas svarbiausiy nadie-
nos is$ukiy visame pasaulyje. Pastaraisiais metais
mokslininkai daug démesio skiria bioenergetikai,
o energija, gaunama i§ augaly, ypa¢ i§ daugiame-
¢iy zoliy ir medziy, galéty prisidéti prie pasauli-
niy klimato kaitos problemy sus$velninimo (Karp,
Shield, 2008). Dél Sios priezasties pastaruoju metu
daug démesio skiriama Miscanthus x giganteus,

tropinés kilmeés Zolés vertinamos dél savo gebéji-
mo augti sausringose ir nederlingose, prastos ko-
kybés Zemése, kurios yra netinkamos daugumai
kity Zemés ukio augaly (Heaton et al., 2008; Has-
tings et al., 2009; Brosse et al., 2012). Alternatyviy
atsinaujinanciy energijos $altiniy reikalingumas
yra neabejotinas. Vienas svarbesniy miskanty pri-
valumy - platus biomasés panaudojimas (Lewan-
dowski et al., 2000). Jy auginimui prireikia mazai
trady ir pesticidy, augalai atsparts ligoms ir kenke-
jams (Anderson et al., 2011). Miskantai i§ kity C4
tipo augaly iSsiskiria gebéjimu vykdyti fotosinteze
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esant zemai aplinkos temperatiirai. Si daugiameté
zolé yra alotriploidas (diploido M. sinensis ir te-
traploido M. sacchariflorus hibridas), nesubran-
dina sékly ir dauginasi i§skirtinai vegetatyviniu
badu (Atkison, 2009). Dél miskanty reiksmés uz-
tikrinant Zemés ukio tvaruma iy augaly poreikis
rinkoje sparciai auga (Heaton et al., 2010). Misy
$alies mokslininkai, jverting miskanty tolerancija
Lietuvos klimatui, nustaté, kad Miscanthus x gi-
ganteus gali buti auginamas Lietuvoje bioener-
getikos tikslais (Kryzevic¢iené et al., 2011) ir kad
sintetinio kuro i§ miskanty biomaseés pagrindiniy
komponenty sudétis yra labai panasi j minerali-
nio dyzelino (Kadziuliené et al., 2014).

Mokslinéje literattiroje pateikiama nemazai
duomeny apie netiesioginj pridétiniy tagliy rege-
neravimg per tarpinj kaliaus tarpsnj (Kim et al.,
2010; Plazek, Dubert, 2010; GubiSova et al,
2013; Slusarkiewicz-Jarzina et al.,, 2017), tadiau
vis dar stinga duomeny apie veiksnius, lemian-
¢ius miskanty tiesioginés organogenezés procesa
in vitro. Komerciniais tikslais sukurta genetiskai
vienody augaly mikrodauginimo technologija
leisty i$plétoti miskanty, potencialaus biomaseés
producento, auginimg ne tik Lietuvoje, bet ir ki-
tose Europos $alyse.

Tyrimy tikslas — nustatyti augimo reguliatoriy
deriniy poveikj Miscanthus x giganteus tiesiogi-
nés organogenezes procesui.

METODALI IR SALYGOS

Tyrimai atlikti Aleksandro Stulginskio universite-
to Agronomijos fakulteto Biologijos ir augaly bio-
technologijos institute bei JTC Agrobiotechnolo-
gijos laboratorijoje. Donoriniai augalai auginti
vegetaciniuose induose kontroliuojamomis saly-
gomis: §viesos intensyvumas 150 umol m~ s, fo-
toperiodas 16/8 val. (diena / naktj), temperatiira
22/18 °C (dieng / naktj).

Miskanty $akniastiebiai 60 min. plauti po te-
kanc¢iu vandeniu, 3 min. sterilinti 70 % etano-
lio vandeniniame tirpale ir 5 min. 10 % natrio
hipochlorito tirpale, po to 3 kartus po 5 min.
plauti steriliame distiliuotame vandenyje. Sterilis
$akniastiebiai supjaustyti 1,0-1,5 cm ilgio segmen-
tais ir auginti Murashige ir Skoog (MS) (Muras-
hige, Skoog, 1962) maitinamojoje terpéje be augi-
mo reguliatoriy ir su skirtingais (1,0-2,0 mg 1)
6-benzylamino purino (BAP) ir (0,05-0,1 mg 1)

a-naftilacto riagsties (NAR) deriniais bei skirtin-
gais (1,0-2,0 mg 1"') tidiazurono (TDZ) ir (0,05-
0,1 mg 1I'!) a-naftilacto rugsties (NAR) deriniais.
Maitinamoji terpé papildyta 30 g 1°! sacharozés ir
8 g 1! Difco Bacto agaru. Terpés pH - 5,7 + 0,1.
Sterili kultira auginta kontroliuojamomis saly-
gomis: $viesos intensyvumas — 50 pmol m™ s/,
fotoperiodas — 16/8 val. (dieng / naktj), aplinkos
temperatira - 22 £ 2 °C.

Visuose eksperimentuose naudojama visa
apimanti randomizacija. Auginta po 50 kiekvie-
no varianto eksplanty, tyrimas atliktas keturiais
pakartojimais. Kas keturias savaites eksplantai
perkelti j $viezig tos pacios sudéties maitinamaja
terpe.

Tyrimo duomeny statistiné analizé atlikta
naudojantis kompiuterinémis programomis i$
programy paketo SELEKCIJA (Raudonius, 2017).
Vidurkiai ir standartiné paklaida apskaiciuo-
ti STAT_ENG programa. Rezultaty patikimu-
mas jvertintas dispersinés analizés metodu pagal
Dunkano kriterijy (P < 0,01).

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tiesioginé ugliy regeneracija izoliuoty Saknias-
tiebiy kulttroje prasidéjo praéjus trims savaitéms
po eksplanty izoliavimo. Maitinamojoje terpéje
be augimo reguliatoriy izoliuoti eksplantai pri-
détiniy agliy neformavo (1 pav.). Maitinamojoje
terpéje, papildytoje 1,0 mg I"'* BAP + 0,05 mg 1™
NAR deriniu, aglius formavo vidutiniskai 5,5 %
izoliuoty eksplanty. Padidinus NAR koncentraci-
ja iki 0,1 mg "' derinyje su 1,0 mg "' BAP, pridé-
tiniy Ggliy formavimosi daznis padidéjo viduti-
niskai 1,2 karto. BAP koncentracijg padidinus iki
1,5 mg I"! derinyje su 0,05 mg I NAR, uagliy for-
mavimosi daznis padidéjo vidutiniskai 1,4 karto.
Didinant abiejy augimo reguliatoriy koncentra-
cijas maitinamojoje terpéje, tgliy susiformavimo
daznis nuosekliai didéjo ir didziausias (14,4 %)
pridétiniy agliy formavimosi daznis nustaty-
tas maitinamojoje terpéje, papildytoje 2,0 mg 1™
BAP + 0,1 mg ! NAR.

Nustatyta, kad papildzius maitinamaja terpe
1,0 mg 1! BAP + 0,05 mg I"! NAR augimo regu-
liatoriy deriniu izoliuoti $akniastiebiy segmentai
vidutiniskai formavo 2 uglius i$ eksplanto. Abiejy
tirty augimo reguliatoriy koncentracijos didini-
mas skatino miskanty agliy iSeigg. Didziausias
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Pastaba / Note: I — be augimo reguliatoriy; II — 1,0 mg I BAP + 0,05 mg "' NAR; III - 1,0 mg [
BAP + 0,1 mg I"! NAR; IV - 1,5 mg I"! BAP + 0,05 mg 1! NAR; V - 1,5 mg I"! BAP + 0,1 mg 1! NAR;
VI - 2,0 mg I"! BAP + 0,05 mg 1! NAR; VII - 2,0 mg I"" BAP + 0,1 mg I"' NAR / I, without growth
regulators; II, 1.0 mg I"* BAP + 0.05 mg I NAA; III, 1.0 mg I"* BAP + 0.1 mg I"* NAA; IV, 1.5 mg I'!
BAP + 0.05 mg I'" NAA; V, 1.5 mg I'" BAP + 0.1 mg I'" NAA; VI, 2.0 mg I'' BAP + 0.05 mg I"' NAA;
VII, 2.0 mg "' BAP + 0.1 mg I'' NAA.

1 pav. Augimo reguliatoriy BAP ir NAR poveikis Miscanthus x giganteus Ggliy formavimosi dazniui
ir Ggliy iSeigai in vitro (tarp varianty vidurkiy, pazyméty ne ta pacia raide, skirtumai yra esminiai
(P<0,01))

Fig. 1. Effect of growth regulators BAP and NAA on the Miscanthus x giganteus shoot regeneration
frequency and the shoot number per explant in vitro (means not sharing a common letter are signifi-

cantly different (P < 0.01))

(5,6 vnt.) Ggliy kiekis i$ eksplanto nustatytas maitina-
mojoje terpéje, papildytoje 2 mg 1™ BAP + 0,1 mg 1™
NAR.

Maitinamojoje terpéje, papildytoje 1,0 mg 1™
TDZ + 0,05 mg I'' NAR, uglius formavo viduti-
nigkai 10,0 % izoliuoty eksplanty (2 pav.).

Padidinus NAR koncentracija iki 0,1 mg 1™
derinyje su 1,0 mg 1! TDZ, pridétiniy agliy for-
mavimosi daznis padidéjo vidutiniskai 1,1 karto.
Padidinus TDZ koncentracijg iki 1,5 mg 1" de-
rinyje su 0,05 mg 17" NAR, ugliy formavimosi
daznis padidéjo vidutiniskai 1,2 karto. Didinant
augimo reguliatoriy koncentracijg ugliy susifor-
mavimo daznis nuosekliai didéjo ir didziausias
(21,1 %) nustatytas maitinamojoje terpéje, papil-

dytoje 2,0 mg 1! TDZ + 0,05 mg 1! NAR. Padidi-
nus NAR koncentracija iki 0,1 mg "' derinyje su
2,0 mg 1! TDZ, ugliy formavimosi daznis statis-
tiskai patikimai sumazéjo.

Dél 1,0 mg 1! BAP + 0,05 mg 1! NAR augimo
reguliatoriy derinio poveikio izoliuoti $akniastie-
biy segmentai vidutini$kai formavo 10,0 agliy i$
eksplanto. Didziausias (5,8 vnt.) ugliy kiekis i$
eksplanto nustatytas maitinamojoje terpéje, pa-
pildytoje 2,0 mg I"' TDZ + 0,05 mg 1! NAR. Dél
NAR koncentracijos padidinimo iki 0,1 mg I
derinyje su 2,0 mg 1" TDZ ugliy kiekis i§ eks-
planto sumazéjo 1,1 karto.

Tidiazuronas (TDZ) - karbamido darinys be
purino ziedo, taciau jis yra veiksmingesnis uz
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Pastaba / Note: I - be augimo reguliatoriy; IT - 1,0 mg I TDZ + 0,05 mg I"' NAR; III - 1,0 mg [
TDZ + 0,1 mg "' NAR; IV - 1,5 mg I TDZ + 0,05 mg I"! NAR; V - 1,5 mg I TDZ + 0,1 mg I"' NAR;
VI - 2,0 mg I"! TDZ + 0,05 mg I"' NAR; VII - 2,0 mg 1! TDZ + 0,1 mg I"' NAR / I, without growth
regulators; II, 1.0 mg I* TDZ + 0.05 mg I NAA; III, 1.0 mg I TDZ + 0.1 mg I NAA; IV, 1.5 mg I"!
TDZ + 0.05 mg I NAA; V, 1.5 mg I'" TDZ + 0.1 mg I NAA; VI, 2.0 mg I'' TDZ + 0.05 mg I"" NAA;
VIIL, 2.0 mg I TDZ + 0.1 mg I’ NAA.

2 pav. Augimo reguliatoriy TDZ ir NAR poveikis Miscanthus x giganteus tgliy formavimosi dazniui
ir Ggliy iSeigai in vitro (tarp varianty vidurkiy, pazyméty ne ta pacia raide, skirtumai yra esminiai
(P<0,01))

Fig. 2. Effect of growth regulators TDZ and NAA on the Miscanthus x giganteus shoot regeneration
frequency and the shoot number per explant in vitro (means not sharing a common letter are signifi-

cantly different (P < 0.01))

purino tipo citokininus (Lu, 1993). Vieni moksli-
ninkai mano, kad TDZ pasizymi ir citokinino, ir
auksino-citokinino aktyvumu (Singh et al., 2003),
kity nuomone - tidiazuronui labiau budingas
stiprus citokinininis aktyvumas, stimuliuojantis
veiksmingus morfogeninius atsakus in vitro kul-
tarose (Guo et al., 2011). Teigiamas tidiazurono
poveikis organogenezei buvo nustatytas vykdant
tyrimus su gervuogémis (Vujovi¢ et al., 2010),
stevija (Lata et al., 2013), braskémis ir mélynémis
(Cappelletti et al., 2016).

Vertinant tirty citokininy efektyvuma miskan-
ty tiesioginei organogenezei in vitro izoliuoty
$akniastiebiy kultaroje nustatyta, kad pridéti-
niy ugliy formavimosi daznis dél TDZ povei-

kio, priklausomai nuo koncentracijos, buvo nuo
5,4 % iki 10,0 % didesnis (derinyje su 0,05 mg 1!
NAR) bei nuo 4,4 % iki 8,8 % didesnis (derinyje
su 0,1 mg 1! NAR), palyginti su atitinkamomis
BAP koncentracijomis. Ugliy kiekiui i§ eksplan-
to nustatytos analogiskos tendencijos, iSskyrus
del 2,0 mg I"! BAP + 0,1 mg 1™ NAR ir 2,0 mg 1!
TDZ + 0,1 mg I'" NAR deriniy poveikio, tarp
kuriy skirtumai neesminiai ir statistiskai nepa-
tikimi. Mokslinéje literatiroje nurodoma, kad
TDZ + NAR priedas maitinamojoje terpéje yra
efektyvesnis, palyginti su Kkitais iStirtais augimo
reguliatoriais ir jy deriniais auksuotosios alstro-
merijos (Hutchinson et al., 2014), dazinio dygmi-
no (Radhika et al., 2006) ir gumbinés begonijos
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(Nada et al., 2011) pridétiniy agliy formavimuisi
in vitro.

ISVADOS

1. Murashige ir Skoog (MS) maitinamojoje ter-
péje be augimo reguliatoriy miskanty izoliuoti
$akniastiebiy segmentai pridétiniy ugliy nefor-
mavo.

2. Pridétiniy ugliy formavimosi daznis dél ti-
diazurono poveikio buvo nuo 5,4 % iki 10,0 %
didesnis (derinyje su 0,05 mg I a-naftilacto
rugsties) bei nuo 4,4 % iki 8,8 % didesnis (deri-
nyje su 0,1 mg 1™ a-naftilacto ragsties), palyginti
su atitinkamomis 6-benzylamino purino koncen-
tracijomis.

3. Intensyviausias agliy formavimosi daznis
ir didziausia agliy iSeiga i§ eksplanto gauta dél
augimo reguliatoriy 2,0 mg 1 tidiazurono ir
0,05 mg 1! a-naftilacto ragsties priedo maitina-
mojoje terpéje.
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Inga Jancauskiené, Ausra Blinstrubiené, Natalija Burbulis,
Ramuné Masiené

EFFECT OF GROWTH REGULATORS ON
DIRECT MISCANTHUS x GIGANTEUS
ORGANOGENESIS IN VITRO

Summary
Research was carried out at the Institute of Biology and
Plant Biotechnology of Aleksandras Stulginskis Uni-
versity and at the Laboratory of Agrobiotechnology of
the Joint Research Centre. The effect of growth regulators
on the direct organogenesis from isolated explants of Mis-
canthus x giganteus was analysed. Rhizome segments of
Miscanthus x giganteus were cultivated in the Murashige
and Skoog (MS) nutrient medium supplemented with dif-
ferent 6-benzylaminopurine (BAP) or thidiazuron (TDZ)
and a-naftilacetic acid (NAA) combinations. It has been
determined that the isolated explants in the nutrient me-
dium without growth regulators did not form adventitious
shoots. In the nutrient medium supplemented with growth
regulators the regeneration frequency varied from 5.6 to
21.1%. The adventitious shoots formation frequency due
to the TDZ exposure, depending on the concentration, was
from 5.4 to 10.0% higher (in combination with 0.05 mg 1™
NAA) and from 4.4 to 8.8% higher (in combination with
0.1 mg I"! NAA) in comparison with the adequate con-
centration of TDZ. The most intensive shoot formation
frequency and the highest shoot number per explant have
been obtained in the medium supplemented with 2.0 mg 1™
TDZ + 0.05 mg I"' NAA.

Keywords: growth regulators, in vitro, Miscanthus x gi-
ganteus, direct organogenesis



