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Liucernos — tai vitaminy A, D, E ir K $altinis. Augaluose taip pat yra daug fermenty, prieSuzdegiminj poveikj turin¢iy
medZiagy, hormony, f-karotino, vitamino Bs, vitamino C ir vitamino U. Liucerna turi taniny, pektino medZiagy, saponiny,
aminy, kumarino dariniy, triterpeno glikozidy, karotinoidy, purino baziy, augaly steroliy, fitoestrogeny, flavony, izoflavonoidy ir
fenoliniy junginiy.

Darbo tikslas — nustatyti ir atrinkti liucerny (Medicago L.) ir kaliaus kultiiry in vitro veisles, kaupiancias didZiausius
bioaktyviy junginiy kiekius.

Nustatyta, kad didziausias chlorofilo a kiekis buvo jvertintas liucerny veisléje Zydriné, iSaugintose in vitro Murashige-
Skoog (MS) terpéje — 76,7 + 0,06 mg/100g. Nustatyta, kad didziausi bioaktyviy junginiy kiekiai buvo liucernose, iSaugintose in
vitro MS terpéje: baltymy — veisléje Antané (32 + 0,07 mg/100 mg); vitamino C — veisl¢je Biruté (70,4 + 0,01 mg/100 g);
flavonoidy — veisléje Malvina (1,5 + 0,01 %); fenoliniy junginiy — veisléje Antané (0,07 + 0,01 mg/100 mg). DidZiausias
liucerny antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH radikala buvo nustatytas 22,3 + 0,01 % liucerny veisléje Zydrineé, o kaliaus
kulttirose i§ Sakny — 26,36 + 0,03 % veisléje Malvina, iSaugintose in vitro MS terpéje su 2,4-dichlorofenoksiacto riigstimi

(2 mg/l) ir kinetinu (0,25 mg/l).

ReikS§miniai ZodZiai: liucerna, kaliaus kulttra, bioaktyviis junginiai, fitocheminis jvertinimas.

Ivadas

Liucernos (Medicago L.) priklauso ankstiniy $eimai;
jos geba fiksuoti atmosferos azota dél simbiozés tarp
augaly ir bakterijy, kurios vystosi jy Sakny sistemoje [1].
Tai daugiameciai arba vienmeciai Zoliniai augalai.

Lietuvoje iSvestos §ios liucernos veislés:

Antané — sukurta sukryzminus 16 augaly, atrinkty i§
ivairiy mélynziedziy liucerny veisliy (Biruté, Sverre,
Eynsford, Radius ir kt.) ir atlikus daugkarting atranka
izoliuotuose augynuose. Zaliyjy baltymy kiekis sausojoje
medziagoje yra 20,6 %. Sios veislés liucernos gerai
ziemoja. Augalai auksti, siekia 80 cm, atspariis iSgulimui.
Vegetacijos periodo viduting trukmé — 161 diena.
2008 m. jraSyta j Nacionalinj augaly veisliy sarasg ir |
Bendraji ES Zemés tikio augaly veisliy kataloga.

Biruté — standartiné mélynziedziy ir hibridiniy
liucerny veislé Lietuvoje. Tai vidutinio ankstyvumo,
margaziedé, derlinga, gerai ziemojanti, atspari ligoms
veislé. Augalai vidutiniSkai iSauga iki 100 cm, vidutinio
lapuotumo, atspariis iSgulimui. Sios veislés liucernos
gerai auga gryname pasélyje ar misiniuose su varpinémis
7olémis. Derlingesné uz veisle Zydriné. 1998 m. jrasyta j
Nacionalinj augaly veisliy sarasg.

Malvina — veislé buvo sukurta daug karty kryzminant
klong 62/82 su liucerny Zydriné, Biruté, Vella ir Radius
veislémis. Lapai sudaré 43,0 % bendro augaly zaliosios
masés derliaus. Augalai gerai ziemoja. Augaly vidutinis
aukstis sudaro 62 cm. Jie linke iSgulti, bet atspariis
ligoms. Jos augaly vegetacijos periodo vidutiné trukmeé
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160 dieny. Veislé 2006 m. jraSyta | Nacionalinj augaly
veisliy sarasa.

Zydriiné — vidutinio ankstyvumo veislé. Pasizymi
dideliu ir stabiliu derlingumu. Augalai vesSlesni, maziau
iSgula, geriau atZelia pavasarj ir po pjuciy, prazysta ir
subrandina séklas 3—4 d. anks¢iau nei Auguné I1. 1986 m.
jraSyta | Nacionalinj augaly veisliy sarasa [2].

Liucernos — tai vitaminy A, D, E ir K Saltinis.
Augaluose taip pat yra daug fermenty, prieSuzdegiminj
poveikj turin¢iy medZiagy, hormony, p-karotino,
vitamino Bg, vitamino C ir vitamino U. Liucerna turi
taniny, pektino medziagy, saponiny, aminy, kumarino
dariniy, triterpeno glikozidy, karotinoidy, purino baziy,
augaly steroliy, fitoestrogeny, flavony, izoflavonoidy ir
fenoliniy junginiy.

Liucernose yra daug bioaktyviy junginiy, Kuriuos
sudétinga analizuoti ir priskirti jiems gydomasias savybes
[3]. Biotechnologijoje liucerna naudojama farmacijos
pramonéje. I§ liucerny gaminami rekombinantiniai
glikoproteinai ir antikiinai. Augaly biofarmacijoje i§
liucerny gaminami bioaktyvus Vvaistai ir jos naudojamos
monokloniniy  antikiny  diagnostikoje.  Imuningje
medicinoje genetiskai modifikuota liucerna naudojama
valgomyjy vakciny gamybai [4].

Sio darbo naujumas susijes su biotechnologiniu
liucerny (lietuvisky veisliy margaziedés: Biruté, Zydriné
ir mélynziedés: Antané, Malvina) lasteliy kultiry
auginimu ir dauginimu in vitro, biologiSkai aktyviy
junginiy nustatymu. Siems tyrimams pasirinktos
mélynziedés ir margaziedés liucernos, nes baltymingy
augaly auginimas ES sumazéjo dél ekonominiy
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priezas¢iy [5], todél butina ieskoti priemoniy, galiniy
padidinti baltymingy augaly auginimga.

Sio darbo tikslas — nustatyti ir atrinkti liucerny
(Medicago L.) ir kaliaus kultiry in vitro veisles,
kaupiancias didziausius bioaktyviy junginiy kiekius.

Siekiant darbo tikslo buvo iskelti $ie uzdaviniai:
paruo$ti maitinamasias terpes ir sudaiginti
liucernas in vitro steriliomis salygomis;
suformuoti liucerny kaliaus kultdras in vitro;
nustatyti baltymy, askorbo rugsties, chlorofilo a
ir b, karotinoidy kiekius liucernos daiguose ir
kaliaus kultdirose in vitro;
vertinti flavonoidy, bendryjy fenoliniy junginiy
kiekius liucernos daiguose ir kaliaus kulttirose in
vitro;
nustatyty antioksidacinj aktyvuma
daiguose ir kaliaus kultarose in vitro.

liucernos

Medziagos ir tyrimy metodikos

Tyrimai atlikti Kauno technologijos universiteto
Cheminés technologijos fakulteto Organinés chemijos
katedros  Biotechnologijos laboratorijoje.  Tiriamoji
medziaga — Lietuvoje iSvestos liucernos veislés: Antané
(Medicago sativa L.), Birut¢ (Medicago varia Martyn),
Malvina (Medicago sativa L.), Zydriné (Medicago varia
Martyn), kurios buvo gautos i§ Lietuvos agrariniy ir
misky moksly centro Zemdirbystés instituto.

Atliekant tyrimg liucernos séklos sterilizuojamos
pamerkiant jas 2 min j 75 % C;HsOH, paskui 15 min
mirkant 0,14 % HgCl; tirpale ir 3 kartus plaunant steriliu
distiliuotu vandeniu. Darbas atliekamas aseptinémis
salygomis laminare ,,TELSTAR BV-100“. Sterilintos
liucernos (Medicago L.) séklos pasodintos j standarting
Murashige-Skoog (MS) agarizuotg maitinamaja terpe
(pH =5,7) laminare [6]. Laminaras dezinfekuojamas
15 min ultravioletiniais spinduliais ir valant 70 %
C>HsOH. Daiginama visa parg apSviestoje aplinkoje,
esant 20-22 °C temperatiirai. Liucernos (Medicago L.)
sudygo po 7 dieny. Chlorofilas a, chlorofilas b ir
karotinoidai buvo nustatyti po 14 dieny liucernose,
iSaugintose in vitro MS terpéje, o kiti augalai buvo
panaudoti kaliaus kultdrai suformuoti. Biocheminiams
tyrimams, i$skyrus chlorofilo a ir chlorofilo b bei
karotinoidy kiekiy nustatyma, buvo panaudota sausa
i8dZiovinta medziaga (45 °C temperatiiroje, 3 val.).

Kaliaus kultara (i§ stiebeliy, hipokotiliy ir $akny)
buvo suformuota i§ liucerny, iSauginty in Vvitro.
I8skaidytos liucernos (Medicago L.) dalys, t. y. stiebeliai,
Saknys ir hipokotiliai, pasodintos j Petri léksteles.
Liucernos kaliaus kultdira in vitro buvo suformuota po 30
dieny maitinamose terpése:

1. MS su 2,4-dichlorfenoksiacto rigstimi (2,4-D) (2
mg/l) ir kinetinu (0,25 mg/l) (MS1) [7];

2. MS su 6-benzilaminopurinu (BAP) (0,5 mg/l),
1-naftilacto ragstimi (NAR) (0,05 mg/l) ir kinetinu
(0,25 mg/l) (MS2).

Tolesniems tyrimams buvo atrinkta maitinamoji terpé
MS su 2,4-dichlorfenoksiacto rigstimi (2,4-D) (2 mg/l) ir
kinetinu (0,25 mg/l) (MS1), nes kitoje terpéje (MS2)
liucerny kaliaus kulttry formavimasis sudare tik 10 %.
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Chlorofilas a, chlorofilas b ir karotinoidai buvo
nustatyti po 14 dieny liucernose, iSaugintose in vitro MS
terpeje.

Kaliaus kulttiry biocheminiai tyrimai buvo atlikti po
30 dieny auginimo.

Siekiant suformuoti liucerny veislés Biruté kaliaus
kultira, iSbandyti 9 sterilinimo budai, taciau liucernos
veislé Birute neformavo kaliaus kultros in vitro.

Chlorofilas a ir b bei karotinoidai nustatyti taikant
kiekybinj spektrofotometrinj metodg [8]. Baltymy kiekis
nustatytas taikant Bradfordo metoda [9]. Vitaminui C
nustatyti taikytas metodas — askorbo riigstis reagavo su
2,6-dichlorofenolindofenolio natrio druskos hidratu [10].
Flavonoidy kiekis nustatytas spektrofotometriskai [8].
Bendras fenoliniy junginiy kiekis nustatytas pagal
oksidacijos-redukcijos principg ir naudojant Folino ir
Ciocalteu reagentg [11]. Antioksidacinis aktyvumas
liucernos daiguose ir kaliaus kultaroje nustatytas
matuojant, kiek procenty stabilaus 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilo (DPPH) radikalo neutralizuoja fenoliniai
junginiai [12].

Statistinis  rezultaty jvertinimas. Gauti tyrimy
duomenys buvo pakartoti tris kartus, statistiskai apdoroti
ir jvertinti, skaiCiuojant standarting vidurkio paklaida
[13].

Rezultatai ir juy aptarimas

Chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy kiekio
jvertinimas liucernoje

Pigmenty (chlorofilo a ir chlorofilo b bei
karotinoidy) kiekiams nustatyti buvo naudojami liucerny
daigai, iSauginti maitinamojoje MS terpéje (pH = 5,7)
(1 pav.)
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1 pav. Pigmenty kiekis skirtingy veisliy liucernose in vitro:
Ca — chlorofilas a, Cb — chlorofilas b

I$ gauty rezultaty (1 pav.) matyti, kad po 14 dieny
liucerny auginimo didZiausias chlorofilo a kiekis buvo
nustatytas liucernose Zydriiné, isaugintose in vitro MS
terpéje (76,7 £ 0,06 mg/100 @), maziausias — Malvina
(71,8 = 0,08 mg/100 g). Didziausias chlorofilo b kiekis
buvo jvertintas liucernose Zydriiné (24, 6+ 0,06 mg/100 g),
didziausias karotinoidy kiekis veisléje  Antané
(23,5 + 0,08 mg/100 g), iSaugintose in vitro MS terpéje.



Chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy kiekio
jvertinimas liucernos kaliaus kultiiroje

Pigmentai taip pat buvo nustatyti liucernos kaliaus
kultirose po 30 dieny, suformuotose in vitro MS terpéje
su 2,4-dichlorfenoksiacto ragstimi (2,4-D) (2 mg/l) ir
kinetinu (0,25 mg/l).

Tyrimo rezultatai parodé (2 pav.), kad didziausias
chlorofilo a kiekis buvo nustatytas liucerny Zydriné
kaliaus kultarose i§ stiebeliy (19,4 + 0,18 mg/100 g),
maziausias — veisléje Antané kaliaus kultiirose i§ Sakny
(0,4 £ 0,01 mg/100¢g), t. y. jo kiekis buvo 19 mg
mazesnis nei veisléje Zydrineé.

(5o}

Och

O Karotinoidai

Pigmenty kiekis, mg/100 g

Skirtingy liucernos veisliy kaliaus kultaros

2 pav. Pigmenty kiekis skirtingy liucernos veisliy kaliaus
kultiirose

Didziausias chlorofilo b kiekis buvo nustatytas
liucerny Malvina kaliaus kultirose i§ hipokotiliy
(7,00 £ 0,05 mg/100 @), o maziausias — Zydriné Kaliaus
kultarose i§ hipokotiliy (0,07 + 0,02 mg/100 g), t. y. jo
kiekis buvo 6,93 mg mazesnis nei Malvina kaliaus
kultarose. Didziausias karotinoidy kiekis buvo gautas
veisléje  Zydriiné kaliaus  kultirose i§  stiebeliy
(14,8 £ 0,1 mg/100 g), 0 maziausias karotinoidy kiekis —
Antané kaliaus kultirose i§ $akny (0,3 + 0,07 mg/100 g),
t. y. ju kiekis buvo 14,5 mg mazesnis nei Zydriinéje.

Liucernos daigai pasizyméjo didesniu pigmenty
(chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy) kiekiu nei
liucernos kaliaus kultiros. Didziausias chlorofilo a kiekis
buvo jvertintas veisléje Zydriné, iSaugintoje in vitro
Murashige-Skoog (MS) terpéje, kuris buvo 4 Kkartus
didesnis, palyginti su kaliaus kultiromis i§ stiebeliy
veisléje Zydriiné.
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Baltymuy kiekio jvertinimas liucernose, augintose
MS terpése in vitro
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3 pav. Baltymy kiekis skirtingose liucernos veislése

I§ gauty rezultaty matyti (3 pav.), kad didZiausias
baltymy kiekis buvo nustatytas liucernose Antané,
iSaugintose MS terpéje (32 £ 0,7 %), o maZiausias —
veisléje Zydriné (11 + 0,5 %), t.y. ju Kkiekis buvo 3
kartus mazesnis nei veisléje Antané. IS literatiiros yra
zinoma, kad liucernose yra 15-22 % baltymy [6].

Baltymuy kiekio jvertinimas liucerny Kkaliaus
kultiirose, augintose MS terpése in vitro
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4 pav. Baltymy kiekis skirtingy liucernos veisliy kaliaus
kultiirose

I§ rezultaty (4 pav.) matyti, kad didZiausi baltymy
kiekiai kaliaus kultorose buvo nustatyti i§ stiebeliy
0,88+ 0,09%) veisléje Antane, 18 hipokotiliy
(0,82 £ 0,06 %) ir i§ sakny (1,16 = 0,05 %) veisléje
Malvina.

Gauti rezultatai (3—4 pav.) parodé, kad liucernos
daigai in vitro kaupé gerokai daugiau baltymy nei kaliaus
kulttros.



Askorbo riigities Kiekio jvertinimas liucernose,
augintose MS terpése in vitro
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5 pav. Askorbo riigsties kiekis skirtingy veisliy liucernose in
vitro

I$ gauty rezultaty nustatyta (5 pav.), kad didziausias
askorbo ragsties kiekis buvo jvertintas liucernose Biruté
(70,4 + 0,01 mg/100 g), o maziausias — veisléje Zydriiné
(28,6 + 0,01 mg/100 @), t. y. jos kiekis buvo 41,8 mg
mazesnis nei veisléje Biruteé.
kiekio

Flavonoidy skirtingose

liucernos veislése

nustatymas

Flavonoidy kiekis liucernose buvo nustatytas pagal
hiperozida [8].

Zydriné

Malvina
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o
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Flavonoiduy kiekis, mg/g

6 pav. Flavonoidy kiekio jvertinimas skirtingose liucernos
veislése

Tyrimo rezultatai (6 pav.) parodé, kad didziausias
flavonoidy kiekis buvo nustatytas liucernose Malvina,
iSaugintose in vitro MS terpéje (1,5 + 0,01 mg/g), o
maziausias — veislgje Birute (0,9 + 0,01 mg/g). I8
literatiiros yra zinoma, kad flavonoidy Kiekis liucernose in
vivo yra 10,32 mg/g [14].
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Bendras fenoliniy junginiy Kkiekio jvertinimas
liucernose
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7 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy kiekis skirtingose liucernos
veislése

I§ gauty tyrimo duomeny (7 pav.) matyti, kad
didziausias fenoliniy junginy kiekis buvo nustatytas
liucernose Antane, kurios buvo isaugintos in vitro MS
terpéje (0,07 + 0,01 mg/100 mg).

u junginiu Kiekis,

Bendras fenolini
mg/100 mg

Skirtingy liucernos veisliy kaliaus kultaros

8 pav. Bendryjy fenoliniy junginiy kiekis skirtingy liucernos
veisliy kaliaus kultiirose

Didziausias fenoliniy junginiy kiekis Kaliaus
kultirose (8 pav.) buvo nustatytas i§ stiebeliy veisléje
Malvina (0,036 + 0,005mg/100 mg), i§ hipokotiliy
veislgje Antané (0,024 + 0,005 mg/100 mg), i§ Sakny
veisléje Zydrine (0,0092 + 0,001 mg/100 mg).



Antioksidacinio aktyvumo pries DPPH
jvertinimas
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9 pav. Skirtingy liucernos veisliy antioksidacinis aktyvumas

I§ rezultaty (9 pav.) matyti, kad didziausias liucerny
antioksidacinis aktyvumas prie§ DPPH stabily radikala
buvo nustatytas 22,3 + 0,01 % veisléje Zydriné, t. Y.
aktyvumas buvo 3,5 karto didesnis nei veisléje Malvina.
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10 pav. Skirtingy liucernos wveisliy kaliaus kultary

antioksidacinis aktyvumas

IS gauty tyrimo duomeny (10 pav.) matyti, kad
didziausias liucerny antioksidacinis aktyvumas prie§
DPPH stabily radikala kaliaus kultiirose buvo nustatytas
i§ stiebeliy — 17,58 + 0,07 %, i$ hipokotiliy — 25,13 +
0,02 % veisléje Antané, i§ Sakny — 26,36 = 0,03 %
veisléje Malvina.

Liucernos kaliaus kultiros pasizyméjo didesniu
antioksidaciniu  aktyvumu  nei  liucernos  daigai.
Didziausias antioksidacinis aktyvumas buvo kaliaus
kulttirose i§ Sakny veisléje Malvina, kuris buvo 4,14 karto
didesnis nei liucernos tos pacios veislés daiguose.
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ISvados

1. Nustatyta, kad liucernos daigai in vitro turéjo daugiau
pigmenty (chlorofilo a ir chlorofilo b bei karotinoidy)
nei liucernos kaliaus kulttiros.

. Istirta, kad didziausias baltymy kiekis buvo nustatytas
liucerny veisléje Antané, iSaugintoje in vitro MS
terpéje (32 £ 0,07 %).

. Nustatyta, kad didZiausias askorbo rugsties Kiekis
buvo jvertintas liucerny  veisléje  Biruté
(70,4 £ 0,01 mg/100 g), o flavonoidy kiekis — veisléje
Malvina (1,5 + 0,01 mg/g), iSaugintose in vitro MS
terpéje.

. Gauta, kad liucernos kaliaus kultiiros pasizyméjo
didesniu antioksidaciniu aktyvumu nei liucernos
daigai.

Padéka

Tyrima finansavo Lietuvos mokslo taryba (sutarties
Nr. F5-90-1260/SMT 14P-035).
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QUANTITATIVE EVALUATION OF BIOACTIVE
COMPOUNDS IN ALFALFA (MEDICAGO L.) AND
THEIR CALLUS CULTURES IN VITRO

Summary

Alfalfa (Medicago sativa L. (Fabaceae)) is an important
crop which accumulates vitamins A, D, E, and K. In addition to
the nutritional components (proteins and carbohydrates) which
are important in the use of alfalfa and other plants as animal
feed or food supplements, the plants produce a variety of
secondary metabolites. Alfalfa contains numerous secondary
metabolites, but they are not yet fully characterized. The best
studied secondary metabolite groups in alfalfa are carotenoids
and saponins. Another important group of secondary
metabolites in alfalfa are phenolic compounds. Phenolic
compounds in plants include flavonoids. Flavonoids are usually
found in plants as glycosides, i. e. provided with sugar
substituents such as galactose, rhamnose or glucose, or
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glycoside malonates, and they are found in an almost
bewildering diversity of forms. Biotechnological research has
revealed additional benefits for the production of
pharmaceuticals from alfalfa.

The aim of the present research was to identify and select
alfalfa (Medicago L.) and callus cultures in vitro varieties which
accumulate the highest amount of bioactive compounds.

The main objects:

- to prepare nutrient media and to germinate alfalfa in

vitro;

- to form alfalfa callus cultures in vitro;

- to determine proteins, ascorbic acid, chlorophyll a
and b, carotenoids in alfalfa seedlings and callus
cultures in vitro;

- to determine the content of flavonoids, total phenolic
compounds in alfalfa seedlings and callus cultures in
vitro;

- to determine the antioxidant activity of alfalfa
seedlings and callus cultures in vitro.

The highest content of chlorophyll a was found in alfalfa
Zydrune plants grown in a Murashige and Skoog (MS) medium
— 76.7 £ 0.06 mg/100 g. The highest amounts of bioactive
compounds were noted in alfalfa grown in an MS medium in
vitro: protein in the cultivar Antane (32 + 0.07 %), ascorbic acid
in the cultivar Birute (70.4 + 0.01 mg/100 g), flavonoids in the
cultivar Malvina (1.5 + 0.01 mg/g); and phenolic compounds in
the cultivar Antane (0.07 = 0.01 mg/100 mg). The highest
antioxidant activity against the stable DPPH radical
(22.3 £0.01 %) was found in the cultivar Zydrune, and in callus
culture from roots (26.36 + 0.03 %) in the cultivar Malvina
plants grown in the MS with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) (2mg/l) and kinetin (0.25 mg/l) medium. It was
detemined that the highest content of bioactive compounds were
accumulated in alfalfa in vitro in the cultivars Antane and
Zydrune and in callus cultures from roots in Malvina. Also,
afalfa seedlings in vitro contained more bioactive compounds in
comparison with callus cultures.
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