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SAISINAJUMU UN TERMINU SKAIDROJUMS
BAP  6-benzilaminopurins

2,4-D  2,4-dihlorfenoksietikskabe

IES indolil-3-etikskabe

IPA N°-(A%-izopentenil)adenins

NES 1-naftiletikskabe
PVPP polivinilpolipirolidons

Eksplants: izoléta audu vai organu dala, ko izmanto in vitro kulttru iegtudanai.
Nekroze: lokala audu atmirSana.
Neorganogeéns kalluss: proliferéjoss kalluss, no kura nediferencéjas organi.

Organogéns kalluss: kalluss, no kura veidojas, vai var veidoties dazadi auga

organi.

Proliferacija: $nu, audu vai organu vairo$anas in vitro.

Subkultivé$ana: 3unu un audu parstadi$ana no vienas barotnes otra.

Taksons: jebkur$ no grupéjumiem augu klasifikacijas ietvaros, pieméram, gints,

suga, skirne, hibrids.

Vitrifikacija: $tnu hiperhidracija - to var izraisit augsta citokininu koncentracija

barotné, Skidra barotne un citi faktori.



IEVADS

Termins “kalluss” apzimé nediferencétu vai mazdiferencétu audu un
§0nu neorganizéti augoda amorfu masu, kas veidojas gan in vivo, gan in vitro.
In vivo kallusa veido$anas notiek ievainojuma vieta. In vitro tas tiek uzskatits par
vienu no kultiru veidiem, kallusa veidoSanos no eksplantiem stimulé gan
ievainojums, gan in vitro kultivéSanas apstakli. Kallusa kulttru izmanto dazadu
teorétisku un praktisku uzdevumu risina$anai. Pieméram, augu pavairo$ana;
sekundaro vielu iegisana; selekcija - transgéno augu iegiasanai, pret dazadiem
stresa faktoriem izturigu formu veidoSanai; Sunu un protoplastu kulturu
iegisana; dazadu morfologisko procesu - dediferenciacijas, regeneracijas, ka
an fiziologisko procesu pétisana.

Kallusa veido$anas in vitro, ta proliferacijas un regeneracijas potences ir
genétiski noteiktas. Dazadu taksonu augiem atSkiras ari morfogenétiskos
procesus stimul€joSie in vitro vides apstakli. Tos parasti noskaidro empiriski -
daudzu eksperimentu reultata. Paslaik arvien lielaka uzmaniba tiek pievérsta
biokimisko un fiziologisko raditaju izmainu pétisanai, lai izskaidrotu novérotas
atSkirbas in vitro kultiru attistiba, lautu to prognozét un vadit, optimizéjot
kultivesanas apstak|us. Saja sakara ipa$a uzmaniba tiek veltita antioksidativo
fermentu, pigmentu, fenola savienojumu kvalitativajai un kvantitativajai analizei,
kas dod informaciju par morfogenézes procesu norisi un audu un $inu reakciju
uz dazadiem apkartéjas vides faktoriem.

Rhododendron L. gints augiem subkultivéjamas kallusa kultdras
iegusana lidz 8im nav aprakstita. Tomeér kallusa kulturas izmantoSana pavértu
jaunas iespéjas darba, kas saisits ar rododendru selekciju, pavairoSanu un
morfofiziologisko procesu ipatnibu analizi. Latvijas Universitaté jau apméram 40
gadus nodarbojas ar Rhododendron L. gints augu vispusigu pétiSanu dazados
virzienos - introdukcija, aklimatizacija, selekcija, pavairo$ana, anatomija,
morfologija, fiziologija. Sim nolikam darbs ir organizéts LU Augu audu kultdru
laboratorijas (AAKL) un LU Rododendru selekcijas un izméginajumu audzétava

“Babite”. Viens no pasreizéjiem AAKL uzdevumiem ir rododendru
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subkultivéjamas kallusa kulturas ieguSana. Tadél Sim darbam tika izvirzits
mérkis: noskaidrot rododendru kallusogenézes un kallusa kultdras attistibu
ietekméjosos faktorus un attistibu raksturojoSos morfofiziologiskos raditajus.
Atbilstosi mérkim tika izvirziti $adi darba uzdevumi:

- noskaidrot dazadu organu un audu eksplantu kallusogenézes potenci, gada
attistibas cikla un kultivéSanas apstak|u ietekmi uz Rhododendron L. gints augu
kallusa kulturas ieguSanu un proliferaciju;

- analizét peroksidazes, katalazes un fenola savienojumu sastavu dazadu

Rhododendron L. gints augu kallusos atkariba no kultivéSanas apstakliem.



1. LITERATURAS APSKATS

1. 1. Kallusa kultira
1. 1. 1. Kallusa kulturas raksturojums

Kallusa kultdra ir viens no in vitro kultiru veidiem, ko var raksturot ka
neorganizeti augodu mazdiferencétu Sunu vai audu amorfu masu. Tas attistiba
iz8kir tris etapus [Pierik, 1987]:

- kallusogenéze, jeb kallusa veidoSanas;
- kallusa proliferacija;
- regeneracija - organogenéze vai embriogenéze.

Pirmaja kallusogenézes etapa notiek specializéto eksplanta $anu
dediferenciacija, ko var inducét ievainojums [KanuHuh, 1980; ByteHko u gp.,
1987] vai eksplanta novieto§ana uz proliferaciju veicino$as barotnes, kas satur
auksinus vai citokininus [ByreHko, 1975; Kopaiom 1 ap., 1980; Bhojwani, 1983].
Jau R. Butenko (1975; 1987) savos apskatos min, ka dediferenciacijas procesa
8Unas redetermingjas, tajas inducéjas spéja intensivi dalities.

Saja etapa sinas notiek dazadas anatomiski - morfologiskas un
biokimiskas izmainas. Noverots endoplazmatiska tikla, Goldzi kompleksa
elementu, polisomu un brivo ribosomu daudzuma pieaugums [ByteHko, 1975;
Kopatom u ap., 1980], ka ari kodolinu skaita un izméru palielinasanas [ByTteHko,
1975] un mitohondriju apjoma samazinasanas [Kopaiom u gp., 1980]. Ja
eksplanta ir meristematiskas Sunas, tajas var izbeigties mitoze. In vitro Sis
8inas palielindas apjoma, zaudé meristematisko $inu formu, mainas to kodola
un citoplazmas struktiira [Crevecoeur et al., 1992] un tikai tad notiek dalianas,
kas noved pie kallusa audu veido$anas [byTeHko v gp., 1987].

Dediferenciacijas laika Sunas notiek rezerves baribas vielu izmanto$ana
[Byrerko, 1975] un audu specifisko olbaltumvielu izzu$ana [Byrtenko u gp.,
1987]. Pastiprinas t-RNS un r-RNS, DNS un dali$anas procesa esosam Sunam
raksturigu olbaltumvielu sintéze [ByTteHko u pgp., 1975; 1987]. Novérotas
izmainas fermentu aktivitaté, pieméram, katalazes [Siminis et al.,, 1994]. E.

Bensons [Benson et al.,1992] izvirza hipotézi, ka dediferenciacijas laika tiek
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veicinata brivo radikdlu veidoSanas, tatad ir paaugstinata oksidativa stresa
varbutiba. Eksperimenti ir paradijusi, ka kallusogenézes intensitate atkariga no
taksona, ekspalntu veidojoSo audu un organu veida, to attistibas pakapes, in
vitro kultiveSanas fizikalajiem un kimiskajiem faktoriem un citiem apstakliem
[KanvHuH, 1980; PymsaHuesa u gp., 1989]. No vienas puses Sie faktori, ipasi ar
vidi saistitie, var veicinat aktivo skabekla formu veido$anos, bet no otras puses -
ietekmét antioksidativas aizsargsistéemas aktivitati. Ir pieradijumi, ka oksidativais
stress ir viens no iespéjamiem iemesliem Sunu nekrozei un citam paradibam,
kas ir noveérjomas gadijumos, kad in vitro kultura ir groti iegustama [Siminis et
al., 1994]. Tas liek domat, ka Sados gadijumos dediferenciacijas laika kads no
biotiskajiem vai abiotiskajiem faktoriem ir veicinajis papildus aktiva skabekla
formu veidosanos un oksidativa stresa iesta8anos. Tomér jarékinas ar
atseviskam tendencém, kas noveérotas in vitro kulturu attistiba, pieméram,
biezak bruneé kokaugu neka lakstaugu eksplanti [Zimmerman, 1985].

Dediferenciacijas procesa nobriedusas, specializétas Sunas, zaudejot
savu specializaciju, atgriezas juvenila stavokll [Bytenko wu pp., 1974; 1975;
1987; Narayanaswamy, 1988]. Domajams, ka faktors, kas nosaka
rejuvenilizaciju, atrodas citoplazma. Uz to norada izdaritie eksperimenti ar
nobriedusu Sdnu kodolu parvietoSanu uz juvenilu $nu citoplazmu, ka rezultata
juvenila klust visa 3una [Bonga, 1982]. Tomeér rejuvenilizacijas mehanisms veél
nav pilniba noskaidrots [Chen, 1990], nav atklata ari §i procesa biokimiska daba
[Pierik, 1990]. Ir atseviSski méginajumi rejuvenalizétus audus raksturot ar
peroksidazu, fenola savienojumu saturu [Pierik, 1990]. Dediferencétas,
rejuvenalizetas Snas dalds intensivi, tam ir liels aug$anas un daliSanas
potencials, ipaSos apstaklos tas spéj redenerét organus vai embrijus [Pierik,
1987].

Otraja - kallusa kultiras attistibas etapa sakas intensiva dediferencéto
Sunu proliferacija un veidojas kalluss [ByteHko, 1975). Kallusa ir nediferencéti
vai mazdiferencéti audi, visbiezak kalluss nav homogéns un taja ir gan
diferencéti, gan nediferencéti audi vienkopus [Hussey, 1986; Kyte, 1987;

Cachita et al., 1990]. Neorganizéta masa sastav no parenhimatiskam $inam
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[Thimann, 1977; Kanuhuud, 1980; Dornelas et al., 1992]. Parasti proliferacijas
stimuléSanai citokinini un/vai auksini ir nepiecieSami zemaka koncentracija
neka kallusogenézei [KanununH, 1980; Pierik, 1987]. Subkultivejot kalluss
proliferé un to var kultivét in vitro neierobezoti ilgi [ByTeHko, 1975;
Narayanswamy, 1988].

Kallusu morfologija, pigmentacija un aug$anas intensitaté ir novérotas
atskirbas [byreHko u gp., 1987, Narayanaswamy, 1988]: audi var buat kompakti
vai irdeni, balti vai krasaini [KanuHuH, 1980; Kopgiom u pp., 1980;
Narayanaswamy, 1988]. Jaatzimé, ka viena taksona ietvaros tas var but
atkarigs no eksplanta pozicijas auga, no matesauga augSanas apstakliem in
vivo, ka ari in vitro kultivé8anas apstakliem [Hussey, 1986; Narayanaswamy,
1988), subkultivéSanas ilguma un eksplanta audu fiziologiska stavokla [Hussey,
1986]. Kultivéjot, kallusa morfologija var mainities [PymsHuesa u gp., 1989].

In vitro Sunas var saglabat dalu sugai, individam, orgadnam un audiem
raksrurigas iezimes. To apliecina kaut vai sekundaro produktu sintéze [ByTteHko,
1975; Ypmanukea, 1988]. SubkultivéSanas laika ir iespéjama mutaciju raSanas
[Boxus, 1987; Tabaukas n gp. 1988]. Ja kalluss pastiprinati uznem tdeni var
veidoties vitrificéti audi [Murashige, 1990]. Vitrifikacija biezak notiek Skidras
bartotnés, vai ari, ja barotné ir liela citokininu koncentracija [Pierik, 1987). Saja
etapa, péec vairakam subkultive§anam, var notikt ar kallusu "pierasana" -
kalluss klast irdens un ta proliferacijas stimulésanai nav nepiecieSsami auksini
un/vai citokinini. lespéjams, ka $ajos gadijumos $inas notiku$as antioksidativo
fermentu aktivitates izmainas [Hagege et al., 1992; Le Dily et al., 1993,], un
veidojusies fitohormonu biosintézei nepiecieSsamie fermenti [Thimann, 1977].
Uzskata, ka "pieraSana" var veidoties epigenétisku izmainu [ByteHko v gp.,
1987, Gaspar et al., 1992 ,)] vai mutaciju rezultata [Byrexko v ap., 1987]. Ja
kallusu izmanto augu pavairo$anai, tad subkultivé$anas laika tas nedrikst
zaudét regeneracijas potencialu - tam jasaglaba genétiska stabilitate, jo
iegUtajam materidlam jablt genétiski identam ar izejas materialu.

Tresaja kallusa kultaras attistibas - regeneracijas - etapa notiek Sunu un

audu rediferenciacija: veidojas adventivie organi vai notiek somatiska
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embriogenéze. ST etapa pamata ir Unu totipotences teorija, kas nosaka, ka
§na ir mazaka biologiska vieniba, saturo$a genétisko informaciju, kas lauj
regenerét veselu augu, ja ta atrodas atbilsto$a vidé [Bhojwani et al., 1983;
Boxus, 1987]. Lai Si iedzimta totipotences spéja izpaustos, diferencétam Sunam
vispirms jadediferencéjas, un tikai tad var notikt rediferenciacija [Bhojwani et al.,
1983). Jaatzime, ka rediferenciacija iespéjama ar tieSi no dediferencétam
sunam, apejot kallusa fazi [Bhojwani et al., 1983; Kyte, 1987]. Lai inducétu
regeneraciju, nepiecieSamas izmainas kultivé$anas apstaklos. Klasiskais F.
Skuga darbs [Skoog et al., 1957] ar tabakas kallusa audiem pierada, ka
adventivo dzinumu veidosanos stimulé relativi augsta citokininu koncentracija
barotné, bet adventivo saknu inducéSanos - auksinu. Jaatzimé, ka ir gadijumi,
kad So sakaribu nenovéro [Fosket, 1980; Karaesa, 1983]. Regeneracijas
potencidlu var ietekmét subkultiveé§anas ilgums, tam pieaugot morfogenézes
spéjas samazinas [Karaesa, 1983; Hussey, 1986; Fitch et al., 1993]. Pienemts,
ka kodola DNS varétu but notikuSas izmainas, mainijies Sinas eso$ais
fitohormonu lidzsvars, vai ari $tunu jutiba pret eksogénajiem fitohormoniem. Tiek
uzskatits, ka praktiski tikai dazam $dnam piemit morfogeneétiskais potencials,
paréjas nav totipotentas [BareSova, 1986].

Kallusa kultiras regeneracijas potencialu praktiski izmanto augu
pavairoSanai. No kallusiem var iegut adventivos dzinumus vai somatiskos
embrijus [Herman et al., 1975; Reynolds et al., 1979; Memort, 1981; Arnold et
al., 1986; Bonga, 1988]. Kallusus izmanto protoplastu [Cornejo et al., 1995] un
suspensiju [ByteHko n gp., 1987] kulturu iegisanai. Salidzinot ar citiem audu
kultGru veidiem, kalluss ir homogénaka audu sistéma, tadél tas tiek pielietots ka
modelis, lai risinatu teorétiskos jautajumus augu fiziologija un biokimija
[Kanwuhun, 1980]. To izmanto, pieméram, lai pétitu, fitohormonu lomu
morfogenézé [MakapoBa, 1990], diferenciaciju [Straub et al., 1992; Oka et al.,
1995] un dediferenciaciju [Kanuxuu, 1980], plastidu veido$anos [Kopatom v ap. ,
1980], sekundaro produktu sintézi un to iegl$anas iespéjas in vitro apstaklos
[3anpomeToB u gp., 1986; Kucnos u ap., 1986; MeHTtenn u Ap., 1987], transgéno

augu jeguSanas iespéjas [Siemens et al., 1996], ka ari augu izturibas
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mehanismus [Lugue et al., 1988], augu - patogénu attiecibas [Miller, 1985; Dai
et al., 1995 (,], augu - mikorizas sénu attiecibas [Sbrana et al., 1993], auga -
insektu attiecibas [Steinitz et al., 1993; Sales et al., 1995].

1. 1. 2. Kallusogenézi un kallusa kultivésanu ietekméjosie faktori
1. 1. 2. 1. Biologiskais materials

Konstatéts, ka morfogenétiskos procesi in vitro dazadiem augiem var bat
atSkirigi. Kallusogenéze un regeneracija parasti ir aktivaka divdigllapjiem, neka
viendig|lapjiem [KanuHux; 1980; Kartaesa, 1983]. Morfogenétiska potence var
atskirties pat radniecigiem taksoniem [Cheema et al., 1992].

Eksplanta audu fiziologiskais stavoklis, kas ir atkarigs no auga, ta
organu un audu vecuma, ietekmé kallusogenézi. /n vitro $linu dali$anos vieglak
ir panakt juveniliem augiem un audiem, ipaSi tas attiecas uz kokaugiem
[Cohen, 1986]. Lai samazinatu audu brinésanu, iesaka eksplantus izolét laika,
kad fenola savienojumi, kuru oksideSanas veicina nekrotizaciju, ir salidzinoSi
zemaka koncentracija [Chen, 1990]. Pieméram, Castanea sativa tieSi juvenilos
audos fenola savienojumi un to oksidacijas produkti ir mazak ka nobriedusos
[Cherve, 1983). Eksplantiem parasti ir piemérotaki jauni, neparkoksnéjusies audi
[KaTaeBa, 1983; Hussey, 1986]. Sinu daliSands un regeneracijas spéjas
samazinas lidz ar ta auga un organa noveco$anos, no kura nemts eksplants
[Tran Than Van, 1981]. Viens no iemesliem varétu bit augSanas inhibitoru -
etiléna [Monesoit, 1982), IES oksidacijas produktu [Bhatnagar, 1983] un citu
pastiprinata veidosanas.

Noveétots, ka aug8anas apstakli, gadalaiks un eksplanta izoléSanas laiks
ietekmé in vitro kultdru attistibu. Ja eksplantu izolé no atklata lauka augo$a
auga, tad in vitro kultiveSanas rezultati var but atkarigi no klimatiskajiem
apstakliemn [Pierik, 1987]. Gadalaiks, kad izoléts eksplants, nosaka matesauga
fiziologisko stavokli [KataeBa, 1983]. Eksplantu atskirigu morfogenétisko
potencialu A. Altmans [Altman et al., 1974] izskaidro ar endogéno fitohormonu
limena izmainam dazados gada laikos. Pieméram, miera perioda eso$u augu

dalas ir griti kultivét in vitro [Chen, 1990], jo tajas ir saméra augsts
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abscizskabes daudzums. K. Kauls atzimé, ka Pinus strobus intensivaka kallusa
proliferacija sasniedzama no dzinumu eksplantiem, kas izoléti agra pavasari, jo
tad var iegut sterilus eksplantus [Kaul, 1985].

Uzskata, ka visa veida organi (saknes, stumbrs, lapas, ziedi u.c.) un audi
var tikt izmantoti ka izejas materials kallusa iegusanai [Kanuhun, 1980; Pierik,
1987; Chen, 1990]. Tomeér, janem véra eksplanta pozicija auga, kas atspogulo
ta endogeno fitohormonu limeni [Pierik, 1987] un attistibas pakapi [Chen,
1990]. Pieméram, auksini vairak ir jaunajas lapas un dzinumu meristémas, bet
citokinini - apikalajas saknu meristemas. Kokaugiem juvenilaki ir snaudoSie
pumpuri, kas ir tuvak saknei.Tadé] kallusi, kas veidojuSies no viena auga
dazadu organu eksplantiem vienados in vitro apstaklos var but dazadi [Hussey,
1986; Pierik, 1987].

Ir pieradits, ka kulturas attistibu ietekmé& ari eksplanta izmers.
Piemérotaki ir relativi lielaka izméra eksplanti, jo tajos ir lielakas baribas vielu un
hormonu rezerves, tade| an vieglak inducét ar augSanu saistitos procesus.
Tomér parak liels eksplants var bit inficéts, to griti iegut sterilu  [Kataesa,
1981]. Eksplanta izmérs var ietekmét ari kallusogenézes spé€ju, pieméram,
Manihot esculenta dzinumu galotnu eksplanti veido kallusu, ja ir isaki par 2 mm
[Chen, 1990]. Optimals eksplanta izmérs atkarigs no sugas un no izmantojama
organa [KaTtaesa 1 Ap., 1981; Kataesa, 1983].

1.1. 2. 2. In vitro kultivéSanas vide
1.1. 2. 2. 1. Barotne

Barotnu sastavu varié atkariba no genotipa un in vitro kultdras attistibas
Ipatnibam. Apméram 95% no barotnes ir Gdens [Pierik, 1987]. Péc konsistences
iz8kir dazadus barotnu veidus: 1) cietas, kuram ka gélveidotaju izmanto agaru,
gelritu; 2) Skidras - tas var bt ar vai bez barotnes neséju - filtrpapira tiltinu,
celulozes masu vai kadu citu materialu; 3) kombinétas, kur uz cietas barotnes ir
Skidras barotnes slanis. Gélveidotaji, ka ari $kidro barotnu neséji var ietekmét
kallusogenézi [El Hadrami et al, 1993). Ir konstatéts, ka morfodenétiskos

procesus in vitro ietekmé gélveidojoso vielu kimiskais sastavs - Sada aspekta
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visvairak ir pétits agars [KaTtaesa u pp. , 1980;Pierik, 1987]. Bez tam, svariga ir
ar gelveidojoSo vielu koncentracija - ja ta ir pardk augsta, audiem tiek
apgratinata vielu uznem$ana no barotnes. Skidra barotne nodrosina audiem
labaku kontaktu ar vidi un vielu uznem$anu, bet kritiskais moments Sadas
sisttmas var but nepietiekama aeracija, kas nelabveligi ietekmé attistibu.

In vitro apstaklos fotosintéze parasti ir ierobezota, jo ir nepietiekama gazu
apmaina, gaismas intensitate, vai ar kultivésana notiek tumsa, lai to
kompenseétu, ka oglekla avotu izmanto oglhidratus - saharozi, glikozi, fruktozi
[Pierik, 1987]. Barotnei pievieno ar vitaminus un citas piedevas: kazeina
hidrolizartu, peptonu, iesala un rauga ekstraktus, aminoskabes, kokosriekstu
pienu, aktivo ogli, fenola savienojumus un citas [Pierik, 1987]. Vairumam augu
barotnu pH pirms autoklavésanas parasti ir robezas no 5,0 lidz 6,5 [Pierik,
1987]. Janem véra, ka péc autoklavésanas, barotnes pH pazeminas
[YpnaHueBa, 1988]. Svarigi barotnes komponenti, atbilstosi katra auga
prasibam, ir mineralsali, kas auga §inam nepiecieS8ami organisko savienojumu
sintézei un ka fermentativo reakciju katalizatori. Neorganiskie joni nodrosina
osmotisko regulaciju un elektrokimisko potencialu. Rododendriem raksturiga
nepiecieSamiba péc pazeminatas salu koncentracijas [Pennel, 1990], tade|
barotné ir samazinata N, K, P salu koncentracija, bet Fe (ll) ir palielinata
[Anderson, 1984].

In vitro attistibas procesi ir |oti atkarigi no barotnes fitohormonu sastava.
Fitohormoni ir viena no aug$anas regulatoru grupam, kas zemas koncentracijas
ietekmeé fiziologiskos procesus, kuri nosaka aug$anu, diferenciaciju un attistibu.
Vislielaka nozime in vitro attistiba ir auksiniem un citokininiem.

Auksini. Auksinu aktivitate piemit indola savienojumiem, pieméram,
indoliletikskabei (IES); hloraizvietotajiem fenoksiatvasindjumiem, pieméram,
dihlorfenoksietikskabei (2,4-D) un naftilkarbonskabém, piemeram,
naftiletikskabei (NES) [Monesoi, 1982]. So kimiski dazado savienojumu lidzigo
fiziologisko aktivitati var izskaidrot ar to, ka visiem Siem savienojumiem
aromatiskais gredzens ar skabes atlikumu sanu kédé telpiski ir vienadi izvietots,

kas nodro$ina spéju mijiedarboties ar vieniem un tiem pasiem receptoriem.
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Jaatzimé, ka fiziologiski aktivi auksini ir tikai kompleksa ar receptoriem, kas péc
savas kimiskas dabas ir olbaltumvielas [Lobler et al., 1987; Cleland, 1988].
Konstatéts, ka auksini var sintezéties no triptofana [Kuta¢ek, 1988] stumbra
apikalajas meristemas, jaunajas lapas, diglos, digllapas, kambija [KaTaeBa,
1983; SaviCiené et al.,, 1988; Nambypr, 1990]. To oksidéSanos var katalizét
gaisma vai arn peroksidaze/auksinoksidaze [lMonesow, 1982]. Uzskata, ka
fiziologiski aktivi ir brivie auksini, bet ar oglhidratiem vai olbaltumvielam saistitie
- neaktivi [[lonesoi, 1982; Nambypr, 1990].

In vitro barotné auksini ir nepiecieSami tadéel, ka vairuma gadijumu Sunas
nespéj sintezét IES, jo ir ierobezots triptofana daudzums [Gamburg, 1988].
Pieradits, ka auksini var ietekmét 1) Siinu daliSanos, 2) Sunu stiepSanos, 3)
dediferenciaciju un 4) diferenciaciju - Sunu, audu (vadaudu), gan ar
organogenézi (stimulé saknu veidoSanos, bet inhibé to augSanu, kavé aksilaro
un adventivo dzinumu veidoSanos) [Karaesa, 1983; Noneson, 1986; Firn, 1987;
ambypr v gp., 1990]. Mitotiska cikla laika auksini var ietekmét G, un G, fazes,
jo stimulé t-RNS, r-BRNS un i-RNS sintézi [MNopeson, 1986; Gamburg, 1988;
Mambypr u gp., 1990]. Auksini stimulé ari DNS sintézi [[Mopeson, 1986;
Clenland, 1988; Gamburg, 1988; "ambypr v gp., 1990]. lzvirzita hipotéze, ka
auksinu darbibas rezultata saisinas mitotiska cikla periodi, saisinas $unu
daliSanas laiks, tadéjadi paatrinds to proliferacija, bet pats mitozes atrums
auksinu darbibas rezultata tomér nemainas [Fam6ypr v gp., 1990]. Kopuma
kultiras augSanas atrums atkarigs no diviem faktoriem: mitotiska cikla ilguma
un proliferéjoSo stnu skaita. Ir konstatéts, ka augstaka auksinu koncentracija
stimulé proliferacijai arvien vairak §inas, bet mitotiska cikla ilgumu pieaugosa
auksinu koncentracija neietekmé [Gamburg, 1988]. Auksini var ietekmét $inu
stiepSanos [ambypr, 1976, 1990], jo aktivé protonu sitkni - ta rezultata
Udenraza joni aizplust caur membranam uz $anapvalku, izraisot ta
paskabinadanos [Hanson et al., 1982; Cleland, 1988], lidz ar to pastiprinas
fermentativas hidrolizes procesi $unapvalka, kas nodrosina $unas stiepsanos
[Moneeoi1, 1982).
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Citokinini. Tie ir adenina atvasinajumi, kam pie purina gredzena sesta
oglekla atoma udenradis ir aizvietots ar alifatisku vai ciklisku radikali. Par
galveno citokininu sintézes vietu tiek uzskatita saknu apikalo meristemu zona,
no kurienes pa ksilemu tie tiek transportéti uz virszemes dalam [Kataesa, 1983,
Moneson, 1982]. Citokininsintetaze, kas katalizé izopentenilgrupas
pievienoSanu adenozinmonofosfatam, ir izoléta ari no lapam, kas pierada
citokininu sintézi ari auga virszemes dalas [Chen, 1 981]. Citokinini ir konstatéti
ari negatavos auglos un séklas [Noneson, 1982; Kataesa, 1983). Tiek uzskatits,
ka citokinini ir fiziologiski aktivi kompleksa ar olbaltumvielu dabas receptoriem
[Amrhein, 1979; 1981; Kynaega, 1982].

Augu audu kulturas ir novérots, ka citokinini var ietekmét: 1) Slnu
dalisanos, 2) sunu stiepdanos, 3) diferencé$anos - gan $inu, gan audu, ka ari
organu (stimulé dzinumu veido$anos, bet inhibé saknu veidoSanos un apikalo
dominéSanu) [KynaeBa, 1973; Fosket et al., 1978; Firn, 1987]. Uzskata, ka
mitotiska cikla laika atseviSkos gadijumos citokinini var ietekmét G, fazi, tadéjadi
stimuléjot pareju no interfazes uz mitozi [Fambypr, 1990]. Citokinini stimulé
specifisko RNS un olbaltumvielu sintézi, fermentu darbibu, kas nepiecieSama,
lai Sina saktos mitozes cikls [ByTeHko, 1975; Kynaeea, 1983]. Ir izteikta doma,
ka citokininu klatbatne ir nepiecieSsama, lai pabeigtu genétiski noteikto
transkripcijas programmu [Amrhein, 1979]. Sinu stiepSanos citokinini var
stimulét, aktivéjot protonu sukni, tada veida ietekméjot membranu funkcionalo
stavokli [Kynaesa, 1977]. Citokinini stimulé Sunas organoidu diferenciaciju -
ribosomu, endoplazmatiska tikla, mitohondriju un hloroplastu veidosanos
[Fosket et al., 1978; KynaeBa, 1977; Amrhein, 1981].

Apkopojot dazadu pétijumu rezultatus, secinats, ka normalu mitozes
ciklu, ka ari pilnvértigu augSanas un attistibas procesu in vitro nodroSina auksini
kopa ar citokininiem [ByteHko, 1975, 1984; Fosket, 1980; KaTtaesa, 1983]. Lai
inducétu $inu daliSanos, fitohormonu koncentracijai un attiecibam barotné jabut
dazadam atkaribd no taksona; eksplanta audiem, jo tajos var but dazads
endogéno auksinu/citokininu limenis; ta pat ari no citu reguléjoSo vielu
klatbitnes barotné [Fosket, 1980; Tran Than Van, 1981; Bunanuesa v gp.,

11



1985; Cleland, 1988; [ambypr wn pgp., 1990]. Audu reakcija uz
auksiniem/citokininiem in vitro biezi vien notiek mijiedarbiba ar ievainojuma
stimulu. Tiek uzskatits, ka tiesi tadé|, Sunu daliSanas visbiezak notiek griezumu
tuvuma [[ambypr n pp., 1990]. Ir izteikta doma, ka auksini un citokinini
savstarpéji var mijiedarboties divéjadi [Fam6ypr v ap., 1990]:

1) viens fitohormons iedarbojas uz otra saturu $ina, jo ietekmé otra sintézi,
inaktivaciju, uznemsanu un izdali§anu no $unas;

2) pamainus piedaloties dazadu aug3anas un attistibas procesu regulacija.

Jau klasiskaja F. Skuga un C. O. Millera darba [Skoog et al., 1957] ir aprakstits,
ka morfogenétisko reakciju nosaka fitohormonu koncentracija un attiecibas
barotné, ka rezultatd no Sunam, kas rodas inducétas daliSanas rezultata var
veidoties  saknes,kalluss vai dzinumi. Tadél péc auksinu/citokininu
nepiecieSamibas barotné, in vitro kultiras var iedalit [Fam6ypr v gp., 1990]:

1) no auksiniem un citokininiem atkarigas;

2) no auksiniem atkarigas;

3) no citokininiem atkarigas (loti reti);

4) no auksiniem/citokininiem neatkarigas.

1. 1. 2. 2. 1. Fizikalie faktori

In vitro kultivacija visbiezak izmantotais fotoperiods ir 14 lidz 16 stundas
[KataeBa, 1983; Pierik, 1987], vai ari nepartraukta tumsa, retak gaisma [Pierik,
1987]. Ir gadijumi, kad kallusogenéze ir vienadi intensiva gan fotoperiodiska
apgaismojuma, gan tumsa, piemeéram, Populus balsaminifera L. [Bbl4eHkoBa ,
1978]. Gaismas intensitate telpa parasti ir 1000 - 5000 Ix [KaTaeBa, 1983;
Hussey, 1986], - zemaka neka atklata lauka, jo augsta apgaismojuma
intensitate izsauc temperatiras paaugstina$anos kultivéSanas trauka, bez tam
fotosintéze tikpat nav iesp&jama ierobezotd CO, daudzuma dé| [Pierik, 1987].
In vitro gaisma regulé morfogenétiskos procesus, tadé| svarigs parametrs ir
gaismas spektrs. Pieméram, sarkana gaisma var izraisit citokininiem lidzigu

efektu, vai an veicinat to uzkrasanos audos [Reod, 1990], bet zila gaisma
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veicina auksinu sabrukSanu [Pierik, 1987], kaut gan to nevar apgalvot
viennozimigi.

An temperatura ietekmé in vitro kulturu attistibu - no tas atkariga
fermentu aktivitate, lidz ar to ari fiziologisko procesu norise [KanuHuH v gp.,
1980]. /n vitro audi ir jutigaki pret temperatiras svarstibam, jo tiem trukst intakta
auga adaptacijas spéju [Reod, 1990]. Temperatura audzé3anas telpa parasti ir
24 lidz 26 °C [Pierik, 1987].

Kultdru attistibu ietekmé& ar gaisa mitrums. Augsts relativais gaisa
mitrums audzeés$anas kamera un kultiveéSanas trauka var veicinat infekcijas
izplatiSanos un audu vitrificéSanos [Pierik, 1987], bet zems - kulturas
dehidreSanos [Reod, 1990]. Labveligakais relativais gaisa mitrums ir 70 %
[Reod, 1990]. Bez tam, svariga ir ari  udens piejamiba audiem barotné. ékidré
barotné, vai ari barotné ar zemu gélveidojo$o vielu koncentraciju, ta noteikti ir
labaka, tomer ir noverots, ka tas var bat par iemeslu audu vitrifikacijai, ipasi, ja ir
zema g@aismas intensitate, paaugstinata temperatura, vai paaugstinats
citokininu saturs barotne [Pierik, 1987]. élgidra barotne var bat par iemesiu
nepietiekamai audu aeracijai. Lai no ta izvairitos, izmanto Skidro barotnu
neséjus, barotnes Suposanu vai caurteci [KanuHuH 1 gp., 1980; Pierik, 1987].

Ir novérots, ka gazu sastavs kultivéSanas trauka ietekmé kultiras
attistibu un augSanu, pieméram, uzkrajoties etilenam, var tikt kaveta saknu
augSana [Pua et al., 1993]. Gazu sastavu kultivesanas trauka var ietekmet divi
faktori: a) tauka slégSanas veids - regulé gazu apmainu starp trauku un telpu
[Woltering, 1989], b) pasas in vitro kultliras aug$ana un attistiba [Righetti et al.,
1988; Buddendorf - Joosten et al., 1994].

1. 1. 3. Rododendru kallusa kultiira

Literatara ir norades, ka rododendriem ir novérota organogéna kallusa
vai kallusveidigas graudainas masas veido$anas tiesi no eksplantiem in vitro
pavairoSanas sakumstadija [Harbage et al., 1987; Economou et al., 1988;
Economou et al., 1989; lapichino et al., 1991 ,, 1991 ), 1992]. Pétijumos

eksplanti bijusi izoléti no dzinumu stumbriem [Robenek, 1977; Norton et al.,
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1989] un to galotném [Harbage et al., 1987; lapichino et al., 1991 ,;; 1991 ],
lapam [lapichino et al., 1991 ], ziediem [Meyer, 1982, 1983,,), 1983 ;,; Dai et
al., 1987; Pennel, 1990; Shevade et al., 1993]. Organogéna kallusa veido$anas
ir novérota ari in vitro dzinumu bazalaja dala [Economou et al., 1989; lapichino
et al., 1991)]. Jadoma, ka ar terminu “kalluss” $ajos darbos bijusi apzimeta
starpstadija starp eksplantu un dzinumu diferencéSanos, jo apraksti vairuma
gadijumu neparliecina par patiesu kallusa audu veidosanos. Ka iznémumu jamin
C. R. Nortonu (1989), kas rododendru kallusus no dzinumu eksplantiem ir
izmantojis, lai pétitu auksinu un citokininu ietekmi uz morfogenézi in vitro.
Organogeno struktiru iegu$anai tikuSas izmantotas Andersona [Anderson,
1975; 1978, 1984] barotnes [Harbage et al., 1987; Norton et al., 1989;
Hunsinger, 1989; Pennel, 1990; lapichino et al., 1991 ), 1991] un Woody
Plant Medium [Lloyd et al., 1981] barotne [Norton et al., 1989; Pennel, 1990],
kuras mineralvielu koncentracija ir apméram viena tresa dala no tas, kada
nepiecieama lakstaugiem [Pennel, 1990]. Sis barotnes ir izveidotas tiesi
rododendru un citu Ericaceae dzimtas augu pavairoSanai. No citokininiem ir
izmantoti IPA [Norton et al., 1989; Pennel, 1990], kinetins [Norton et al., 1989]
un zeatins [Harbage et al., 1987; Hunsinger, 1989], bet no auksiniem - IES,
[Robenek, 1977; Hunsinger, 1989; Pennel, 1990], ISS [Pennel, 1990; ], 2,4-D
[Harbage et al., 1987; Norton et al.,, 1989], NES [Norton et al., 1989]. Barotnes
pH - apméram 4,5 [Pennel, 1990; lapichino et al., 1991 ,)], 4,8 [Harbage et al.,
1987], ir minéts an 5,7 [Dabin et al., 1983]. Parasti, lai inducétu dzinumu
veidosanos, izmantots 16 stundu fotoperiods [lapichino et al., 1991,, Norton et
al., 1989]. Tikai C. R. Nortons (1989) morfogenézes pétijumos kallusa iniciacijai
izmantojis tumsu. Atkariba no taksona, eksplanta un kultiveSanas apstakliem, ir
noverotas dazadas rododendru kallusveida strukturas: irdenas, pigmentacija no
krémkrasas lidz briinai [Hunsinger, 1989; Norton et al., 1989]; gludas, baltas
[Norton et al., 1989]; kompaktas, zalas [Hunsinger, 1989]; kompaktas, bali zalas

[Norton et al., 1989]; granulara kallusa masa [Pennel, 1990].
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1. 2. In vitro kulturas attistibas potencialie biokimiskie raditaji

Izoleéjot eksplantu un stimulé&jot in vitro kulturas veidoSanos un attistibu,
sunas notiek fiziologiskas izmainas, kas ir atkarigas no biologiska materiala
ipatnibam un ko var ietekmét dazadi in vitro vides faktori.

Uzsakot jaunu taksonu kultivé$anu vai jauna kulturas veida iegusanu, in
vitro vides optimizéSana notiek, manipuléjot ar dazadiem tas faktoriem.
Pasreizéja augu audu kultiru tehnologijas attistibas posma optimizé$ana
visbiezak notiek empiriski - noverojot biologiska objekta atbildes reakciju uz
apkartéjo vidi. Biezi vien nakas korigét vidi, jo notiek izmainas kulturas attistiba.
To celonis var bt 1) eksplantu audu fiziologiska stavokla neviendabigums; 2)
kultiras epigenétiskas vai Qenétiskas izmainas; 3) kultivéSanas gaita
izmainijusies in vitro vide (barotnes Kimiskais un fizikalais stavoklis, gazu
sastavs kultiveSanas trauka). Kads no iepriek$ optimalo kultivéSanas apstaklu
faktoriem jaunaja situacija var klat par stresa céloni.

Kultiras morfogenétiskas attistibas vadi$anai, tiek mainiti atseviski in
vitro vides faktori, pieméram, fitohormoni, apgaismojums un citi. Batiba tas
nozimg, ka morfogenézes apzinata ietekméSana notiek, manipuléjot ar
dazadiem potencialiem stresa faktoriem. Ir zinams, ka gan stresa faktoru
iedarbibu, gan ari morfogenézi, kas var bat savstarpéji saistiti procesi, raksturo

izmainas fiziologiskajos procesos.

Katalazes un peroksidazes. Pédéjos gados uzkrajusies daudz pieradijumu
tam, ka jebkur$ stresa faktors izsauc pastiprinatu toksisku aktiva skabekla formu
(Os; 102; H,O,) veido3anos [Foyer et al.,, 1994], kas izsauc oksideSanas-
reducéSanas procesus, kuru rezultatd rodas hidroksiljoni un hidroksilradikali
(OH’; OH’). Pedejie an izraisa olbaltumvielu denaturaciju, lipidu peroksidu
veidoSanos un DNS mutacijas [Bowler et al., 1992]. Aktiva skabekla
savienojumu veidoSanas izraisa biokimisko reakciju virkni, kas, darbojoties
dazadiem aizsargmehanismiem, lidz minimumam samazina augam kaitigo

reakciju noriSu iespéjas. Aizsargsistéma ietilpst savienojumi ar antioksidativam

15



ipasibam (fenola savienojumi, karotinoidi un citi) [Bowler et al., 1992; Foyer et
al., 1994; Larson, 1995] un fermenti, kas katalizé aktiva skabekla dazadu formu
un to savienojumu parveidoSanas reakcijas (superoksiddismutaze EC 1.15.1.1;
katalaze EC 1.11.1.6; peroksidazes EC 1.11.1.7 un citi) [Tolbert, 1980; Gaspar
et al, 1982; Bruce et al., 1989; Bowler et al., 1992; Siegel, 1993].
Superoksiddismutaze katalizé H,O, veido8anos no superoksida radikala [Bowler
et al., 1992]:

20, + 2H" ------- > H,0, + O,

Savukart H,O, Skel katalaze un / vai, izmantojot ka substratu tdenraza donoru
(R), - peroksidaze [Bowler et al., 1992]:

2H,0, -------- >2H,0 + O, (katalaze)

H,O, + RH; -------- >2H,0 + R (peroksidaze)
Aizsargmehanismi pret aktiva skabekla formam ir visos aerobajos organismos,
jo Sie savienojumu rodas, reducéjoties molekularajam skabeklim, tam
iesaistoties biokimiskas reakcijas [Bowler et al., 1992]. Ka jau iepriekS minéts,
S0 savienojumu veidoS§anas pastiprinas, darbojoties kddam stresa faktoram. Tas
var izraisit izmainas detoksificéjoSo fermentu aktivitaté [Gaspar et al., 1985;
Benson et al., 1992; Siminis et al., 1994] un sintézé [Siminis et al., 1994]. Ja
fermentu aktivitate un aizsargmehanismu darbiba kopuma ir nepietiekama, lai
parveidotu papildus veidojuSos aktiva skabekla savienojumus, tad biologiskaja
sistema izveidojas oksidativa stresa stavoklis [Elstner, 1982; Elstner et al.,
1988). Ir noverots, ka oksidativais var bit par iemeslu vajai kulturas augSanas
intensitatei [Siminis et al., 1994). Oksidativa stresa vizuala pazime var bt Stnu
un audu brunésana [Benson et al., 1992].

Ir virkne darbu, kuros péta iesp&jamos boikimisko kritérijus in vitro kultru
fiziologiska stavokla novértéSanai un attistbbas prognozés$anai. Péc literatlras
datiem var spriest, ka §ada aspekta aktuala ir detoksificéjoso fermentu darbibas,
Ipasi peroksidazes un katalazes pétiSana [Gaspar et al., 1985,; Cutler et al.,
1989; Benson et al., 1992; Wakamatsu et al., 1993; Siminis et al., 1994; Dey et
al., 1995; Franck et al., 1995]. Peroksidazes un katalazes pétijjumus in vitro

kultiras varetu iedalit vairakos virzienos:
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1) Stresa faktoru izraisito biokimisko reakciju mehanismu pétiSana. Pieméram,
Gaspars [Gaspar et al., 1985] ir noskaidrojis, ka dazadi fizikalie un Kimiskie
stresa faktori izraisa vispirms bazisko un tad skabo peroksidazu aktivitates
pieaugumu - noris ta saucama divakapju atbildes reakcija. Barotne, kas stimulé
sakno3anos, inducé kopéjo peroksidazes aktivitates pieaugumu audos, tad,
samazinoties bazisko peroksidazu aktivitatei, sakas diferenciacija [Gaspar,
1990]. lzmainas poliaminu un prolina sintézé var kavét katalazes un
peroksidazes veidoSanas intensitati, vienlaicigi, intensivi darbojoties
superoksiddismutazei, uzkrajas H,O,. Tas veicina lipidu peroksidu veidosanos,
izraisot sUnu nekrozi [Le Dily et al, 1993;); 1993 ;).
2) Darbi, kuros analizétas tikai peroksidazu un katalazu aktivitates un izoformu
spektra izmainas dazadu stresa faktoru ietekmé, pieméram, apgaismojuma un
temperaturas [McCown et al.,, 1970], ievainojuma [Wakamatsu et al.,, 1993],
fitohormonu [Wolter et al., 1975], saju [Olmos et al., 1994].
3) Katalazes un peroksidazes aktivitites un izoformu sastavu salidzinadana
dazadiem taksoniem audos un Sunas in vitro kulturu attistibas laika [Siminis et
al., 1993, 1994] un to tolerance pret dazadiem stresa faktoriem [Morpurgo et al.,
1994].
4) Peroksidazes un katalazes aktivitates dinamika un izoformu spektra analize
morfogenétisko noriSu laika dazadas diferencétibas pakapes audos [Kochaba et
al., 1977; Thorpe et al., 1978; Kay et al., 1987; Lal et al., 1988; Fett-Neto et al.,
1992; Maheswaran et al., 1992; Zhou et al., 1992; Alves et al., 1994].
5) Vitrifikacijas un ‘‘pieradinato” audu fenomena pétisSana: pieméram,
“pieradinatos” Beta vulgaris L. kallusos ir zema peroksidazes un katalazes
aktivitate [Hagege et al., 1992; Le Dily et al., 19934)], kas bremzé lignina
biosintézi, bet, uzkrajoties H,O,, tiek veicinata lipidu peroksidu veido$anas.
Pétijumu rezultati pagaidam ir nepietiekami, lai izveidotu vienotu
antioksidativo fermentu darbibas modeli, péc ka varétu spriest par in vitro
kultdras attistibu jebkura gadijuma. Katalazes un peroksidazes aktivitate un
izoformu spektrs ir atkarigs no konkréta taksona un eksperimenta izmantotajiem

stresa faktoriem, $inu un audu diferencétibas pakapes, morfogenétiskas
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norises. lespéjams, ka rezultatu interpretacijas neviennozimigumu rada 3o
fermentu darbibas un molekularas uzbuves daudzveidiba, ipasi peroksidazei
[Gaspar et al, 1982). Bez tam, izturibu pret stresu nodroSina dazadu
antioksidativas sistémas komponentu lidzsvars [Foyer et al., 1994]. Tomeér
darba ar konkrétu genotipu un in vitro kulturu veidu $o fermentu aktivitates un
izoformu spektra izmainu tendences varétu izmantot ka parametru kultiras
attistibas kontrolei un prognozésanai. Pieméram, peroksidazes kvalitativo
analizi iesaka izmantot, lai kultiras agrinas attistibas stadijas noteiktu audu
embriogenézes potences [Baaziz, 1994], bet aktivitates analizi - optimalas
saknosanas barotnes un tas pielietodanas visefektigaka momenta noteik$anai
[Gaspar, 1990]. Lidz Sim literatira nav atrodami dati par peroksidazém un

katalazem rododendru kallusos.

Fenola savienojumi. Literatura ir dati par fenola savienojumu kvalitativas un
kvantitativas analizes izmanto$anu in vitro kultaru attistibas raksturoSanai. Ir
konstatéts, ka dazadu vides faktoru izraisita stresa ietekmeé:

1) fenola savienojumi oksidéjas lidz hinoniem [Rhodes et al., 1978; Chen et al.,
1990];

2) notiek monomeéro fenola savienojumu sintéze, ka rezuitata savienojumi var
uzkraties [Rhodes et al., 1978];

3) notiek poliméro fenola savienojumu - lignina sintéze [Rhodes et al., 1978).
Bez tam oksidativa stresa laika fenola savienojumi auga var darboties ka
antioksidanti [Larson, 1995].

Uzskata, ka in vitro kultura, salidzinajuma ar intaktu augu, var izmainities
metabolitu kvalitativais un kvantitativais sastavs. To izskaidro ar intakta auga
veselumu nodrosino$o metabolisko procesu savstarpéjas mijiedarbibas trikumu
un iespéjamo alternativo metabolisko celu izmanto$anu [Ypmanuesa, 1988]. ir
noverots, ka augu audu kulturas médz bat tie pasi fenola savienojumi, kas
intaktd auga [Harborne, 1980). Tomér to kvalitativais un kvantitativais sastavs
var ari atSkirties, pieméram, Camellia sinensis L. kallusa sintez€jas mazak

augam raksturigo fenola savienojumu, neka izejas materiala audos matesauga
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[BarockuHa u gp., 1988]. KultiveSanas laikd fenola savienojumu sastavs var
mainities [MywkapeHko n ap., 1989; Salaj et al., 1992]. Literatiras dati liecina,
ka kultira fenola savienojumu sastavu var ietekmét:
1) kultuvéSanas apstakli, ipasi fitohormoni un apgaismojums [3arockuHa v gp. ,
1986; Neera et al., 1992; Zaprometov et al., 1993; Maldhavi et al., 1995], ka ari
barotnes mineralais sastavs [Ishimaru et al., 1993] un barotnes gélveidotaji
[Elhadrami et al., 1993];
2) Sunas organoidu diferencétibas pakape, peméram, Picea abies kallusa, kura
ir hloroplasti, ir vairak tannini, neka kallusa kura nav hloroplastu [Salaj et al.,
1992];
3) audu diferencétibas pakape [3arockuHa un gp., 1994], uzskata, ka fenola
savienojumi varétu but ari par rizogenézes markieriem [Berthon et al., 1990].
Nemot véra, ka rododendri ir ipaSi bagati ar fenola savienojumiem
[Kypwakoea u gp., 1961; benoea, 1968], bet citu augu in vitro kultaru attistibas
pétijumos konstatéta So savienojumu kvalitativa un kvantitativa sastava mainiba
atkariba no kultivéSanas apstakliem un morfogenétiskajam norisém, varétu
pienemt, ka fenola savienojumi bitu pieméroti dazadu genotipu rododendru

kallusa kulturas attistibas biokimiskie raditaji.
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1. 3. Peroksidazes biokimiskais un fiziologiskais raksturojums

Peroksidaze ( EC 1.11.1.7) ir ferments, kas katalizé reakcijas, kuras
udenraza atoms tiek parnests no substrata uz peroksida molekulu, un veidojas
regenerétspéjigi substratu radikali [AHppeeBa, 1988). Fermenta molekulas
izméri ir 40000 lidz 50000 daltoni [Gaspar et. al, 1982]. Peroksidaze sastav no
apofermenta un prostétiskas grupas. Apofermenta ietilpst olbaltumvielas
molekula, oglhidrati un kalcija atomi, bet prostétiskaja grupa - dzelzs (ill)
porfirins.

Peroksidazei, veicot savu galveno - peroksidazo funkciju, ir absoluta
prasiba péc H,0,, bet uzskata, ka tai raksturigs nespecifiskums attieciba pret
udenraza donoru [Butt, 1980; AxpgpeeBa, 1988]. Darbojoties ka oksidaze,
peroksidaze var katalizét elektronu parmeSanu no substrata molekulas uz
molekularo skabekli. Bet, kataliz&jot atmosféras skabekla ieslégSanos substrata
molekuld, peroksidaze darbojas ka oksigenaze. Peroksidaze var katalizét ari
dekarboksilaciju, pieméram, fenola savienojumu [Berlin et al, 1975] un
polimerizaciju , piemeéram, sintez€joties ligninam [Harborne, 1980].

Peroksidazes molekulara heterogenitate nosaka tas skabas, baziskas un
neitralas izoformas [Argpeesa, 1988).

Peroksidazes ir atrastas Sunapvalka, starpSunu telpa, protoplasta, Goldzi
kompleksa, vakuola, endoplazmatiskaja [Butt, 1980; Gaspar et. al, 1982].
Hloroplastos lokalizéta askorbatperoksidaze [Miyake et al., 1992]. Ir izteikta
doma, ka peroksidazes sintezéjas ka endoplazmatiskaja tikla, ta ribosomas vai
diktiosomu cisternas [Gaspar et. al, 1982]. legitie rezultati ir neviennozimigi
tadel, ka auga peroksidazu lokalizacija, kvalitativie un kvantitativie raditaji ir
atkarigi no sugas, auga afttistibas pakapes, aug$anas apstakliem, sezonas
[Lobarzewski, 1981; Gaspar et. al, 1982; AHapeesa, 1988; Booij et. al, 1993;
Sancherzomero et. al, 1993; Siegel, 1993; Polle et. al, 1994], pat no analizes
metodes [Gaspar, 1982].

Peroksidaze ir viens no fermentiem, kas katalizé reakcijas, kuras

nodroSina augu augSanu un attistibu, mainoties apkarejai videi. Ir konstatéts,
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ka peroksidazes tieSi vai netiesi ir iesaistitas dazadu fiziologisko procesu norisé,
pieméram, noveco$ana [Bartoli et. al, 1995], aukstumizturiba [Prasad et. al,
1995], auglu attistiba [Alba et. al, 1995] un nobriesana [Mattoo et. al, 1969],
digSana [Cakmak et. al, 1993; Gidrol et. al, 1994], saknu veidoSana [Gonzalez
et. al, 1993; Hausman, 1993; Garciagomez, 1995]. Peroksidazes piedalas auga
pretstresa reakcijas. To aktivitati var inducét gan abiotiskie, gan biotiskie stresa
faktori, pieméram, infekcija [Summermatter et. al, 1995}, ievainojums [Kawaoka
et al, 1994], gaisa piesarnojums [Rainieri et al, 1994], udens trukums [Zhang et.
al 1994].

Tiek uzskatits, ka peroksidazes varétu katalizét ari tadas fiziologiski
svarigas norises ka auksinu metabolisms un lignina biosintézi. Ir vairakas
hipotézes par fermentu, kam ir auksinoksidazes aktivitate. Divas no tam skar
peroksidazes [Gaspar et al., 1982]. Viena parstav uzskatu, ka peroksidazei ir
divi aktivie centri, no kuriem vienam ir IES oksidazes aktivitate. Otra -
atseviskiem peroksidazes izofermentiem ir ari IES oksidazes aktivitatelr
hipotéze, ka tieSi baziskas izoperoksidazes katalizé auksina oksidésanos
[Gaspar et. al, 1982, 1991]. Attieciba par auksinu biosintézi - peroksidazes
varétu katalizét acetaldoksima sintézi no triptofana [Gaspar et. al, 1991].
Peroksidazes piedalas lignina biosintézeé [Polle et al., 1994], katalizejot
kanélspirtu polimerizéSanas reakcijas, ka rezultata veidojas lignins [Gaspar et
al., 1982].

Ir zinams, ka auga aug$ana un attistiba ir genétiskas informacijas
realizé8ana atkariba no apkartéjas vides ietekmes. T. Gaspars [Gaspar et al.,
1991] uzskata, ka, mainoties apkartéjas vides apstakliem, izmainas peroksidazu
kvantitativaja un kvalitativaja sastava varétu ietekmét auga vai atseviska organa
adaptaciju, augSanu vai attistibu reguléjoSos mehanismus. Vins ir izveidojis
stresa inducétas aug$anas un attistibas skabo un bazisko peroksidazu
divpakapju darbibas modeli [Gaspar, 1985.,,1991]. Stresa faktoru ietekmé
veidojas aktiva skabekla formas, kas veicina lipidu peroksidu veidosanos.
Rezultata degradéjas $inu membranas, samazinas fenola savienojumu un citu

savienojumu daudzums, kas maskéjusi bazisko peroksidazu darbibu. Sekunzu
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laika notiek bazisko peroksidazu aktivéSanas, kas ir pirma atbildes pakape.
Baziskas peroksidazes, Skelot peroksidus, detoksificé auga iek$éjo vidi, oksidé
auksinus un katalizé etilena biosintézi. Savukart etiléns regulé skabo
peroksidazu aktivéSanos, kas ir atbildes otra pakape. Skabas peroksidazes
katalizé lignina, kas ir viens no S$unapvalka komponentiem, biosintézi [Gaspar et
al., 1982; Berthon et al., 1989; Gaspar et al, 1994]. Tas liek domat, ka
peroksidazém ir kada loma stresa inducétajos diferenciacijas procesos.

Salidzinosi daudzos pétijumos peroksidazu kvalitativie un kvantitativie
raditaji ir izmantoti, lai interpretétu fiziologiskas norises in vitro kultru attistibas
laika [Fett-Neto et al., 1992; Gaspar et al., 1992; Kevers et al., 1992; Berthon et
al.,, 1993] un biokimiski raksturotu dazadu stresa faktoru ietekmi uz
fiziologiskajiem procesiem [McCown et al., 1970; Kevers et al, 1991,
Wakamatsu et al., 1993; Hausman et al, 1995] un morfogenétiskas norises
[Wochok et al., 1974; Lal et al., 1988; McDougall et al., 1992; Booj et al., 1993;
Alves et al., 1994; Baaziz et al., 1994].

Peroksidazes rododendros. Ir maz datu par peroksidazém rododendros. Tie
galvenokart ir saistiti ar rododendru apsakno$anas problému pétisanu in vitro
[Aghmair et. al, 1991; Gaspar, 1990; Gaspar et. al, 1994]. R. de Loose (1979)
savos darbos ir nedaudz pieskaries peroksidazu kvalitativajai analizei un atzinis

to par nederigu rododendru hemosistematikai.
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1. 4. Katalazes biokimiskais un fiziologiskais raksturojums

Katalaze (EC 1.11.1.6) ir hemoproteins, kura galvena funkcija ir katalizet
H,O, SkelSanu [Schonbaum et al., 1976]. Ferments sastav no ¢etram
subvienibam, kuru izméri ir apméram 60 000 daltoni. Katru subvienibu veido
peptidu kédes, kas ir savienotas ar ferriprotoporfirina grupu [Schonbaum et
al.,1976; CapcHbaeB u gp., 1982; Metenuua, 1984]. Katalazei piemit molekulara
heterogenitate [CapcaHbaeB u gp., 1982; llesutec, 1986].

Katalazes biokimiska funkcija ir Skelt H,O,, kas veidojas fotoelpodana
peroksisomas, taukskabém parversoties par oglhidratiem glioksisomas,
superoksiddismutazei katalizéjot aktiva skabekla formu parveido$anos un citos
procesos [Bowler et al., 1992].

H,O, Skeldana ar katalazes palidzibu ir pati atraka biokimiska reakcija
[MeTenunua, 1984], tas atrums ir 10° - 10* reizes lielaks neka reakcijam, kuras
katalize citi fermentiem. To izskaidro ar katalazes lielo koncentraciju organoidos.
Pieméram, peroksisomas ta ir 10 - 25% no visam olbaltumvielam [Toblert,
1980].

Ir konstatéta ari katalazes peroksidaza aktivitate [Butt, 1980; Bruce et.
al., 1989]. Tada gadijuma katalaze piedalas substrata oksidésana, izmantojot
H,O, vai citus peroksidus. Substrati var bt metanols, etanols, formaldehids,
fenola savienojumi un citi savienojumi [Butt, 1980].

Katalaze ir konstatéta visos audos. Stnas ta ir lokalizéta galvenokart
glioksisomas un peroksisomas [Butt,1980; Bruce et. al.,1989]. Fermentativa
aktivitate un izoformu spekirs ir atkarigs no genotipa, auga attistibas pakapes
un apkartéjas vides faktoriem [ CapcaHn6aes v gp., 1982].

Uzskata, ka sintezejoties katalazei, citoplazma vispirms veidojas
olbaltumvielu monomeéri, bet peroksisomas un glioksisomas héma porfirina cikls
hidrofobi piesaistas olbaltumvielam un veidojas tetramérs [Schonbaum et al.,
1976, Metenuua, 1984; Bruce et. al., 1989]. Oligomérs ir saméra stabils pH
robezas no 3 lidz10. Degradéjoties, pieméram, deterdentu klatbutné, katalazes

aktivitate ziid, bet subvienibas saglaba peroksidazo aktivitati [MeTtenuua, 1984].
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Salidzinot literatliras datus, redzams, ka katalazes fiziologiskas funkcijas
petitas mazadk nekd peroksidazes. Tomér ir zindmas konkrétas izmainas
katalazes aktivitaté un izoformu spektra, kas rodas augSanas un attistibas gaita,
ka ari atkariba no apkartejas vides ietekmes. Jaatzime, ka vairuma gadijumu
pétijumu rezultats ir tikai fakta konstaté$ana, bez dzilakas metabolisko procesu
izpétes. Pieméram, ir noskaidrots, ka augliem nogatavojoties, tajos var pieaugt
katalazes aktivitate [Gaspar et. al., 1982; Sahu et al., 1987]. Audiem novecojot,
ta samazinas [Gaspar et. al., 1982], bet ir péfijjumi, kuros konstatéts, ka
noveco$anas sakumstadijas katalazes aktivitate var ari pieaugt, pieméram,
Chrysanthemum morifolium Ram ziedlapas [Bartoli et. al., 1995]. Pirms miera
perioda iestaSanas (enerativajos pumpuros iespéjama augsta katalazes
aktivitate, miera perioda laika aktivitate samazinas, bet pirms $i perioda beigam
ta sak lenam pieaugt [Kaminski et. al, 1976]. Novérots, ka katalazes aktivitati
audos ietekmé dazadi arejas vides faktori. Stresa faktori var izraisit katalazes
aktivitates pieaugumu [Siminis et al, 1994]. Novérota tendence, ka katalazes
aktivitate ir salidzinoSi lielaka tadu taksonu augu audos, kas izturigaki pret
dazadiem stresa faktoriem [Patra et al., 1994; Rainieri et al., 1994; Jagtap et al.,
1995). Nedaudzie pétijumi liecina, ka salidzinosi augstaka katalazes aktivitate in
vitro kultGra varétu but par vienu no raditajiem atsevisku genotipu vai audu
lielakai izturibai un lidz ar to ari piemeérotibai in vitro kultivéSanai [Cutler et al.,
1989; Benson et al., 1992], jo tas liecina par audu spéju parveidot udenraza
peroksidu. Tomeér ir dati, ka stresa faktori, pieméram, paaugstinata smago
metalu koncentracija, izraisa katalazes aktivitates pieaugumu audos, kas pec
paris stundam sak samazinaties [Wecx et al., 1993]. An citos eksperimentos ir
noverots, ka stresa stavoklim ieilgstot, katalazes aktivitate sak samazinaties
[Zhang et al., 1994]. Pazeminata temperatira aukstumneizturigos augos izraisa
katalazes aktivitates samazinasanos, tadée| var uzkraties H,O, . Tas ari izskaidro
tropu un subtropu augu neizturibu zemas temperatiras [Omran, 1980]. Ka
uzskata H. Sarujama [Sarujama et al., 1995], Oryza sativa L. 8kimu izturiba pret
pazeminatam temperatiram ir saistita tiesi ar katalazes aktivitates stabilitati

audos. Atseviskos gadijumos stresa apstaklos (paaugstinata NaCl
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koncentracija) novérota katalazes aktivitates stabilitate [Olmos et al., 1994].
Tomeér ir konstatéeta ari pilnigi pretéja tendence - katalazes aktivitates
samazinasanas stresa apstaklos un zema katalazes aktivitate stresizturigos
augos. Pieméram, Oryza sativa L. saknés ir zemaka katalazes aktivitate tiem
ipatniem, kas ir izturigaki pret paaugstinatam divvertiga dzelzs koncentracijam
[Bode et al., 1995]. Infekcijas gadijuma Phaseolus vulgaris lapas katalazes
aktivitatei ir tendence samazinaties [Adam et al., 1995]. Picea abies skujas ir
novérota katalazes aktivitates fotoinaktivacija [Schittenhelm et al., 1994].
Apkopojot literatiras datus, jasecina, ka katalazes aktivitate ir atkariga no
biologisko un apkartéjas vides faktoru kopuma katra atseviSka eksperimentalaja

sistéma, kas ari izskaidro ieguto rezultatu dazadibu.

Katalazes aktivitate rododendros. Rododendros katalazes aktivitate ir pétita
intakta auga dazadu dzinumu dazada vecuma lapas atkariba no aug3anas
apstakliem jau 1947. gada [Kesenol u pgp., 1947]. Latvijas Universitaté ir
sistematiski pétita katalazes aktivitate intaktu rododendru lapas no
seSdesmitajiem gadiem. Ir novérots, ka fermenta aktivitate muzzalo rododendru
lapas korelé ar hlorofila daudzumu [FepTHepe, 1974]. Retardants CCC stimulé
katalazes aktivitati lapas [KoHwpgpatoBty, 1981]. Ir noskaidrota katalazes
aktivitates gada dinamika rododendru lapas - maksimums ir novérojams
vegetacijas perioda beigas, ka ari pirms ziedé$anas un séklu veido$anas

[KoHppatosTy 1 ap., 1972,].
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1. 5. Fenola savienojumu biokimiskais un fiziologiskais raksturojums

Fenola savienojumu raksturiga pazime ir aromatiskais gredzens, kam
pievienota viena vai vairakas hidroksilgrupas [Harborne, 1980; 3 anpomeTos,
1988].

OH

QO

Fenola savienojumus pamata var iedalit tris grupas, no kuram ir
atvasinati visi paréjie savienojumi [3 anpomeTos, 1988]:

1) Cg -C, oksibenzoskabes un to atvasinajumi;
2) Cg -C; fenilpropanoidi;
3) Cg - C; - Cgflavonoidi.

Fenola savienojumi viegli oksidéjas [Harborne, 1980]. Fiziologiski
nozimiga ir 1) fermentativa oksidéSanas, ko katalizé galvenokart
polifenoloksidazes un peroksidazes [3 anpomeTtoB, 1974; bnaxewn v gp., 1977
Butt, 1979]; 2) reakcijas ar hidroksiradikaliem vai aktivéto skabekli, kuras fenola
savienojumi darbojas k& antioksidanti, novérSot aktiva skabekla formu toksisko
iedarbibu [Larson, 1995].

Augos fenola savienojumi parasti sastopami saistita forma ar
oglhidratiem, sulfata joniem, organiskajam bazém (aminiem, aminoskabém)
[Harborne, 1979, 1980; 3 anpomeTos, 1988]. Uzskata, ka augs, veidojot saistitos
fenola savienojumus, palielina to $kidibu, neitralizé toksiskos savienojumus, bez
tam, $ada veida fenola savienojumi ir rezerves baribas vielu sastavdala [Barz et
al., 1979].

Augiem fenola savienojumi ir konstatéti visas Sunas un audos [Harborne,
1980]. Sona tie galvenokart ir vakuola, hloroplastos un Sunapvalka
[3 anpomeToB, 1974;Kedenu, 1974; McClure, 1979; Harborne, 1980]. Atseviski
fenola savienojumi ir sastopami visos augos, pieméram, kanélskabes
atvasinajumi, bet ir ari savienojumi, kas raksturigi konkrétam taksonam vai

organam [Bnaxewn n gp., 1977]. Noveérots, ka augi var izdalit Sos savienojumus
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augsné [Gallet et al., 1995], tapat ka in vitro audi tos izdala barotné, ipasSi
fenola savienojumu oksidacijas produktus - hinonus [Chen et al., 1990].

Uzskata, ka fenola savienojumi sintezéjas hloroplastos [Kedenu, 1974;
McClure, 1979; Mysadapos n gp., 1985], endoplazmatiskaja tikla, proplastidas,
peroksisomas, glioksisomas un mitohondrijos [McClure, 1979]. Ir vairaki fenola
savienojumu biosintézes celi, bet divi galvenie ir Sikimata un acetat - malonata
celd [3 anpomeTos, 1973]. Fenola savienojumu biosintézes centralais posms ir
fenilalanina amonija liazes katalizéta kanélskabes veidoSanas no fenilalanina
[Hegerman, 1987). Sis reakcijas norisi var ietekmét dazadi stresa faktori,
pieméram, fitohormoni, baribas vielas, infekcija, ievainojums, apgaismojums
[Harborne, 1980]. Petijumus par dazadu faktoru ietekmi uz biosintézi apgrutina
tas, ka fenola savienojumu biosintéze var but atkariga ari no dazadiem
biologiskiem faktoriem, pieméram, genotipa, audu veida [Harborne, 1980], to
attistibas pakapes [Ravn et al., 1994], ka ari no globaliem vides faktoriem,
pieméram, diennakts ritma [Mysadapos u ap., 1985). So pasu iemeslu dé| nav
visparinami fakti, kas ieguti par kada noteikta fenola savienojuma metabolismu
[Barz et al., 1979]. Bez tam, rezultati var atdkirties, pétot eksogéno un
endogéno fenola savienojumu darbibu gan in vivo, gan in vitro [Barz et al.,
1979].

Fenola savienojumi auga aug$anu un attistibu regulé netiesi, jo ietekmé
aug8anas regulatoru - ipasi auksinu - biosintézi, to darbibu un inaktivaciju. Ir
vairakas hipotézes par fenola savienojumu ietekmi uz auksinu biosintézi.
Uzskata, ka fenola savienojumu oksidacijas produkti, reagéjot ar triptofanu,
varetu veidot indoliletikskabi [Gordon et al., 1961; 3 anpomeTos, 1974], bet ir ari
autori, kas $adu iespéju noliedz, uzskatot, ka ir fenola savienojumi, kas inhibé
auksinu sintézi no triptofana [Kedenu, 1974]. Pieradits, ka fenola savienojumu
un auksinu biosinteézeé ir kopéjs metaboliskais priekStecis - Sikimskabe. Var
pienemt, ka tas ir viens no iespéjamiem augSanas periodiskuma
izskaidrojumiem [Kedenu, 1974]. Ir konstatéts, ka fenola savienojumi regulé
auksinu fermentativo oksidéSanos inhibéjot (difenoli) vai stimuléjot (vienkarsie

fenola savienojumi) IES-oksidazes darbibu [3 anpomeTos, 1974; Thimann, 1977;
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Harborne, 1980; N'ycekoB, 1991]. Atdkirigam sugam dazados audos un organos
vienam un tam pasam fenola savienojumam ir konstatéts pretéjs fiziologiskais
efekts [l'ycbkoB, 1991]. Ta piemeram, ka kanélskabes atvasinajumi,
mijiedarbojoties ar peroksidazi, var gan stimulét, gan inhibét peroksidazes
katalizéto IES oksidésanos [Volpert et al., 1995]). Savukart fenola savienojumi,
kas ir peroksidazes substrati, var blokét auksinu oksidéSanos [['ycbkoB, 1991].
Uzskata, ka fenola savienojumi piedalas ari auksina polara transporta
reguléSana [Jacobs et al., 1988]. Interpretéjot etiléna biosintézes pétijumu
rezultatus, L. Mapsons pielauj iespéju, ka in vitro fenola savienojumi var
ietekmét etileéna biosintézi no metionina [Mapson, 1970]. Ir atrasti gibereliniem
antagoniski tannini [Corcoran et al., 1972], gan an tiem sinergiski fenola
savienojumi [Kamisaka et al., 1977].

Uzskata, ka fenola savienojumu oksidétas formas piedalas elpo$anas
procesos ka Udenraza akceptori [3 anpomeTos, 1974, Bnaxen u gp., 1977;
3 anpometoB, 1992]. lespéjams, fenola savienojumi var parnest udenradi uz
akceptoru hloroplastos fotosintézes reakcijas [3 anpomeTtos, 1974]. Energétisko
limeni Suna fenola savienojumi var ietekmét, reguléjot ATF sintézi un
hidrolizeSanos [Mysadapos u gp., 1985]. Sanapvalka esosie fenola
savienojumi var piedalities gaismas energijas parneSana [3 anpomeTos, 1992].
Ar olbaltumvielam fenola savienojumi veido Udenraza saites, kas var ietekmeét

fermentu aktivitati [3 anpomeToB, 1974].

Fenola savienojumi rododendros. Literatira nav izdevies atrast datus par
fenola savienojumiem Rhododendron L. gints in vitro kultivétos augos. Turpreti
intaktos augos tie ir vieni no visplasak analizétajiem savienojumiem. Rododendri
iripasi bagati ar miecvielam [Kypwakosa u gp., 1961] un flavonoidiem [Benosga,
1968]. Jaatzimé, ka vairums darbu ir veltiti tikai fenola savienojumu kvalitativajai
analizei. Lai raksturotu sistematisko vienibu, flavonoidi ir noteikti Ericaceae
dzimta [Banptokosa u ap., 1973), bet dazadi fenola savienojumi Rhododendron
gintl [Benoea, 1968; Harborne, 1986]. Atsevisku sugu rakstoro$anai ir izmantoti

antociani - Rhododendron reticulatum [Kunishige et al., 1975}, dazadi fenola
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savienojumi - Rh. kotschyi [Cksapko u gp., 1974]. Uzmaniba tiek pievérsta ari
fenola savienojumiem atseviSkos organos, pieméram, Rh. farrarae Tate [Arthur,
1955), Rh. ponticum [Boitschinoff et al., 1963], Rh. aureum [3aneco4Has v ap.,
1965], Rh. erllipticum [Ho et al.,, 1995] lapas, Rhododendron sp. [Harborne,
1962; Loose, 1970], Obtusum subseérija [Loose, 1969, 1970], Rh. kiusianum,
Rh. kaempferi [Miyajima et al., 1995] ziedos. Azaleatins pirmo reizi ir izdalits no
Rh. mucronulatum ziediem [Wada, 1956]. No Rh. mucronulatum irbula ir
izoléts fenola savienojums, kas veicina putekSnu dig8anu ne tikai Rh.
mucronulatum, bet ari Camellia japonica, Styran japonica, ka ari vél citiem
augiem [Ozawa et al., 1993]. Flavonoidu biosintéze ir pétita Rh. simsii ziedu
vainaglapas [Decooman et al., 1993].

Ir atseviski meéginajumi fenola savienojumus izmantot rododendru
hemosistematika. Ziemelamerikas rododendru sugam ir konstatéta specifiska
flavonoidu kompozicija [King, 1977]. Ir ari apskatita iespéja flavonoidus izmantot
rododendru hemosistematika [Harborne, 1969; King et al., 1975; Spethmann,
1975; Harborne 1978; King, 1978; Spethmann, 1978], ka ari méginats raksturot
[Loose, 1979; Sumere et al., 1985] un identificét [Blumenberg,1989] noteiktus
rododendru genotipus ar flavonoidu palidzibu. Bez tam, fenola savienojumi ir
petiti ar saistiba ar ziedu krasas iedzim$anu [Heursel,1975].

Daudzi rododendros esosie fenola savienojumi ir farmakologiski aktivas
vielas, tadél jau no piecdesmitajiem gadiem ir veikti saméra daudz pétijumi, lai
tadus konstatétu [MepseneBa, 1952, Benosa, 1968; AnekcaHgposa, 1970;

KommcapeHko v op., 1980; Bactnbuerko u ap., 1986; Forlines et al., 1992;].

Ka jau iepriekd minéts, rododendru kallusa kultdra lidz §im nav aprakstita
iegusana un pétisana. Kallusa kultira, kuras attistibu bitu iespéjams vadit un
prognozét, pavertu jaunas iespéjas rododendru pavairodana, selekcija, ka an
dazadu fiziologisku un morfogenétisku procesu pétisana un izskaidro$ana.

Kallusa kultura varétu bat perspektivs izejmaterials rododendru

pavairo$anai, to liecina novérojumi par organogéna kallusa vai kallusvidigas
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masas veidosanos atsevisku rododendru pavairo§anas sakumstadija [Harbage
et al., 1987; Economou et al., 1988; 1989; lapishino et al., 1991, 19914]. Ir
publicéta virkne pétijumu par dazadu citu augu regeneraciju no kallusa
[Peterson et al., 1985; Santis et al., 1988; Binh et al., 1989; Bourque et al.,
1989)]. AtseviSskos gadijumos kalluss dod iespéju atri savairot tadu taksonu
augus, kuriem ir grati panakt tieSu dzinumu veido$anos no eksplanta.

Kallusa kultdru var izmantot selekcija ne tikai genotipu pavairoSanai, bet
ari transgéno augu iegusanai. Ta ir salidzino$i jauna un perspektiva metode, bet
pagaidam praksé vél nav plasi pielietojama. Tas ir saistits ar virkni vél risinamu
problému, pieméram, transgénajai metodei piemérotu biologiska izejmateriala
ieguSanu un regeneracijas sistémas izstradi. Rododendru selekcija §i metode
vél nav izméginata.

Lidz 8im transgéno augu pétijumos ka izejmaterials ir izmantotas
protoplastu, Sunu suspensiju un kallusa kultiras [Oliveira, et al., 1996; Siemens
et al, 1996]. Gan protoplastu, gan Sunu suspensijas kultiras daudzos
gadijumos nav iespéjams iegut, apejot kallusa kultdru. Vienas no visbiezak
izmantojamam reg@eneracijas sistémam ir tas, kuram starpstadija ir kallusa
kultdra, kaut ari tas trukums ir potenciala genétiska nestabilitate. Genétiski
stabila butu tieSas regeneracijas panaksana, bet $adu sistému pagaidam ir grati
izveidot [Oliveira et al., 1996].

Kallusu izmanto, lai pétitu augu izturibu pret dazadiem stresa faktoriem
[Dai et al., 1995,].

Rododendru kallusa kultiru varétu izmantot mikorizas pétisanai, jo arvien
plasak tam tiek izmantotas in vitro sistémas [Staatsma et al., 1986).

Attistoties audu, ar kallusa kultru pielietoSanai dazadas zinatnes un
prakses jomas, rodas nepieciedamiba péc to attistibas kontroles,
prognozésanas un genétiskas stabilitates testé$anas sistémas izveidosanas. Ka
jau iepriek$ minéts (nodala 1. 2.), ir virkne datu par to, ka tiek peétitas dazadas
biokimisko raditaju izmainas in vitro kultGru attistibas laika, taja skaita ari

antioksidativo fermentu un fenola savienojumu kvantitativais un kvalitativais
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sastavs Sunas un audos, jo janoskaidro biokimiskie raditaji, ko varétu kvalificét
ka kulturas attistibas kritérijus.
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2. MATERIALS UN METODES

Darbs tika veikts Latvijas Universitates Augu audu kultaru laboratorija,
Biologijas fakultdtes Augu fiziologijas laboratorija un Lundas Universitates
Ekologijas departamenta (Zviedrija).

Darba meérkis bija noskaidrot rododendru kallusogenézi un kallusa
kulturas attistibu  ietekméjoSos faktorus, ari attistibu raksturojoSos
morfofiziologiskos raditajus ar nollku izstradat kallusa kulturas iegu$anas
panémienus. Atbilstosi mérkim tika izvirziti $adi uzdevumi:

1. Noskaidrot dazadu organu kallusogenézes potenci, gada attistibas cikla un
kultiveSanas apstaklu ietekmi uz Rhododendron L. gints augu kallusa kuituras
iegusanu un proliferaciju.

2. Analizét peroksidazes kvalitativo un kvantitativo sastavu dazadu taksonu
rododendru kallusos atkariba no in vitro kultivéSanas apstakliem.

3. Noteikt katalazes aktivitati dazadu taksonu rododendru kallusos atkariba no
kultivéSanas apstakliem.

4. Analizet fenola savienojumu kvalitativo sastavu dazadu taksonu rododendru

kallusos, kas veidojusies atSkirigos kultiveé$anas apstaklos.
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2. 1. Kallusa kulturas iegusana

Kallusa kultiras iega$anai tika izmantoti Rhododendron L. §ints augi no

LU Botaniska darza atklatajiem laukiem un silrumnicam. Eksplantiem izvéléto

organu virsma tika apstradata ar diocida Skidumu, kas saturéja 0,66 g/l N-

cetilpiridinhloridu un 0,33 g/l etanoldzivsudraba hloridu. Stradajot iepriek$

dezinficéta laminaraja boksa, eksplanti vispirms tika izoléti un tad ievietoti 25 ml

mégenés ar barotni. Kultivé$anai tika izmantota Andersona [Anderson, 1984] un

Cimmermana [Zimmermann et al., 1980] barotnes (2. tabula).

2. tabula

Andersona (1984) un Cimmermana (1980) barotnu mineralsaju sastavs

Barotnes Andersona barotne Cimmermana barotne
komponenti mg/l mg/|
KNO, 480 202
NH,NO, 400 160
(NH,),SO, 198
CaCl, « 2H,0 440

Ca(N03)2 ® 4H20 708
MgSO, « 7H,O 370 369.6
KH,PO, 405
NaH,PO, * H,O 380

HsBO, 6.2 6.2
MnSO, « H,O 16.9 16.9
ZnSO, * 7H,0O 8.6 8.6
KJ 0.30 0.30
Na,MoO, « 2H,0O 0.25 0.25
CuS0Q, * 5H,0 0.025 0.025
CoCl, - 6H,0 0.025 0.025
FeSO, * 7H,0 55.7 55.7
Na,EDTA « 2H,0 74.5 74.5



Barotném vél tika pievienots inozits 100 mg/l, tiamins 0.4 mg/l, piridoksins 0.1
mg/l, nikotinskabe 0.5 mg/l, saharoze 20 g/l, Cimmermana barotnei ari adenins
80 mg/l, ka ari fitohormoni - auksini un / vai citokinini. Ja ipa8i nav noradits,
barotnes pH pirms autoklavé$anas bija 5.1 - 5.4. Tika izmantotas dazadu
barotnu sistémas: 1) cieta - agarizéta (6.5 g/l Bacto Agar "Typ USA”); 2) $kidra
ar filtrpapira ftiltinu vai celulozes masu ka barotnes neséju; 3) kombinéta -

8kidras barotnes slanis uz agarizétas (1. att.).

eksplants

1. att. Barotnu konsistence : 1. agarizéta; 2. Skidra ar filtrpapira tiltinu; 3. Skidra

ar celulozes masu; 4. kombinéta - 8kidras barotnes slanis uz agarizétas.

Tumsa kallusi tika kultivéti termostata 25 °C temperatiura, bet gaisma -
audzésSanas telpa ar gaismas intnsitati apméram 3000 Ix, 16 stundu fotoperiodu,
25 + 2 °C temperatura. Katra eksperimenta bija 10 lidz 20 atkartojumi. Kultiras
attistiba tika novérota vizuali, attistibas sakumstadijas izmantojot stereoskopisko
mikroskopu MBC-9.

2. 2. Organogenézes etapu noteikana

Lai noteiktu auga attistibas stavokla ietekmi uz kallusogenézi, tika
izmantota mazzalo rododendru H-75/1 (14.07.92. - 21.07.93.) un Rh.
caucasicum (18.06.93. - 30.11.93.) aug$anas koni un ziedi. Sim nolikam ikreiz,

uzsakot kallusa kultiras iegu$anu, puse no ziedkopas tika izmantota eksplantu
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izlo@Sanai, bet otra puse fikséta 70% etilspirta. No 1. lidz 4. organogenézes
etapam tika fikséti augSanas koni. Fiksétajam ziedkopam tika atdalitas
segzvinas, izpreparéti ziedi, tiem atdalitas vainaglapas un dalgji ari
putekdnlapas. Sadi sagatavots materidls tika ziméts ar stereoskopiska
mikroskpoa MBC-10 ziméS$anas aparata PA-4 palidzibu. Objektiva palielinajums
ziméjot bija 1x, bet okulara 8x, iznemot 11. 05. 1993 izolétajam ziedam
objektiva palielinajums bija 0.6 x . Organogenézes etapu noteik3anai tika
izmantota F. Kupermanes [KynepmaH, 1963] un R. Kondratovica

[KoHppaToBuy, 1981] metode.

2. 3. Oglhidratu kvantitativa analize

Oglhidratu satura dinamika tika noteikta muzzala rododendra hibrida H-
75/1 viengadigo dzinumu lapas (14.07.1993. - 21.07.1994.). Reizé ar kallusa
kultiras uzsaksanu viengadigo dzinumu lapas tika fiksétas varoSa udens vanna.
Lapas tika Zavetas istabas temperatura, saberztas bumbu dzirnavas un
uzglabatas eksikatora +4 °C temperatira lidz turpmakajai izmantoSanai.
Oglhidrati tika ekstragéti no 10 mg parauga 5 ml 80% metilspirta. Oglhidratu
acetilatvasinajumi tika ieguti péc Sundina un Eka izstradatas metodikas [Sundin
et al., manusktipts]. K& iekS&jais standarts tika lietota ir ramnoze. Analizei tika
izmants 1 pl oglhidratu acetilatvasinajumu acetonitrila 3kidums (parauga
koncentracija apméram 15 mg/ml). Oglhidrati tika atdaliti J&W kapilaraja
kolonna DB-5 (25 m x 0.2 mm |.D.), kas ievietota Perkina-Elmera 3900 modela
gazu hromatografa ar liesmas jonizacijas detektoru. Detektora signalus
apstradaja un pierakstija ar Helwett Packard 3390A modela integratoru.
Neséjgaze bija Gdenradis ar plismas atrumu 3 ml/min, bet pirms detektora - ari
slapeklis ar plusmas atrumu 20 ml/min. Inzektora temperatira bija 270 °C,

detektora 290 °C, kolonnas temperatiras programma 150 lidz 270 °C, 8 °C/min.
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Oglhidratu daudzums parauga tika aprékinats:

A X m i.s.
m,= .
Alis. Rf

m, - oglhidrata daudzums modificétaja parauga ( pg),

m ;.. - iek§€ja standarta masa parauga (n1g),

A , - oglhidrata pika laukums,

A | ¢ - iekSéja standarta pika laukums,

Rf - kavéSanas faktors, kas raksturo oglhidrata atraSanas vietu uz

hromatogrammas.

Oglhidratu daudzums audos tika aprékinats péc vienadojuma:
m,*V
M,=——
V| *n
M, - oglhidratu daudzums audos ( ng/mg),
m , - oglhidratu daudzums modificétaja parauga (ng),
v - metilspirta tilpums, kura ekstragéts paraugs (ml),
v, - acetonitrila tilpums (ml),

n - audu iesvars (mg)

2. 4. Peroksidazes aktivitates noteikdana
2. 4. 1. Peroksidazes aktivitates noteik8ana izmantojot gvajakolu ka substratu
Peroksidazes aktivitate tika noteikta spektrofotometriski péc Pitter (1970)
metodikas. Tika izmantots spektrofotometrs CO - 26 NIOMO. Peroksidaze tika
ekstragéta no 0.2 vai 0.3 g svaigu audu attiecigi 3 vai 4 ml fosfatbufera $kiduma
(0.1 M, pH 7.0), pievienojot 0.1 g PVPP. Analiz€jamais Skidums kiveté
sastavéja no: 2.1 ml fosfatbufera (~ 0.1 M, pH 7.0); 0.05 ml gvajakola (20.1
mM); 0,03 ml H,O, (12,3 mM) un 1 ml audu ekstrakta. él,dduma optiskais

blivums tika nolasits pie vilnu garuma 436 nm.
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Peroksidazes aktivitate tika aprékinata péc formulas [Pitter, 1970]:

318-01- 4. v
A=

1.-255 - At -n

A - peroksidazes aktivitate (umol gvajakols - g (audu svaiga masa)” - min™),

3,18 - kopéjais Skiduma tilpums kivete (ml),

0,1 - optiskais blivums pie kura tiek fikséts reakcijas laiks,

v - fosfatbufera tilpums, audu ekstrakta pagatavosanai (ml),

1 - audu ekstrakta tilpums kivete (ml),

25,5 - ipatnéjais absorbcijas koeficients gvajakola oksidacijas produktiem pie
436 nm, kad 8kiduma optiskais blivums ir 0.1,

At - reakcijas ilgums (min),

n - audu iesvars (Q).

2. 4. 2. Peroksidazes aktivitates noteikSana izmantojot benzidinu ka substratu

Peroksidazes aktivitate tika noteikta spektrofotometriski, izmantojot
modificétu Bojarkina metodi [BospkuH, 1951], kas pielagota pétamajam
objektam. lzmantoja spektrofotometru C® - 26 JIOMO. Peroksidaze tika
ekstragéta no 0.05 lidz 0.1 g svaigu audu ar 10 ml acetata bufera (pH 7,0),
pievienojot 0.1 g PVP. Analiz€jamais Skidums kiveté sastavéja no 1,5 ml
acetatbufera (pH 7,0); 0,5 ml benzidina (0.92 mg/ml); 0,5 mi 0.042% H,0O, un
0,5 ml audu ekstrakta. Optiskais blivums tika nolasits pie 590 nm. Peroksidazes
aktivitati aprékina péc formulas [bosipkun , 1951]:

AD-v -y
A= —
d-At-n

A - peroksidazes relativa aktivitate grama audu svaigaja masa sekundg,
AD - optiska blivuma starpiba,
v - audu ekstrakta kopéjais tilpums (ml),

y - at8kaidijuma pakape kivete,



d - slana bizums kiveté (cm),
At - reakcijas laiks (s),

n - audu iesvars (g).

Vidéjam aritmétiskajam rezultdtam no 3 biologiskajiem atkartojumiem tika
aprékinata standartk|ida. Peroksidazes aktivitati vispirms noteica eksplantos.

Kallusos nosakot aktivitati, eksplantu audi netika atdaliti no kallusa.

2. 5. Peroksidazes izoformu lokalizé$ana

Izofermenti tika atdaliti ar vertikdlo poliakrilamida géla elektroforézi,
izmantojot aparatu ABI >-1. Izoperoksidazes tika ekstragétas no 0.29 g audu
materiala ar 1 ml 8kiduma, kas satavéja no koncentréjodas sistémas bufera (pH
6.7) un glicerina maisijums 2.5:1. Skabo izoformu ekstragéSanai buferis tika
gatavots péc Dévisa metodes [Davis, 1964], bazisko - péc Reisfelda metodes
[Reisfeld, 1962]. lzvilkuma pagatavo3anas laikd audu materialam tika pievienots
0.1 g PVP. Skabo peroksidazu izdaliSanai elektroforézes gélus sagatavoja péc
Dévisa metodes [Davis, 1964], bet bazisko peroksidazu - péc Reisfelda
metodes [Reisfeld, 1962]. Elektroforézé netika izmantoti koncentréjosie géli. Uz
géla tika uznests 100 pl ekstrakta un indikatorskiduma maisijums (3:1).
Skabajam peroksidazém indikator§kidums bija bromfenilzilais 2.5 mg/ml, bet
baziskajam - baziskais fuksins 50 mg/ml. Géla garums bija 11.5 cm,
elektroforezes ilgums 3 lidz 4 stundas, spriegums 255 V, stravas stiprums 22
mA. I1zofermenti tika vizualizéti, elektroforogrammas turot Skiduma, kas saturéja
benzidinu (0,2 g benzidins; 0.5 ml etikskabe; 100 ml H,0), pakapeniski
pievienojot 30 % H,O,. Analiz€jamo vielu kustigums (Rf) tika noteikts péc
formulas [Hames, 1985]:

izoformu migracijas attalums

Rf=
krasvielas migracijas attalums
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2. 6. Katalazes aktivitates analize

Katalazes aktivitate tika noteikta, jodometriski titréjot peéc H. Po€inoka
metodes [Mou4unHok, 1956], kas balstas uz H,O, sadalidanu katalazes klatbutné.
H,0, atlikumam reagéjot ar KJ skaba vide, izdalas J,, ko cietes klatbatné attitré
ar Na, S, O;. Katalazes aktivitati aprékina péc formulas [MounHok, 1956):

a
25 - 293 -[0,01- (a-b) +1g 7 ]

A=
10- n- 5
A - katalazes aktivitate [ pmol H,O; - (g audu svaiga masa)™'- min™],
a - Na,S,0; daudzums kontroles titréSanai (ml),
b - Na,S,0; daudzums parauga titréSanai (ml),
n - svaigo audu iesvars (g),
25 -izvilkkuma tilpums (ml),
293 - koeficients H,O, daudzuma parrekinaSanai mikromolos,
10 - analizei nemtais izvilkuma tilpums (ml),

5 - reakcijas laiks (min).

Vidéjam aritmétiskajam rezultatam no 3 biologiskajiem atkartojumiem tika
aprékinata standartkluda. Katalazes aktivitati vispirms noteica eksplantos.

Kallusos nosakot aktivitati, eksplantu audi netika atdaliti no kallusa.

2. 7. Fenola savienojumu analize

Lai izdalitu fenola savienojumus, tika izmantota poliamida planslana
hromatografija [llana, 1986]. Apméram 1,5 g audu materiala tika vairakkart
ekstragéts 80% etilspirta, visbeidzot ietvaicéts. Sausam paraugam pieléja 2-3
ml 80% etilspirta. Vienvirziena hromatografija ka neséjsistéma tika izmantots
maisijums toluols 45 : etanols 36 : etikskabe 16, bet divvirziena hromatografija -
pirma ir jau minéta sistéma, bet otra - 30% etikskabe. Hromatogrammas izlases
veida tika krasotas ar FeCl,;, kas paradija hidroksilgrupu klatbatni, ar AICl;, kas

krasoja flavonoidus, un visas ar Fast Blue RR sali, kas krasoja lielako daju
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fenola savienojumu. Bez tam fenola savienojumi tika lokalizéti,
hromatogrammas aplukojot ultravioletaja (UV) gaisma. Savienojumu iepriek$éja
identifikacija tika veikta, nosakot to ultravioleto vilnu absorbcijas spektrus 96%
etilspita ar SPECORD UV VIS. Spektri tika atsifréti, izmantojot K. Hermana
datus [Hermann, 1978]. Savienojuma atraSanas vietu uz hromatogrammas
raksturoja ar kustigumu (Rf) [Harborne, 1984].
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3. REZULTATI UN TO ANALIZE

3. 1. Rododendru kallusa kultiras iegi8ana
3. 1. 1. Dazadu organu eksplantu kallusogenéze

Literatura ir atrodami dati par dazadu audu un organu eksplantu
morfogenétiska potenciala atskirilbam, bez tam katram taksonam tas ir genétiski
noteikts [KanmuuH v ap., 1980; Pierik, 1987]. Atseviskos in vitro pavairo$anas
gadijumos rododendriem ir novérota organogéna kallusa vai kallusveidigas
masas veidoSanas tieSi no dzinumu [Harbage et al.,, 1987; Economou et al.,
1988; lapichino et al., 1991, 1991,], ziedu [Meyer, 1982, 1983, 1983 ,; Dai
et al., 1987; Shevade et al., 1993] un lapas platnes [lapichino et al., 1992]
eksplantiem, bet trukst salidzino$a parskata par dazadu organu eksplantu
kallusogenézes potencém. Tas izskaidrojams ar to, ka neviena no publicétajiem
eksperimentiem nav bijis meérkis kallusa iegudana un subkultivéSana, bet gan
rododendru pavairoSana. Tikpat ka nav datu ari par proliferéjoSas organogénas
vai neorganogénas subkultivéjamas rododendru kallusa kulturas iegisanu.
Tadel, uzsakot darbu pie rododendru kallusa kultiras iegiSanas, pirmais
uzdevums bija noskaidrot, no kura organa eksplantiem ir iespéjams iegut sterilu
in vitro kultaru un panakt intensivu kallusogenézi.

Eksperimentos iegutie rezultati liecina, ka lapas platnes, galvenas
dzislas, lapas katina un saknu eksplanti neveido kallusu (3. tabula). To veidoja
stumbra eksplanti (3. tabula). Tas bija novérojams ari gadijumos, kad eksplanta
bez stumbra audiem bija vél ari augSanas kons (l-IV organogenézes etaps),
vegetativais vai lapas paduses pumpurs (3. tabula). Tomér jaatzimé, ka no
eksplantiem, kuros bija stumbra audi, griti iegat sterilu kultaru: - inficeta 30 lidz
70% in vitro kultlra (3. tabula). Ar literatara ir atziméta rododendru dzinumu
eksplantu liela inficétiba [Gertnere u. c., 1990; [epTHepe, 1990]. Lai to
samazinatu, pirms eksplantu izolésanas matesaugu iesaka kultivét siltumnica
[Cohen, 1986], tomér ir dati ari par siltumnicas acaliju dzinumu eksplantu

salidzinosi lielo inficétibu [Economou et al., 1981; MeptHepe, 1990]. Apkopojot
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3. tabula
Rhododendron L. dazadu organu eksplantu kallusogenéze tumsa uz Andersona
barotnes ar IPA 2 vai 5 mg/l un NES 8 vai 1 mg/l

Organs, no kura ieguts Kallusogenézes novértéjums Inficétiba
eksplants (%)
Sakne kalluss neveidojas 70 - 80
Dzinuma stumbra dala laba 60 - 70
Lapas katins un kalluss neveidojas 50 -60

galvena dzisla

Lapas platne kalluss neveidojas 50 - 60
Lapas paduses pumpurs reti, galvenokért no 60 -70
kopa ar stumbra dalu stumbra dalas

Augs$anas kons ar subapi- laba, gan no galotnes, gan 30
kalajiem stumbra audiem subapikalajiem audiem

(I lidz IV organogenézes etapa)

Vegetativais galotnes pumpurs laba, galvenokart no stumbra 60 -70
ar stumbra daju

Zieds laba ~5

eksperimentu rezultatus un literatlras datus, jasecina, ka galvenais rododendru
dzinumu eksplantu trikums ir sterilas in vitro kulturas ieguSanas grutibas.

Visintensivak kallusu veidoja ziedu eksplanti, kultGras inficétiba bija
apméram 5%, tatad salidzinoSi neliela (3. tabula). Tas ir saistits ar zieda
attistibas ipatnibam, jo vispirms veidojas segzvinas, bet zieda organi attistas
zem tam, tatad rododendriem Zziedi ir vispiemérotakais organs eksplantu
iegisanai.

Kultivéjot ziedu bez vainaglapam (tumsa), kallusogenézi varéja noveérot

no visam zieda dalam, iznemot no driksnas un irbula, kas nekrotizéjas. Tade|
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radas doma izolét atseviskus zieda organus un parbaudit to kallusogenézes
potences dazados kultivéSanas apstak|os.

Rezultati, kas ieguti eksplantus kultivéjot gaisma, liecinaja, ka zieds, ar
atdalitam vainaglapam nekrotizé, bet atseviSku zieda organu eksplanti - driksna
ar irbuli, putekSnlapa, séklotne kopa ar ziedgultni un ziedkatu - labi veidoja
kallusu (4. tabula). Kultivéjot Andersona barotnes ar IPA un IES (gaisma),
kalluss atseviSkos gadijumos bija organogéns (4. tabula).

Lieratdra ir dati par organogenézi no dazu rododendru zieda dalu
eksplantiem  [Pennel, 1990; Meyer, 1981 (;, 1981, 1983, 1983)].
Eksperimentu rezultati liecinaja, ka visintensivak organogéna kallusa
veidosanas gaisma notika no eksplantiem, kuros séklotne ir kopa ar ziedgultni,

vainaglapu paliekam un ziedkatu (2. att.).

2. att. Organogéns kalluss
(ilegits no H-75/1 zieda eksplanta, kas 2.5 ménesus kultivets gaisma uz

Cimmermana barotnes ar IPA 15 mg/lun IES 4 mg/l); +—— -1cm

Literatura nav datu par neorganogéna kallusa veido$anos no rododendru ziedu

eksplantiem. Darba iegutie rezultati liecina, ka neorganogéns kalluss no dazadu
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4. tabula

Dazadu zieda dau eksplantu kallusogenéze uz Andersona barotnes ar IPA 2-5 mg/l + NES 1-8 mg/l tumsa un ar IPA 6-

15 mg/l + IES 1.5 - 4 mg/l gaisma (16 h foteperiods)

Eksplants

Kallusogenéze gaisma

Kallusogenéze tumsa

Driksna, irbulis, séklotne, ziedgultne,
puteknlapas, vainaglapu paliekas un

ziedkats

Driksna un irbulis
PutekSnmacin$ un puteksnlapas
katins

Séklotne, ziedgultne, vainaglapu
paliekas un ziedkats

Séklotne, ziedgultne un ziedkats
Séeklotne un ziedgultne
Ziedgultne un ziedkats

Séklotne

Ziedgultne

Ziedkats

nekroze, kalluss neveidojas

laba, var veidoties organogéns kalluss

laba
laba, var veidoties organogéns kalluss

laba, var veidoties organogéns kalluss
laba, var veidoties organogéns kalluss
nav parbaudits
nav parbaudits
nav parbaudits

laba, var veidoties organogéns kalluss

laba no visam dalam, iznemot no
driksnas un irbula, kuri nekrotizé

nekroze, kalluss neveidojas

vidéja, biezak no katina, retak
no putekSnmacina

laba no visam dajam

laba no visam dajam
laba no abam dalam
laba no abam dalam
laba

vidéja

samera vaja



zieda daju eksplantiem veidojas tumsa, nekrotizéja vienigi driksna un irbulis (4.
tabula). Vislabak kallusu veidoja rododendru zieda eksplanti, kuros séklotne bija
kopa ar ziedgultni, vainaglapu paliekam un ziedkatu (4. tabula). Kallusa
veidoSanas dazkart bija novérojama ari no vainaglapu paliekam. Tadéel
turpmakaja darba eksplantus, kas sastavéja no séklotnes kopa ar
ziedgultni, ziedkatu un vainaglapu paliekam izmantoja k& mode|objektus,
talak teksta tie tiks dévéti par ziedu eksplantiem (3. att.).

3. att. Ziedu eksplanti, kas sastav no séklotnes, ziedgultnes, ziedkata un
vainaglapu paliekam
(pa kreisi - Rh. luteum, pa labi - Rh. catawbiense); —— -1cm

Kallusa veidoSanas tumsa bija novérojama ari no atseviski izolétas
séklotnes, ziedgultnes un ziedkata (4. tabula). Tie var tikt izmantoti par
eksplantiem, gadijuma, ja ir ierobezots izejas materiala daudzums. DazZi
zinatnieki ir konstatéjusi kallusa veidoSanos mikropavairo§anas sakumstadija no
atseviSkam zieda dalam, Dai [Dai et al., 1987] no séklotnes un ziedkata, bet
Mejers [Meyer, 1982] - no ziedgultnes un ziedkata. Musu eksperimentos varéja

novérot, ka eksplants, kas sastavéja no vairakam zieda dalam, vairuma
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gadijumu kalluss veidoja no tas dalas, kas bija tieSa saskaré ar barotni (5.
tabula).

5. tabula
Kallusogenéze atkariba no zieda eksplanta (séklotne kopa ar ziedgultni,
ziedkatu un vainaglapu paliekam) novietojuma uz barotnes (Andersona barotne
ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l; tumsa)

Eksplanta novietojums uz barotnes Atkartojumu skaits Kallusu veidojosa dala

Eksplants ar ziedkatu uz barotnes 10 7 atkartojumos kallusu
veido ziedkats

Eksplants ar séklotni uz barotnes 10 7 atkartojumos kallusu
veido séklotne

Tika konstatéts, ka zieda eksplanti varéja veidot kallusu gan no vienas,
gan an no vairakam dalam reizé. Ka redzams 4. attéla pa kreisi - kallusu veido
séklotne, ziedgultne un ziedkats reizé, bet att€éla pa labi - séklotne ir pilniba
nekrotizéjusies, kalluss veidojas tikai no ziedgultnes, 5. attéla - organogéns
kalluss veidojas no ziedkata.

Tika konstatéts, ka kallusogenézi no zieda dalam neietekmé zieda

novietojums ziedkopa.

Secinajumi no eksperimentos iegdtajiem rezultatiem:
* Rododendru kallusa iegdsanai vispiemérotakie ir eksplanti no ziediem.
Atskiriba no vegetativo organu eksplantiem, tos ir iespéjams iegut sterilus un
panakt intensivu kallusogenézi.
* Ja salidzina daZadu zieda organu kallusogenézes potences, tad gan
organogéna, gan neorganogéna kallusa iegusanai vispiemérotakie ir eksplanti,

kas sastav no séklotnes kopa ar ziedgultni, ziedkatu un vainaglapu paliekam.
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4. att. Rh. catawbiense kallusi no zieda eksplanta dazadam dalam; pa kreisi -
kallus veidojies no séklotnes, ziedgultnes un ziedkata, pa /abi - kalluss veidojies
no ziedgultnes, s€klotne ir nekrotizéjusi

(kultivéts uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l, 1.5 méneSus
tumsa); —— -1cm

5. att. Rh. catawbiense kalluss, kas veidojies no ziedkata

(kultivéts uz Andersona barotnes ar IPA 15 mg/l un IES 4 mg/l, 2 ménesus
gaisma)
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3. 1. 2. Mineralsalu, fitohormonu, pH, barotnes konsistences un fotoperioda
ietekme uz kallusa veidoSanos un attistibu

Ir zinams, ka rododendriem gan in vivo, gan in vitro raksturiga zema
izturiba pret paaaugstinatu mineralsalu koncentraciju [Anderson, 1978]. Tadél
Andersons (1984) izveidoja barotni, kura, salidzinajuma ar Murasiges-Skuga
barotni [Murashige et al.,, 1962] (45.14 mM), ir pazeminata makroelementu
koncentracija (16.99 mM). Saja darba tika pétits, vai mineralsalu sastavs
Andersona barotné (1984), kas tiek uzskatits par optimalu rododendru
mikropavairo$anai, ir piemérots ar kallusogenézes inducésanai. Rezultati tika
salldzinati ar tiem, kas ieguti kultivédanai izmantojot Cimmermana barotni
[Zimmermann et al., 1980], kura kopé&ja mineralsalu koncentracija ir vel zemaka
(13mM) un citas NH," : NO; attiecibas. Andersona barotné NH,* : NO5 ir 9.1 :
1, bet Cimmermana - 6.7 : 1.

Eksperimenta tika novérots, ka Andersona barotne stimuléja ziedu
eksplantu kallusogenézi tumsa un gaisma (6. A, B att.), gan ari organogéna
kallusa veidosanos gaisma (6. B att.). Kallusogenéze un kallusa proliferacija uz
Cimmermana barotnes bija nedaudz vajaka neka uz Andersona barotnes, ipasi
tumsa (6. A; B att.). Literatira ir norades uz kallusa veido3anos atseviSku
rododendru mikropavairo$anas sakumstadijas, kad tiek izmantota Andersona
barotne (1984) [lapichino, 1991, 1991y, 1992). Rezultati paradia, ka
rododendru kallusa kultdras iegusanai piemérotaka ir Andersona barotne
(1984).

NakoSais uzdevums bija noskaidrot citokininu un auksinu koncentraciju
(ari to kombinaciju), apgaismojuma ietekmi uz kallusogenézi un kallusa talako
attistibu.

Peétito rododendru ziedu eksplanti neveidoja kallusu un nebija organogeéni

uz barotnes, kas saturéja tikai auksinus, vai tikai citokininus (6. tabula).
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6. att. KultivéSanas apstak|u ietekme uz kallusa veidoSanos; —— -1 .cm
H-75/1 ziedu eksplantu kalluss péc 2.5 ménesu ilgas kultivéSanas:

A tumsa; B gaisma

pa kreisi - kulrivé$ana notikusi uz Andersona barotnes ar

IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l;
IPA 3 mg/l un NES 4 mg/|;
IPA'5 mg/lun NES 1 mg/l;

pa labi - kultivé$ana notikusi uz Cimmermana barotnes ar

IPA 10 mg/l un IES 2.5 mg/l;
IPA 15 mg/l un IES 4 mg/l;
IPA 10 mg/l un IES 8 mg/l.
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6. tabula

Auksinu un citokininu ietekme uz rododendru ziedu eksplantu kallusogenézi

Auksini
Citokinini nav NES IES 2,4-D
nav X X X X
IPA X XXX XX XX
BAP X XX X-XX XX
kinetins X XX XXX X-XX

X - kalluss neveidojas; XX - kallusogenéze vidéja; XXX - intensiva

Pieméram, 2,4-D un lidzigi ari kinetins un IPA (7. att; 8. att.) nestimul€ja kallusa
veidosanos. Tas ir preteji C. R. Nortona [Norton et al.,, 1989] un H. Robeneka
[Robenek, 1977] aprakstitajai kallusogenézei no dzinumu eksplantiem, ko
panaca uz barotném ar citokininiem vai auksiniem. Tatad jasecina, ka ziedu
eksplantu kallusogenézes inducésanai ir nepeicieSama gan auksinu, gan

citokininu klatbatne barotné.

Parbaudot dazadu citokininu un auksinu kombinaciju ietekmi uz
kallusogenézi varéja konstatét, ka IPA vislabak stimulé ziedu eksplantu
kallusogenézi, ja salidzina ar BAP un kinetinu (6. tabula). Kallusogenézi vaiji
stimuléja tikai atseviskas BAP un kinetina koncentracijas (BAP 0,1 mg/l kopa
ar NES 5 vai 10 mg/l, tumsa; kinetins 5 mg/l kopa ar IES 2 mg/l, gaisma3;
kinetins kopa ar 2,4-D, tumsa (8. att.)). BAP klatbutné bieZi bija novérojama
audu nekroze. Vairakas publikacijas ir minéts, ka rododendru
mikropavairo$anai, ipasi kultivéSanas sakuma, vispiemérotakais citokinins ir IPA
[Economou et al., 1981; Fordham, 1982; McCown et al., 1983; Norton et al.,

1985; Pennell, 1990]. Tomér ir dati, ka dzinumu proliferacijas stimulésanai ir
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8. att. Kinetina un 2,4-D ietekme uz Rh. luteum zieda eksplantu kallusogenézi

(kultivesana notika uz Andersona barotnes tumsa 2 meénesus)



pielietots kinetins un BAP nelielas koncentracijas [Economou et al., 1981].
lespéjams, ka celonis rododendru specifiskajai reakcijai uz BAP ir receptoru

trikums, lidz ar ko BAP ir fiziologiski neaktivs.

Salidzinot dazadu auksinu (IES, NES, 2.4-D) ietekmi uz rododendru
ziedu eksplantu kallusogenézi kopa ar citokininiem, varéja konstatét, ka NES,
ipasi kombinacija ar IPA, visefektigak veicinaja kallusogenézi gan tumsa, gan
gaisma. NES tikpat ka netiek lietota rododendru mikropavairoSana. Nortons
(1989) gan atzimé, ka dzinumu eksplantu kallusogenézi NES stimulé mazak
neka 2,4-D. Eksperimentos ar ziedpumpuru eksplantiem tika konstatets, ka
NES, plada koncentraciju diapazona (1 - 12 mg/l, kopa ar IPA 1 - 10 mg/l)
efektigi stimulé kallusa veidoSanos, ipasi tumsa. Visintensivako kallusogenézi
varéja konstatét uz barotném, kuras NES 8; 4; 1 mg/l bija kopa ar IPA attiecigi

2; 3; 5 mg/l, tade| darba tas tika izmantotas visbiezak.

Tumsa uz barotném, kuras NES 5 vai 10 mg/l bija kombinacija ar BAP
0.1 mg/l, rododendru ziedu eksplanti |éni veidoja nelielus kallusus, lidzigi ka uz

barotnes ar NES 5 mg/l un kinetinu 1 mg/I.

IES kopa ar IPA izmanto rododendru mikropavairo§anai, lai stimulétu
mikrodzinumu diferencé$anos un proliferaciju [Anderson, 1975; 1984; Meyer,
1981p); 1982; 1983,; Dai et al, 1987; lapichino 1991,; 1991,]. Muasu
eksperimentos tika noskaidrots, ka ziedu eksplanti uz barotnes ar IES 2,5 - 12
mg/l un IPA 10 - 15 mg/l gaisma médz veidot organogénu kallusu (9. att.), no
kura turpmakaja kultivéSanas gaita varéja diferencéties dzinumi. Tumsa IPA un
IES iedarbibas rezultata bija novérojama vajaka kallusogenéze, neka uz
barotnes ar NES un IPA (21. A att.). Savukart IES un BAP vai kinetins praktiski
nestimuléja kallusogenézi.

Ka jau iepriek§ minéts, eksperimentos novérots, ka NES, salidzinajuma
ar |IES, bija tendence stimulét kallusu veido$anos un proliferaciju, bet

organogenéze tika inhibéta, un otradi. Pé&tijumos ar Digitalis purpurea ir
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9. att. IPA un IES ietekme uz organogéna kallusa veidodanos

(Rh. catawbiense ziedu eksplanti kultivéti uz Andersona barotnes 2.5 ménesus

tumsa)

atziméts, ka NES stimulé kallusa aug$anu un kavé organogenézi, bet IES
ietekmes rezultata novérojams pretéjs efekts. lespé&jams, ka NES ir raksturigi

stimulét tieSi nediferencétu $nu augsanu, bet IES - Sunu diferencé$anos.

C. R. Nortons [Norton et al, 1989] min 24-D ka vienu no
visefektigakajiem auksiniem, kas stimulé rododendru dzinumu eksplantu
kallusogenézi. Msu rezultati liecinaja, ka uz barotnes tikai ar 2.4-D vai 2.4-D
kombinacija ar BAP, IPA (7. att.) un kinetinu (8. att) ziedu eksplantu
kallusogenéze bija vaja.

Novérojot  fitohormonu izraisito  rododendru ziedu eksplantu
morfogenétisko reakciju, varéja konstatét, ka ta ir lidziga plasa koncentraciju
diapazona. Pieméram, IPA 10-15 mg/l kopa ar IES 2,5 - 12 mg/l (9. att.)
stimuléja organogéna kallusa veidosanos; IPA 1-10 mg/l kopa ar NES 1-12 mg/|
stimuléja neorganogéna kallusa veido$sanos un proliferaciju. Pieméram, IPA
2/3/4/5 mg/l kopa ar NES attiecigi 8/12/3/1 mg/l stimuléja vienlidz intensivu
kallusogenézi. Tas nozimé, ka citokinini un auksini spéjusi ietekmét viens otra

metabolismu vai ari uznem$anu no barotnes [[onesown, 1982; Mambypr u ap.,

54



1990]. Ir zinams, ka citokinini stimulé dzinumu diferenciaciju [[Moneso#, 1982].
Eksperimentos varéja konstetét, ka augstaka citokininu koncentracija (IPA 10 -
15 mg/l) bija nepiecieSama organogé€nas kallusogenézes stimuléSanai, bet
neorganogeéns kalluss veidojas, ja IPA bija zemaka koncentracija (1-10 mg/l).

Tatad, eksperimentu rezultata varéja konstatét, ka rododendru ziedu
eksplantu kallusogenézi stimulé IPA 1 - 10 mg/l kopa ar NES 1 - 12 mg/l vai IPA
10 - 15 mg/l kopa ar IES 2,5 - 12 mg/l.

Ka jau iepriek$ minéts, vairums rododendru mikropavairo$anas pétijumi ir
veikti apgaismojuma ar 16 - 18 h fotoperiodu, jo meérkis ir bijis dzinumu
ieguSana. Tikai dazos eksperimentos tllit péc eksplantu ievadiSanas in vitro,
kultdras tiek inkubétas tumsa 2 - 4 nedélas [Meyer, 1982; Dai et al., 1987]. Péc
C. R. Nortona [Norton et al., 1989] novérojumiem auksini dediferenciaciju
stimulé tumsa, bet citokinini - gaisma.

Misu eksperimentos iegutie rezultati liecina, ka ziedu eksplantu
kallusogenézi, neatkarigi no barotnes visiem taksoniem veicina tumsa (6. A att.).
Karedzams 6. B un 21. B attéla , gaisma (16 h fotoperiods) kallusogenéze bija
vajaka, ari gadijumos, kad kultiveSana notika uz dediferenciaciju stimuléjosas
barotnes (Andersona barotne kopa ar IPA un NES). Tomér tika noveéroti
atseviski intensivas kallusogenézes gadijumi ari gaisma. Gaisma stimulgja
organogéna kallusa veidoSanos (2. att.).

Literatira atrodami dazadi dati par rododendru mikropavairosanai
izmantoto barotnu pH - 4,5 [Anderson, 1975; Dai et al., 1987; Pennel, 1990;
lapichino et al., 1991,,1992], 5,0 [Economou et al., 1984; Dai et al., 1987,
Preece et al.,, 1991], 4,5 - 5,2 [Norton, 1989], 5,2 [Barnes, 1985], 5,7 [Dabin,
1983]. Uzskata, ka rododendru kultivéSanai in vivo augsnes pH ir robezas no 4
lidz 6 ir optimals [Kondratovics, 1978; KonppaTtosuy , 1981].

Ka redzams 10. attéla, Rh. hirsutum kallusogenéze visintensivak notikusi
uz barotnes, kuras pH pirms autoklavésanas bija no 4,0 lidz 5,0. Par pH 4.0 -
5.0 skabdka vai baziskaka vide kavéja kallusa veido3anos (10. att.).
Eksperimentos ar H-75/1 ieglitie rezultati liecindja, ka intensiva kallusogenéze

notiek ari uz barotnes ar pH 5,5. Tatad, iespéjams, ka optimali pielaujamo
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barotnes galéjo pH vértibu robezas ir atdkirigas dazadu taksonu rododendru

kallusogenézei.

10. att. Barotnes pH ietekme uz Rh. hirsutum ziedu eksplantu kallusogenézi
(kultivéts uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l 2 ménesSus

tumsa)

Noveérots, ka barotnes pH ietekmé dazadu augu morfogenézi in vitro [Smith et
al., 1990; Tran Than Van et al, 1990; Hrib, 1993], jo tas var ietekmét,
pieméram, auksinu stabilitati barotné, audu spéjas uznemt no barotnes slapekla
savienojumus [KanuunH w gp. , 1980;Pierik, 1987]. Janem ari véera, ka
autoklavejot, barotnes pH nedaudz pazeminas, ka ari tas, ka audi kultGra spéj
regulét vides pH [Pierik, 1987)].

No eksperimentos iegitajiem rezultatiem varéja secinat, ka rododendru
kallusa kultdra vienlidz labi attistas, ja barotnes pH ir no 4.0 lidz 5.0-5.5.

Rododendru mikropavairo3anai parasti izmanto agarizétu barotni [Dabin
et al., 1983; Norton et al., 1985, 1986; Harbage et al., 1987; Economou et al.,
1981; lapichino et al., 1991, 1991, 1992]. Tomer ir zinams, ka barotnes
konsistence var ietekmét in vitro kultdras morfogenétisko potencialu, jo no tas
atkariga audu spéja uznemt baribas vielas, ka arl aeracija [KanuiuH n gp.
1980; Pierik, 1987]. Skidra barotné kultivéanas laika audiem ir vienmérigakas
baribas vielu uznemsanas iespé€jas. Tomér, kultivejot skidras barotnés, audiem

var tikt traucéta aeracija, ja neizmanto specidlas metodes. No 3ada viedokla
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raugoties, labaki aeracijas apstakli ir kultdram, kas attistas uz agarizétam
barotném.

legitie rezultati |ava konstatét, ka kallusogenézei vienlidz piemérotas ir
agarizétas barotnes (agars 6,5 mg/l), gan ar $kidras barotnes ar celulozi vai
filtrpapira tiltinu. Uz kombinétas barotnes audi nekrotiz€ja, to, iespéjams,
izraisija nepietieckama audu aeracija Skidraja barotnes slani. Dalai audu uz
kombinétas barotnes bija novérojamas vitrifikacijas pazimes, kas varetu bat
saistitas ar paaugstinata vides mitruma ietekmi [Gaspar et al., 1992,]. Dotaja
darba barotnes konsistences ietekme uz kallusogenézi tika novérntéta vizuali.

Literatdra ir dati par to, ka dazadi morfogenézes potences var ietekmét
gélveidotaji un celuloze kimiskais sastavs. Pieméram, Hevea brasiliensis
embriogenézes potences in vitro [Hadrami et al., 1993] un dazadu augu in vitro

kultaru biokimiskos raditajus [Hadrami et al., 1993; Barbas et al. 1993].

Secingjumi no eksperimentos iegutajiem rezultatiem:
* Rrododendru ziedu kallusogenézi stimulé Andersona barotne (1984) kopa ar
IPA 1-10 mg/l un NES 1-12 mg/l vai IPA 10-15 mg/l un IES 2.5 -12 mg/l.
* IPA kombinacija ar NES ir tendence stimulét neorganogéna kallusa
veidosanos, bet IPA kopa ar IES - organogéna kallusa veidosanos.
* Tumsa stimulé intensivaku kallusogenézi, neka gaisma (16 h fotoperiods),
savukart gaisma ir iespéjama organogéna kallusa veidosanas.
* Gaisma un IPA kopa ar IES barotné ir organogéna Kkallusa veidosanos
veicinosi faktori, bet tumsa un barotne ar IPA un NES veicina neorganogéna
kallusa veidosanos un ta proliferaciju.
* Kallusogenézei optimals barotnes pH ir 4.0-5.5.
* Agarizéta barotne ir piemérota kallusa kultiras iegusanai, bet ka barotnes

neséjus var ari izmantot filtrpapira tiltinus vai celulozes masu.
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3. 1. 3. Dazadu taksonu rododendru kallusogenéze

Ir zinams, ka morfogenétiskas reakcijas var ietekmét in vitro kultivéSanas
apstakli, bez tam, tas var atdkirties dazadu taksonu augiem. Atskiriga
kallusogenéze novérota, pieméram, Saccharum spp. [Cheema, 1992], Oryza
spp. [Kishor, 1987] un Crocus L. [My6 v gp., 1994]. Morfogenétiska reakcija var
bat atskiriga ari viena taksona dazadiem genotipiem [Khmara et al., 1993].
Literatira ir minéts, ka organogenézes spéjas var atSkirties starp dazadu
taksonu rododendriem [McCown et al., 1983; Norton et al.,, 1985, 1986, 1989;
Kavanangh et al., 1986; lapichinoet al., 1992). Turpreti kallusogenézes potence
dazadiem rododendriem nav pétita.

Misu eksperimentu gaita varéja novérot, ka dazadu sugu rododendru
ziedu eksplantiem vienados kultivéanas apstaklos ir atskiriga kallusogenézes
intensitate. Pieméram, Rh. discolor jau péc 5 - 6 nedélam tumsa veidoja
salidzinosi loti lielu kallusu; tas bija lielaks, neka Rh. catawbiense vai Rh.
caucasicum péc 8 nedeélu ilgas kultivéSanas tados paSos apstaklos. Rh.
discolor kallusam nekrozes pazimes saka paradities péc 5 - 6 nedélam.
Kultive$anas laikam pieaugot, ari nekrozes izplatiSanas atrums arvien pieauga.
Salidzinasanai - Rh. catawbiense un Rh. caucasicum nekroze paradijas tikai
péc 8 - 10 nedelam un izplatijas daudz lenak. Péc 8 nedélu olgas kultivesanas
tumsa dazadu sugu rododendriem bija izveidojusies dazada lieluma kallusi (7.
tabula). Kultivéjot gaisma, starp dazadam rododendru sugam varéja noverot
kallusogenézes potences krasas atskiribas (8. tabula). Pieméram, tika
konstatéts, ka Rh. vaseyi veidoja gan kallusu, gan regeneréja dzinumus, Rh.
calendulaceum labi veidoja kallusu, bet dzinumus tikpat ka neveidoja, bet Rh.

arborescens - gaisma neveidoja ne kallusu, ne dzinumus (8. tabula).
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7. tabula

Dazadu sugu rododendru ziedu eksplantu kallusi péc 8 ned€lu ilgas
kultiveSanas tumsa uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l
(izmantota A. Hoffas klasifikacija) un kulturas inficétiba

Grrupa un suga Kallusa izmérs Inficetiba (%)

Plék$nzvinainie

Rh. hirsutum L. 000 3
Rh. ferrugineum L. 00-000 2
Rh. carolinianum Redh. 00 3
Rh. dauricum L. 00 6
Rh. mucronulatum Turcz. 0-00 4
Rh. ledebourii Pojark. 00 5
Rh. sichotense Pojark. 00 4
Puskmatainie

Rh. orbiculare Decne o) 3
Rh. decorum Franch. 000 3
Rh. fortunei Lindl. 00 4
Rh. discolor Franch. 000 3
Rh. catawbiense Michx. 00-000 3
Rh. smirnowii Trautv. 00 47
Rh. brachycarpum D.Don ex G.Don f. o} 3
Rh. caucasicurn Pall. 000 2
Rh. maximum L. o) 2
Acilijas

Rh. vaseyi A. Gray 00 3
Rh. canadense (L.) Torr. o 1
Rh. albrechtii Maxim. 0-00 2
Rh. japonicum (A. Gray) Suring. 00 1
Rh. molle (Bl.) G. Don o 3
Rh. occidentale (Torr. et A. Gray) A. Gray 00 2
Rh. calendulaceum (Michx.) Torr. 00 3
Rh. luteum Sweet 00 3
Rh. viscosum (L.) Torr. 00 2
Rh. arborescens (Pursh) Torr. 00 2

O - kalluss ir mazaks par 2 eksplantiem; oo - kalluss ir 2 lidz 5 reizes lielaks par
eksplantu; 0oo - kalluss ir vairak neka 6 reizes lielaks par eksplantu
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Varégja konstatét, ka kallusogenézes intensitate un kallusa veids atSkiras
pat sugas ietvaros viena laika izolétiem eksplantiem, kas tiek kultivéti vienados
apstaklos. Tomeér, kopéjas tendences noteikta taksona kallusa attistiba

konkrétos apstaklos bija novérojamas, izmantojot 10 un vairak akartojumus.

8. tabula
Dazadu sugu rododendru ziedu eksplantu morfogenézes novértéjums péc 8
nedélu ilgas kultiveSanas gaisma uz Andersona barotnes ar IPA 10-15 mg/l un
IES 2.6-12 mg/l (izmantota A. Hoffas klasifikacija)

Grupa un suga Kallusogenéze Dzinumu
(%) regeneracija
‘ (%)

PlékSnzvinainie

Rh. hirsutum L. 0 0
Rh. ferrugineum L. 80 70
Puskmatainie

Rh. decorum Franch. 5 0
Rh. fortunei Lindl. 0 0
Rh. discolor Franch. 12 0
Rh. catawbiense Michx. 73 20
Rh. smirnowii Trautv. 13 0
Rh. brachycarpum D.Don ex G.Don f. 41 2
Rh. caucasicum Pall. 93 5
Rh. maximum L. 12 0
Acilijas

Rh. vaseyi A. Gray 80 25
Rh. canadense (L.) Torr. 20 0
Rh. albrechtii Maxim. 2 0
Rh. japonicum (A. Gray) Suring. 2 0
Rh. molle (Bl.) G. Don

Rh. occidentale (Torr. et A. Gray) A. Gray 24 0
Rh. calendulaceum (Michx.) Torr. 90 2
Rh. luteum Sweet 52 10
Rh. viscosum (L.) Torr. 10 0
Rh. arborescens (Pursh) Torr. 0 0

60



Eksperimenta gaita varéja novérot, ka dazadu sugu rododendendru
kallusiem, kas attistijusies vienados kultivédanas apstaklos, ir at8kiriga struktura
un pigmentacija. Pieméram, uz Andersona barotnes ar 2 mg/l IPA un 8 mg/l
NES Rh. hirsutum un Rh. ferrugineum veidojas dzeltens, kompakts kalluss; Rh.
luteun un Rh. japonicum - gaiSak dzeltens; Rh. caucasicum - dzeltenbalts, |oti
kompakts; Rh. smirnowii un Rh. discolor - dzeltenbalts, |oti kompakts, kur baltie
laukumi ir ieverojami lielaki neka dzeltenie.

Sugu kallusogenézes potence tika salidzinata, nemot véra to
sistematisko piederibu. Tika konstatéts, ka morfogenétiskas potences ir
atkirigas vienai un tai pasai sugai, kallusogenézi inducéjot dazados apstaklos.
Piemé&ram, Rh. hirsutum Kkallusu veidoja tikai tumsa, bet Rh. ferrugineum - gan
tumsa, gan gaisma; bez tam Rh. ferrugineum bijar labas organogenézes
potences (7., 8. tabula). Gan péc A. Hofas [Seithe von Hoff, 1956] (7. tabula),
gan péc A. Balfura klasifikacijas [Berg et al., 1969] (rezultati nav uzraditi), Sis
sugas ietilpst viena grupa. Tatad sistematiski tas tiek uzskatitas par tuvam
sugam. Bet, ka liecina iegutie rezultati (7., 8. tabula) kallusogenézes spéjas in
vitro tam bija loti atSkirigas. Salidzinot paréjo sugu morfodenézi in vitro, varéja
konstatét, ka nav nekadas saistibas starp sugas sistematisko piederibu un
morfogenétisko potencialu in vitro. Tika novérotas kallusogenézes potences
atskiribas ari starp 13 rododendru $kirném un hibridiem.

Ka jau iepriekséjos eksperimentos tika konstatéts, rododendriem sterilus
eksplantus vieglak ir iespéjams iegit no ziediem, nekd no vegetativajiem
organiem. Ka redzams 7. tabula ziedu eksplantu inficétiba in vitro dazadam
sugam bija nedaudz atskiriga. Ta bija robezas apméram no 1 lidz 6 %.
lznémums bija Rh. smirnowii, kuram kultura bija salidzino8i loti inficéta (7.

tabula).

Secinajumi no eksperimentos iegitajiem rezultatiem:

* Rododendru daZadiem taksoniem kallusogenézes potence in vitro ir atskiriga.
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3. 1. 4. Rododendru gada attistbas cikla ietekme uz ziedu eksplantu
kallusogenézi

Ir novérots, ka auga, ka ari eksplanta audu attistibas stavoklis ar tam
raksturigajam fiziologiskajam norisém ietekmé morfogenétiskos procesus in vitro
[KataeBa, 1983; Cohen, 1986; Wernicke et al., 1993]. Pieméram, rododendriem
organogenézi ir iespéjams inducét no stumbra dzinumu eksplantiem, ja tie ir
izoléti aktivaja augSanas perioda [Economou et al.,, 1981; McCown et al., 1983;
Norton et al.,, 1985; 1986; Harbage et al.,, 1987]. Literatira ir minéts, ka
mikropavairoSanai eksplantus no rododendru ziedpumpuriem izolé no oktobra
lidz aprilim [Meyer, 1982; Pennel, 1990], vai ari no novembra lidz martam [Dai et
al., 1987]. Sajos gadijumos nav analizéts augu vai atsevisku organu attistibas
stavoklis izvélétaja izolésanas perioda un ta ietekme uz morfogenézi. Literatura
ir dati, par to, ka zieda attistbas pakape tomeér ietekmé morfogenézi in vitro,
pieméram, Crocus L. [My6 v gp., 1994].

Pagaidam pilniba vél nav izpétita biokimisko noriSu seciba un attiecigo
génu darbiba, kas dzinumu apeksos izraisa pareju no vegetativas attistibas uz
generativo, un kas nosaka atsevi$ku zieda dalu attistibu [Greppin, 1990]. Ir
zinams, ka Q@enerativo aizmetnu veidosanos ietekmé gan auga individualie
faktori (genotips, brieduma pakape un citi), gan ari apkaneéjas vides faktori -
temperatura, fotoperiods un mitrums [BepHbe , 1985, Greppin et al., 1990;
Monesoin n ap., 1991; Bernier et al.,, 1993]. Uzskata, ka noteiktu aréjas vides
faktoru izmainas varétu izsaukt kadu kKimisko savienojumu veido$anos dazados
organos, kuri veicina vai kavé ziedu attistibu. Sis vielas varétu darboties ka
endogéenie signali. lespéjams, ka tas talak tiek transportétas uz augSanas konu
[Bemier, 1993]. Ir vairakas hipotézes par $o signalu dabu. Viena no tam, ko
parstav Bernje [Bernier et al., 1993), uzskata, ka generativo attistibu vienlaicigi
kontrole gan hormonalas dabas savienojumi, gan asimilati. Tade| tiek pétitas
citokininu [Bernier et al., 1977; Lejune et al.,, 1988] un auksinu [Gaspar et al.,
1985,,] iespéjamas funkcijas ziedu attistiba. Vairakos darbos ir minéts, ka
svariga loma varétu bat oglhidratiem. Uzskata, ka 3ajos procesos piedalas

oglhidrati gan no sakném [Loescher et al., 1990], gan lapam [Greppin et al.,
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1990; Bernier et al., 1993]. Doma, ka signala nozime ir saharozei, jo ir novéerots,
ka sakoties generativajai aftfistibai, ta uzkrajas aug$anas konos [Bodson et al.,
1985; Bernier et al., 1993].

Ir pétijumi par to, ka péc oglhidratu satura izmainam lapas varétu spriest
ari par miera perioda iestasanos rododendriem [KoHapaTtoBuy u gp ., 1972].

Musu eksperimenti tika veikti ar noluku novértét rododendru gada
attistibas cikla (ziedu eksplantu attistibas pakapes) un eksplanta fiziologiska
stavokla ietekmi uz kallusogenézi. Sim nolikam uzsakot kallusa kultiras
iegiSana no ziedu eksplantiem tika noteikti organogenézes etapi un
iespéjamais miera perioda iestasanas laiks.

Tika konstatéts, ka dzinumu galotnes pumpuru aizmeSanas un
generativo pumpuru diferencé$anas sakums (I - IV organogenézes etaps)
rododendru hibridam H-75/1 notiek maija beigas - junija (11. att.). TieSi Saja
laikda H-75/1 viengadigo dzinumu lapas oglhidratu dinamikai bija raksturigs
mezoinozitola pieaugums (12. att.), fruktozes maksimums (13. att.), salidzino$i
zema glikozes (13. att.) un saharozes koncentracija (14. att.), un izteikts
rafinozes minimums (15. att.). Aizsakoties jaunam organogenézes ciklam $ada
oglhidratu dinamikas aina varétu ari liecinat par to nozimi generativaja attistiba.
Tomer janem véra, ka Latvijas klimatiskajos apstaklos visintensivaka vegetativa
aug$ana notiek tiesi junija sakuma [epTHepe v gp. , 1984]. Bez tam, Saja laika
noris ari pédéjie ieprickéja organogenézes cikla etapi, kuros notiek
apauglo$anas un séklu izveidoSanas. Lidz ar to vienlaicigi var but vairaki spécigi
atragéjosie centri. Tadeél, lai izdartu secinajumus par $o oglhidratu nozimi tiesi
generativaja attistiba, tie papildus vel bitu janosaka lapu katina un augs$anas
konos. |

Il organogenézes etapa rododendriem notiek pareja no vegetativas uz
generativo attistibu, bet IV organogenézes etapa notiek putek$nlapu veidoSanas
[Kynepman, 1963; KonppatoBuy, 1981]. Noveérojumi liecinaja, ka [V
organogenézes etaps H-75/1 1993. gada norit junija otraja dekadé (11. att.), bet

Rh. caucasicum jilija sakuma (dati nav uzraditi). Praktiski no | lidz IV
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organogenéze etapam ka eksplanti jaizmanto aug$anas koni kopa ar
subapikalajiem stumbru audiem. Vairuma gadijumu kalluss veidojas no
subapikala rajona. lespéjams, ka tas ir izskaidrojams ar pastiprinatu citokininu
plismu uz apeksu [bepHbe, 1985.,; Bernier, 1993], ka ari ar auksiniem, kas
veidojas pumpuru aizmetnos [ MNoneson , 1982; BepHbe, 1985y)].

V organogenézes etapa turpinas atsvisku zieda dalu veidoSanas
[KynepmaH , 1963; KoHppatosu4, 1981]. IV - V organogenézes etaps H-75/1
1993. gada sakas junija treSaja dekade (11. att.), bet Rh. caucasicum - julija
pirmaja - otraja dekadeé (dati nav uzraditi).

VI etapa pilnigi izveidojas ziedpumpura visas dalas, notiek to augSana
[Kynepman , 1963; KoHgpatoBu4, 1981]. Ka redzams 11. attéla, gan 1993. gada
julija, gan 1992. gada jilija - septembri notika intensiva visu zieda dalu
augSana, ar mazaku intenstati aug8ana turpinajas ari septembra beigas,
oktobri. Lidz ar to, varéja secinat, ka julija - oktobri H-75/1 atradas V-VI
organogenézes etepa. Talakaja perioda lidz pat pat aprilim nekadas
morfologiskas izmainas nebija novérojamas (11. att.). Izteikts pienémums, ka
rododendriem, zieda dalu aug$ana turpinas ari ieejot dzilaja miera perioda -
tatad notiek slépta augSana [CepTHepe u gp., 1984]. Uzskata, ka atrodoties VI
etapa, rododendri ieiet dzilaja miera perioda [KoHgpaTosuy, 1981; NepTHepe u
ap., 1984].

Ir pienemts, ka Latvijas klimatiskajos apstaklos dzilais miera periods,
atkariba no rododendra genotipa un gada laika apstakliem, sakas apméram
septembra vidu, bet beidzas decembri [[epTHepe v gp., 1984]. Dzilaja un
piespiedu miera perioda laikd Latvijas klimatiskajos apstaklos sakas
pakapeniska temperatiras pazeminasanas. Lapas pieaug monosaharidu un
disaharidu koncentracija, kas funkcioné ka rezerves baribas vielas un
aizsargvielas pret zemam temperaturam, ta nodroSinot rododendru ziemcietibu
[KoHppaToBuy u ap., 1972 ,,; Konpgpatosny, 1981].

Eksperimenta iegutie rezultati rada, ka H-75/1 viengadigajas lapas
saharozes (14. att) un rafinozes (15. att) daudzums saka palielinaties

septembri, turpreti mezoinozitola daudzums saka samazinaties (12. att.).
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13. att. Glikozes un fruktozes satura dinamika H-75/1 viengadigo dzinumu lapas
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Glikozes un fruktozes daudzums saka stabili pieaugt tikai oktobra sakuma (13.
att.), kas rododendriem raksturo vegetacijas perioda beigas [KoHgpatoBu4 u
ap., 1972,]. Péc oglhidraru dinamikas H-75/1 viengadigo dzinumu lapas var
spriest, ka 1992. gada oktobra sakuma iestajas dzilais miera periods, tatad H-
75/1 oktobra sakuma atrodas VI organogenézes etapa. Savukart, Rh.
caucasicum 1993. gada dzilaja miera perioda iegaja oktobra beigas - novembra
sakuma (oglhidratu dinamikas dati nav uzraditi). Tatad, laiks, kad rododendri
ieiet miera perioda dazados gados var atSkirties, lidz ar to ar fiziologiskais
stavoklis dazados gados viena un taja pasa kalendaraja laika augam var bat
atskirigs.

Sneidera [Schneider, 1968] iegitie dati liecina, ka, miera perioda
esosiem rododendru ziedpumpuriem nonemot segzvinas, zieds var attistities.
Tas varétu ari nozimét, ka pasi ziedi neatrodas miera perioda, bet to attistibu
kave segzvinas, kuras acimredzot atrodas inhibitori.

Eksperimenti ar H-75/1 un Rh. caucasicum, ka ari citiem rododendriem,
pieradija, ka no miera perioda laika izoleétu ziedu eksplantiem notiek intensiva
kallusogenéze in vitro (16. att). Bez tam $aja laika tika novérota intensiva
organogenéze, ja kultivéSana in vitro notikka gaisma uz organogenézi
stimuléjosam barotném. Mejers (1982; 1983,) rododendru mikropavairosanai
an ir izmantojis miera perioda laika izolétus eksplantus no ziedpumpuriem. Sadi
ar in vitro kultdru palidzibu iegitie dati varétu bat ari par apstiprinajumu
Sneidera [Schneider, 1968] hipotézei, jo ir zinams, ka nav iesp&jams izsaukt
dzilaja miera perioda eso$u audu un organu aug$anu un attistibu.

legltie rezultati liecinaja, ka intensiva kallusogenéze notiek rododendru
ziedu eksplantiem, kas izoléti ari péc dzila miera perioda beigam, ja pienem, ka
tas ir decembri [FepTHepe u gp., 1984], tatad ari piespiedu miera perioda (16.
att.).

Sakot ar aprila otro dekadi, notika strauja H-75/1 ziedu aug$ana (11.
att.). No ta var secinat, ka norit VIl organogenézes etaps. Saja laikd bija
novérojams mezoinozitola koncentracijas pieaugums (12. att), bet paréjo

oglhidratu koncentracijai bija tendence samazinaties (13. -15. att.). lespéjams,
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21.07.

Eksplanta
veids

Vesels
ziedpumpurs

Séeklotne
kopa ar
ziedgulitni,
ziedkatu
un
ziedlapu
paliekam

Dzinuma
apekss
kopa ar

subapikalajiem
audiem

Vesels
Ziedpumpurs

Kallusogenézes

Piezimes
intensitate

Kallusogenéze

galvenokart no

subapikalajiem

stumbra audiem

Pieaug
inficétiba
in vitro

Ziedésana

\ Kallusogenéze
\ biezak no
subapikalajiem
audiem

C ] s

Kallusogenézes intensitates
pieaug$ana

16. att. H-75/1 eksplanta attistibas pakapes ietekme uz kallusogenézi (1992. / 1993. gads)
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ka Sadas krasas oglhidratu dinamikas izmainas varétu liecinat par aug$anas un
attistibas kvalitativi jaunu pakapi.

Aprili - maija turpinds H-75/1 zieda dalu aug$ana (11. att), norit VII-VIII
organogenézes etaps, tatad augs sagatavojas ziedésanai. Sakot no apméram
marta beigam H-75/1 ziedu eksplantu kallusogenéze kluva vajaka (16. att.). An
eksperimentos ar citiem rododendriem, bija novérojams, ka apméram vienu lidz
divus ménesus pirms ziedésanas, kallusogenézes intensitate ir zema. Saja laika
ziedkopas piebrieda. Reizé ar to bija raksturigs inficeSanas pieaugums in vitro
kultura (16. att.).

IX organogenézes etaps - ziedé$ana H-75/1 notika maija otras dekades
beigas (11. att.). Jaatzimé, ka IX organogdenézes etapa laika viengadigajas
lapas bija raksturigs izteikts rafinozes minimums (15. att.), bet mezoinozitola
daudzums saka pieaugt (12. att.).

Sis eksperiments, ka ar ilgstodie novérojumi par citu rododendru
genotipu eksplantu kallusogenézi liecinaja, ka ziedu eksplantu ievak$anas
periods var bat daudz ilgaks, neka tas tiek minéts literatura. Pieméram, Pennels
[Pennel,1990] un Mejers [Meyer, 1982] uzskata, ka tas ir no oktobra lidz aprilim,
bet Dai [Dai et al., 1987] - no novembra lidz martam. Protams, janem véra
geografiskas vieta, kura veikts pétijums un gada klimatiskas izmainas. Bez tam,
kalendara laika minéSana nedod informaciju par visa auga un ari izoléjama
organa vai audu attistibas pakapi. Pieméram, 1992./1993. gada julija ir H-75/1
redzamas krasas zieda attistibas atruma atSkiribas (11. att.). Latvijas apstaklos,
izdarot korekcijas attieciba uz katru individualo taksonu un gada klimatiskajam
ipatnibam, ziedu eksplantu ievak$anas periods ir no julija-septembra lidz
februarim-aprilim, jo $aja laika rododendri atrodas V-VI organogenézes etapa,

kas ir konstatéts ka optimalakais kallusogenézes inducésanai.
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Secinajumi no eksperimentos ieguatajiejiem rezultatiem:

*Rododendriem visintensivaka kallusogenézie no ziedu eksplantiem notiek V-
VI organogenézes etapa.

* | idz 1V organogenézes etapa ka eksplantus kallusogenézei var izmantot
augsanas konu ar subapikalajiem stumbra audiem. Kalluss visbieZak veidojas
tiesi no subapikalas dajas.

* Ta, ka intensiva kallusogenéze no rododendru ziedu eksplantiem notiek V- VI
organogenézes etapa, tad, atkariba no sugas un gada klimatiskajam ipatnibam,
Latvijas apstaklos tas ir apméram no jilija-septembra lidz februarim-aprilim.
Aptuveni ménesi, vai divus pirms ziedésanas (VII-VIlIl organogenézes etapa

laika) kallusogenézes intensitate pakapeniski kjist vajaka.

3. 1. 5. Kallusa proliferacijas stimuléSana

Kallusogenézes potence un kallusa proliferacijas spéja at3kiras
dazadiem augiem. Kallusu ir iesp&jams ilgstoSi kultivét, audus arvien parstadot
uz jaunas barotnes [KanuHuH n gp., 1980]. Tomér ne visiem augiem izdodas
uzturét ilgstoSu kallusa proliferaciju. Ka jau iepriek§ minéts, parsvara ir
sastopami dati par organogéna kallusa veidoSanos rododendru
mikropavairo§anas sakumstadijas [Dai et al., 1987; lapichino et al., 1992].
Trdkst informacijas par rododendru kallusa kulturas ilgstoSu subkultivésanu. Ka
iznémumu varétu minét Harbage [Harbage et al.,1987] eksperimentu, kura
vinam ir izdevies no in vitro dzinumiem iegit Rhododendronx ‘Gibraltar’ un Rh.x
‘Old Gold’ subkultivéjamu organogénu kallusu. Tomér an $Saja gadijuma 12.
subkulturai jau bija novérojama spéciga nekroze. Savukart, lai inducétu dzinumu
veido3anos, Rh. laetumxaurigeranum dzinumu galotnu eksplantu kallusogenéze
un kallusa kultiveSana bez parstadiSanas ir notikusi 6-7 méneSus [lapichino et
al., 1991,]. Misu eksperimentu uzdevums bija parbaudit dazadu kultivésanas

apstak]u ietekmi uz rododendru ziedu eksplantu kallusu ilgstosu proliferaciju.
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Musu eksperimentu gaita tika novérotas kopéjas tendences rododendru
ziedu kallusogenéz€ un kulturas talaka attistiba. Pirmo divu nedélu laika péc
ziedu eksplantu novieto$anas uz barotnes, kallusogenézi veicino$os apstaklos
eksplanti “piebrieda”, tad apméram péc 3 nedélam uz to virsmas sak paradities
redzams kalluss. Kallusi intensivi proliferéja pirmos 3 ménesus. Tad audi, kas
bija tuvak eksplantam pakapeniski nobrunéja, tomér kalluss turpinaja veidoties
uz nekrotizéjoSiem audiem.Tas bija raksturigi visos parbauditajos kultivéSanas
apstaklos. ligstosi kultivejot, audu nekroze pakapeniski kluva intensivaka, neka
kallusogenéze (17. att.).

190
kultivédanas laiks (dienas)

17. att. Kallusa attistiba no H-75/1 ziedu eksplantiem

(kultivéts tumsa3; lidz 52. dienai uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8
mg/l, tad parstadits uz Cimmermana barotnes ar IPA 5 mg/l un NES 1 mg/l, 94.
diena parstadits uz Andersona barotnes ar kinetinu 0.5 mg/l un NES 1 mg/l)

M - kallusa parstadisana

Dazadu rododendru kallusa kultiru, kallusa kultiru izdevas subkultivét
apméram 6 meénesus. Pagaidam nav izdevies atrast tadus kultivé3anas
apstakjus, kuros rododendriem batu iespéjams iegut ilgstosi proliferéjosu

kallusa kultaru. Talakais darbs bitu jasaista ar subkultivéSanai optimalu
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apstaklu noskaidroSanu, jo iepriekSminéta kallusa attistibas tendence tika
novétota visos izméginatajos kultivésanas apstak|os.

Rododendrus var pavairot, ja organogénu kallusu parstada apstakios,
kas stimulé dzinumu veidoSanos (gaisma, uz Andersona barotnes ar IPA 10-15
mg/l un |ES 2.6-12 mg/l).

Atkariba no kultivéSanas apstakliem dazadiem rododendriem varéja
novérot atdkirigas konsistences un pigmentacijas kallusu veidoSanos. Tumsa
veidojas tris tipu kallusi:

a) pelécigs vai gaisi brins, vitrificéts (21. A attéla treSaja rinda pédéjais kalluss),
b) dzeltens, miksts, kompakts ( 4. att. pa labi),

C) dzeltenbalts, loti kompakts (6. A att. pa kreisi).

Gaisma veidojas €etru veidu kallusi:

a) tum3si zal§, miksts (reti),

b) zal$ ar graudainu strukttru, talak veido dzinumus (2. att.),

C) dzeltenbruns, miksts (4. att. pa kreisi),

d) dzeltenzal$, kompakts (6. B att. pa kreisi otrais un tresais kalluss no augsas).

Secingjumi no eksperimentos iegdtajiem rezultatiem:
* Kallusa struktiras un pigmentacijas veidoSanas atkariga no kultivésanas
apstakljiem in vitro.
* Rododendrus var pavairot organogénu kallusu kultivéjot apstaklos, kas veicina

dzinumu veido$anos.
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3. 2. Peroksidazes kvalitativais un kvantitativais sastavs rododenrdru dazadu

taksonu kallusos atkariba no kultiveSanas apstakliem

Ir konstatéts, ka in vitro kultiru morfogenétiskas attistibas laika [Fett-Neto
et al.,, 1992; Zhou et al.,, 1992] un dazadu stresa un vides faktoru ietekmé
[Wolter et al., 1975; Gaspar, 1991; Kevers et al., 1991; Wakamatsu et al., 1993]
var notikt antioksidativo fermentu, taja skaita ari peroksidazu kvalitativa un
kvantitativa sastava izmainas. Ir doma, ka 3os raditajus varétu izmantot kulturas
attistibas prognozédanai [Gaspar et al., 19854, 1990, 19924] un fiziologiska
stavokla interpretésanai [Berthon et al., 1989; Le Dily et al., 1993,)]. Tas lautu
mérktiecigak optimizét kultivéSanas vidi. Arvien paplasinoties in vitro kultaru
pielietoSanai, aktudls klist jautdjums par kultiru Jenétiskas stabilitates
testéSanu. Ka viens no iespéjamiem biokimisko raditaju kandidatiem testéSanas
sistémas varétu bt peroksidazu izoformu spektrs, jo uzskata, ka tas ir genétiski
noteikts [Jlesutec, 1986; AHppeeBa, 1988].

Viens no 81 darba mérkiem bija raksturot rododendru kallusa kulturas
attistibu, izmantojot peroksidazes kvalitativos un kvantitativos raditajus. lzejot no
ta eksperimentu uzdevumi bija:

1) salidzinat peroksidazes aktivitati un izoformu spektru dazadu sugu
rododendru kallusos;

2) analizét peroksidazes aktivitati un izoformu spektru kallusos atkariba no
kultivéSanas apstakliem;

3) analizét peroksidazes aktivitates dinamiku dazadu organu eksplantu kallusos,
kas kultivéti atSkirigos apstak|os;

4) noteikt peroksidazes aktivitati un izoformu spektru intakta rododendra
organos (tika izmantoias Rh. catawbiense un Rh. luteum ziedi, lapas, miza,
saknes, kuras ievaca maija).

Analizé ka substratu izmantojot gvajakolu, dazadu sugu ziedu eksplantos
peroksidazes aktivitati nebija iespéjams noteikt. Ir zinams, ka peroksidazes
aktivitate analizéjot var mainities, atkariba no izmantota substrata [levinsh,

1991, 1992]. lIzmantojot benzidinu no astonu sugu eksplantiem izdevas
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vizualizét elektroforétiski izdalitas peroksidazes skabas izoformas (18. A att.).
Tas liecindja, ka ziedu eksplantos tomeér ir peroksidazes aktivitate, tikai |oti
zema. Arn citos intakta rododendra organos peroksidazes aktivitati varéja
noteikt, ka substratu izmantojot benzidinu, iegutie rezultati radija, ka ta bija
salidzinoSi zema (9. tabula). No ieguatajiem rezultatiem varéja secinat, ka
rododendru organiem kopuma ir raksturiga zema peroksidazes aktivitate.

Izmantojot gvajakolu ka substratu, peroksidazes aktivitati bija iesp&jams
konstatét kallusos, kas veidojuSies no ziedu eksplantu (10.; 11. tabula). Tas
liecinaja, ka rododendriem dediferencétas Siunas peroksidazes aktivitate ir
lielaka, neka diferencetas.

Linum usitatissimurn hipokotila [McDougall et al., 1992] un Nicotiana
tabacurn L. epidermas [Thorpe et al., 1978] eksplantiem dediferencéjoties,
audos konstatéts peroksidazes aktivitates pieaugums, salidzinajuma ar izejas
materiala audiem. Savukan Ficus religiosa L. eksplantos konstatéta lielaka
peroksidazes aktivitate neka kallusos [Lal et al., 1988]. Tas lauj secinat, ka
peroksidazes aktivitates izmainas diferencétos un nediferencétos audos ir
genétiski determinétas.

Literatura tiek atziméts, ka tikai dala no peroksidazes izoformam, kas ir
eksplantos, saglabajas ari kallusos [McCown et al.,, 1970; Lal et al., 1988].
Attieciba par rododendru izoproksidazém, sadu salidzinajumu nevar veikt, jo
eksplantos bija tik zema fermenta aktivitate, ka nav zinams, vai tikusas izdalitas
visas izoformas.

Peroksidazes aktivitates dinamika tika noteikta, par substratu izmantojot
benzidinu. Gan ziedu, gan vegetativo galotnes pumpuru eksplantu
kalusogenézes laika peroksidazes aktivitatei bija tendence pieaugt attieciba
pret eksplanta audiem (19. att.). Jaatzimé, ka peroksidazes aktivitates dinamika
tika pétita, in vitro kultivéSanu uzsakot maija sdkuma, tatad kallusogenézi
neveicinosa - VII-VIII organogenézes etapa laika. Tomér visos variantos neliela

kallusa veido$anas tika novérota (20. att.). Tas vélreiz apstiprinaja, ka
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18. att. Peroksidazu izoformas dazadu sugu rododendru ziedu eksplantos un kallusos

(kallusi iegti uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l, tumsa)
A Skabas izoperoksidazes kallusos
B Baziskas izoperoksidazes kallusos
C Skabas izoperoksidazes eksplantos
1. Rh. canadense; 2. Rh. vaseyi; 3. Rh. japonicum; 4. Rh. luteum; 5. Rh. carolinianum;
6. Rh. mucronulatum; 7. Rh. ferrugineum; 8. Rh. hirsutum; 9. Rh. discolor;
10. Rh. caucasicum; 11. Rh. smirnowii; 12. Rh. catawbiense; 13. Rh. maximum
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9. tabula
Peroksodazes aktivitate intaktu rododendru organos (analizé ka substrats

izmantots benzidins)

Paraugs Peroksidazes aktivitate uz g svaigas masas
sekundé Rh. catawbiense Rh. luteum
Ziedpumpurs N 0.088 + 0.027
Driksna un irbulis N N
Seklotne, ziedgultne N 0.089 + 0.029
un ziedkats

Puteksnlapa N 0.394 + 0.147
Ziedlapa N 0.052 + 0.010
Zvinlapa N 0.129 + 0.034
Vegetativais pumpurs 0.017 £ 0.008 0.144 + 0.012
kopa ar dalu no dzinuma
Lapas - viengadigas N N

- divgadigas 0.088 + 0.030
Viengadiga dzinuma miza 0.141 + 0.026 0.492 + 0.148
Sakne 0.088 +0.088 0.135 £ 0.012

N - peroksidazes aktivitati nevar noteikt, jo absorbcijas spekirs nemainas

rododendriem dediferencétas Sunas ir salidzinosi

aktivitate. Ir konstatets,

augsta peroksidazes

ka peroksidazes aktivitate var buat atskiriga

dediferenciacijas un proliferacijas laika [McDougall et al., 1992)]. Lai konstatétu,

vai rododendriem peroksidazes aktivitate atSkiras dediferenciacijas un

proliferacijas laika, $ads eksperiments butu jaatkarto V - VI organogenéces

etapa laika.
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10. tabula

Kultivédanas apstaklu ietekme uz peroksidazes aktivitati H- 75/1 kallusos

(analizeé ka substrats izmantots gvajakols)

Barotne Peroksidazes aktivitate

(umol gvajakola-(g sv. masa)™' -min’™)

pamatbarotne IPA NES IES kallusogenéze kallusogenéze
mg/l mg/l mg/l tumsa gaisma

Andersona 0.48 + 0.05 0.88 + 0.00
Andersona 0.95+0.16 0.64 +0.10
Andersona 1.02 +0.12 0.42 + 0.08
Cimmermana 10 2.5 0.95 + 0.05 0.29 + 0.02
Cimmermana 10 8 0.58 + 0.09 0.49 £ 0.05
Cimmermana 15 0.83+0.13 0.64 + 0.03
Andersona 10 2.5 1.06 + 0.09 0.24 + 0.03
Andersona 10 0.83+0.15 0.52 + 0.03
Andersona 15 4 1.22 + 0.28 0.73 + 0.09
Raksturigi, ka peroksidazes aktivitatei Rh. catawbiense kallusos no

vegetativajiem un generativajiem eksplantiem bija tendence bt zemakai, neka
Rh. luteum attiecigajos kallusos. Vienlaicigi, salidzinot So sugu eksplantus
jaatzimé, ka talit péc izoléSanas Rh. catawbiense {enerativiem un ipaSi
véQetativiem eksplantiem bija novérojama spéciga audu brinéSana, ko var
uzskatit par vizualu oksidativa stresa pazimi [Benson et. al., 1992]. Tas nozime,
ka Rh. catawbiense eksplanta audi bija oksidativa stresa stavokli. Varéja
novéerot, ka ziedu ekspalantu dediferenciacijas laika un kallusa proliferacijas
sakuma, Rh. catawbiense oksidativa stresa pazimes izzuda, bet prolifergjot, ar
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11. tabula
Dazadu sugu rododendru kallusi un to peroksidazes aktivitate; rezultati fikseti
péc 2 ménesu kultivéSanas uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/I

tumsa (peroksidazes analizei ka substrats izmantots gvajakols)

Peroksidazes aktivitate
Suga Kallusa izmérs ( pmol gvajakola -

(g sv.masa) ' - min ")

Rh. hirsutum 000 0.31 +£0.03
Rh. ferrugineum 00 -000 0.29 £ 0.02
Rh. carolinianum 00 3.89 £ 0.56
Rh. mucronulatum 0-00 2.03+0.88
Rh. discolor 000 ~ 0.68£0.01

Rh. catawbiense 00-000 0.31 £0.04
Rh. smirnowii 00 2.92 +0.22

Rh. caucasicum 000 1.02+0.10
Rh. maximum O 3.01 £0.43
Rh. vaseyi (0]0) 1.13+0.10
Rh. canadense 0 0.90 +0.09
Rh. japonicum 00 20.92 +2.17
Rh. luteun 00 3.75 +0.00

O - kalluss 2 reizes mazaks par eksplantu; OO - kalluss 2 lidz 5 reizes lielaks

par eksplantu; OOO - kalluss ir vairak neka 6 reizes lielaks par eksplantu

laku atkal paradijas. Rh. catawbiense vegetativajiem pumpuriem
dediferencéjoties un kallusa kulturai proliferéjot, nekrozes pazimes bija
salidzinosi vél izteiktakas neka ziedu eksplantiem. Rh. luteum, vegetativo un

zieda eksplantu kallusiem prolifergjot, ar laiku ari paradijas oksidativa stresa



peroksidizes aktivitate g (sv. masa)-1 s-1

peroksidazes aktivitate g(sv. masa)-1 s-1

DO Rh. luteum (tumsa)
30 @ Rh. catawbiense (tumsa)
B Rh. catawbiense (gaisma) ]
25 +
20 +
15 +
10 +
5 1
0 & P % il X
ekspl. 1 2 3 4 6 4 8 14
nedélas
35 ‘V‘
T A Rh. luteum (tumsa) |
30 1 W Rh. catawbiense (tumsa) |
@ Rh. catawbiense (gaisma) J
25 +
20 +
15 4 L
10 +
5 4
0 ____._‘-L_ X
ekspl. 1 2 3 4 6
nedélas

19. att. Peroksidazes aktivitates dinamika kallusa attistibas laika
( —)p» parstadiSana uz jaunas barotnes; ekspl.- eksplants;
X - paraugi nav analizéti)
Kallusu ieguanai izmantota Andersona barotne ar IPA 8 mg/l un NES 2 mg/|
Analizei ka substrats izmantots benzidins
A Kallusi veidojuSies no ziedu eksplantiem
B Kallusi veidojusies no vegetativo pumpuru eksplantiem
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pazimes, bet salidzinoi daudz vélak neka Rh. catawbiense. Zimigi, ka ari
peroksidazes aktivitatei bija tendence but augstakai tiesi Rh. luteum kallusa (19.
att.), ka ari intakta auga audos kopuma (9. tabula).

20. att. Kallusi no ziedu eksplantiem, kas izoléti maija sakuma

pa kreisi - Rh. lutreum, pa labi - Rh. catawbiense

(péc 2 ménesu kultivésanas tumsa uz Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un
NES8mg/l); +—— -1cm

No vienas puses ir zinams, ka zemaka antioksidativo fermentu aktivitate,
pieméram, katalazes [Benson et al., 1992], raksturiga kallusiem, kas ir jutigaki
pret oksidativo stresu. Bet no otras puses, uzskata, ka augstaka antioksidativo
fermentu aktivitate, pieméram, katalazes [Siminis et al., 1994] var noradit uz to,
ka audi tiek paklauti oksidativajam stresam. No eksperimentiem ar
rododendriem tomér jasecina, ka tiesi pret oksidativo stresu tolerantakajai sugai
Rh. luteum, ko noradija salidzinoSi vélaka audu brinésana in vitro un eksplantu
nebrinéSana, bija salidzinoSi augstaka peroksidazes aktivitate gan intakta auga
audos (9. tabula), gan kallusos (19. att.), neka tas bija Rh. catawbiense. Tatad
augstaka peroksidazes aktivitate norada uz auga lielaku izturibu pret oksidativo
stresu. No iegdtajiem rezultatiem varéja secinat, ka viens no iespéjamiem
biokimiskajiem raditajiem kultdru attistibu atSkiribu novértésanai starp dazadam
sugam varétu bat peroksidazes aktivitate jau intakta auga, ka ari audos kallusa
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kultaras attistibas laika. Gan Saja eksperimenta, gan ari paréjos eksperimentos,
visiem izméginatajiem rododendriem, kallusam augot vienmér tika novérota
audu brinésanas tendence. Tas varétu liecinat par Rhododendron L. gints augu
audiem raksturigu pastiprinatu jutibu pret oksidativo stresu izraisoSiem
faktoriem in vitro.

Kallusi, kas bija izveidojusies dazadu kultivédanas apstaklu rezultata no
H-75/1 ziedpumpuru eksplantiem redzami 21. attéla. Tumsa, neatkarigi no
barotnes sastava, tika ieguti dzelteni, miksti vai dzeltenbalti, kompakti
neorganogéni kallusi. Visintensivak kallusi attistjas uz Andersona barotnes ar
IPA 2 vai 3 mg/l un NES 8 vai 4 mg/l (21. A att.). Gaisma (16 h fotoperiods)
eksplanti sintezéja hlorofilu, to izméri pieauga; bet kalluss veidojas vaji, tie bija
dzeltenbrini miksti vai zali kompakti (21. B att.). Kopuma uz organogénézi
stimuléjosam barotnem ar IPA un IES, kallusiem vél nebija novérojama
graudainas virsmas veido$anas, kas vizuali liecinatu par organogéna kallusa
veido$anos, iznemot paris atkartojumos uz Cimmermana barotnes ar IPA 10
mg/l un IES 8 mg/l.

Eksperimentos iegutie rezultati, ka kallusos, kas izveidojuSies dazadu
kultivéSanas apstaklu ietekmé (21. att.) peroksidazes aktivitate bija atskiriga (10.
tabula). Tika konstatéts, ka aktivitatei bija tendence but lielakai augstakai
kallusos, kas kultivéti tumsa (10. tabula). Lidziga tendence tika novérota ari
peroksidazes aktivitatei kallusos, kas kultiveti uz Andersona barotnes, gan
gaisma, gan tumsa, salidzinot ar kallusiem, kas veidojusies uz Cimmermana
barotnes (10. tabula). Tatad peroksidazes aktivitatei bija tendence bit augstakai
kallusos, kas veidojuSies kallusogenézi veicinoSos apstaklos (fajos ari audu
nekroze bija salidzinosi vajaka). lespé&jams, ka rododendru tendenci uz
oksidativo stresu in vitro varétu mazinat korigéjot kultiveSanas apstak|us.
Peroksidazes aktivitate varétu bit viens no iesp&jamiem biokimiskiem raditajiem
kallusa kultras attistibas kontrolei. Paraléles starp fitohormonu sastavu barotné
un peroksidazes aktivitati kallusos neizdodevas atrast.

Eksperimenti paradija, ka H-75/1 kallusos, kas iegiti uz dazadam

barotném, gaisma un tumsa, gan skabo, gan bazisko izoperoksidazu izoformu
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21. att. Kallusi, kas veidojuSies dazadu kultivésanas apstak|u ietekmé no H-75/1
ziedu eksplantiem; +—— -1cm

A tums3a; B gaisma

pa kreisi: vidu: pa labi:
Andersona barotne ar Andersona barotne ar Cimmermana barotne ar

IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l | IPA 10 mg/l un IES 2.5 mg/l| IPA 10 mg/l un IES 2.5 mg/|
IPA3 mg/lunNES 4 mg/l | IPA15mg/lunlES 4mg/l | IPA 15 mg/l un IES 4 mg/l
IPA5 mg/l un NES 1 mg/l | IPA 10 mg/l un 8 mg/l IPA 10 mg/l un IES 8 mg/I
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skaits ir vienads visos variantos (22. att.). Ka redzams skabas izoformas (22. A
att.) bija vairak neka baziskas (22. B att.).

Zhou (1992) uzskata, ka fitohormoni barotné neietekmé peroksidazu
kvalitativo sastavu kallusos, bet tas ir atSkirigs dazadas diferencétibas pakapes
audos, pieméram, embriogénos un neembriogénos kallusos. Vind secina, ka
variantos ar lidzigu audu diferenciacijas pakapi, kaut ari tie ir veidojusies uz
barotném ar dazadas koncentracijas fitohotmoniem, izoperoksidazu spektrs ir
vienads, bet nedaudz atSkiras to aktivitates. Lielaka peroksidazes aktivitate un
atskirigs izoformu kvalitativais sastavs embriogéna kallusa, salidzinajuma ar
neembriogénu ir konstatéta - Daucus carota L. [Wochok et al., 1974], Citrus
sinensis [Kochaba et al., 1977], Phoenix dactylifera L. [Baaziz et al., 1994].
Toties Ipomoea batatas (L.) Lam embriogéna kallusa veido$anos no
neembriogéna pavada peroksidazes aktivitates un izoformu skaita
samazinasanas [Alves et al., 1994]. Ir konstatéts, ka kallusogenézi un $dnu
proliferaciju [Ray et al., 1987], dzinumu [Fett-Neto et al., 1992; Maheswaran et
al., 1992] un saknu [Fett-Neto et al., 1992; Gaspar et al., 1992; Kevers et al.,
1992] iniciaciju pavada izmainas peroksidazes aktivitaté un izoformu
daudzveidiba. Lidz ar to var secinat, ka izmainas peroksidazu kvalitativaja un
kvantitativaja sastava atkarigas no morfogenétiskajiem procesiem audos.
legitie rezultati rada, ka kultivésanas apstak|i bija ietekméjusi peroksidazes
aktivitati rododendru kallusos (10. tabula). Tomér visos variantos vienadais
izoperoksidaZzu spektrs (22. att.) liek domat, ka nebija notikusi pietiekami
intensivi diferencésanas procesi, un visi iegatie kallusi ir lidziga attistibas
pakapé.

Tumsa dazadu sugu neorganogéni kallusi, kas ieguti uz Andersona
barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l, bija atskirigi péc lieluma (11. tabuia),
strukturas un pigmentacijas. Eksperimenta tika ieguti rezultati, ka dazadu sugu
kallusos peroksidazes aktivitate ir atSkiriga (11. tabula). Nevaréja vilkt paraléles
starp kallusogenézes intensitati un peroksidazes aktivitati, kaut gan Volters
(1975) pienem, ka Populus tremuloides Michx. kallusu svaiga masa korelé ar Si

fermenta aktivitati.
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22. att. Peroksidazu izoformas H-75/1 kallusos, kas kultivéti dazados apstak|os
(kallusi ieguti no ziedu eksplantiem)

A Skabas izoperoksidazes
Kallusu kultiveSanas apstakli:
1. Andersona bar., IPA 2 mg/l, NES 8 mg/l ; tumsa
2. Andersona bar., IPA 3 mg/l, NES 4 mg/l ; tumsa
3. Andersona bar., IPA 5 mg/l, NES 1 mg/l ; tumsa
4. Cimmermana bar., IPA 10 mg/l, IES 8 mg/l; tumsa
5.Cimmermana bar., IPA 10 mg/l, IES 2.5 mg/l; tumsa
6. Cimmermana bar., IPA 15 mg/l, IES 4 mg/l; tumsa
7.Andersona bar., IPA 2 mg/l, NES 8 mg/l ; gaisma
8. Andersona bar., IPA 3 mg/l, NES 4 mg/l ; gaisma
9. Andersona bar., IPA 5 mg/l, NES 1 mg/l ; gaisma
10. Cimmermana bar., IPA 10 mg/I, IES 8 mg/l; gaisma
11. Cimmermana bar., IPA 10 mg/l, IES 2.5 mg/l; gaisma

12. Cimmermana bar., IPA 15 mg/l, IES 4 mg/l; gaisma

B Baziskas izoperoksidazes
Kallusu kultive$anas apstakli:
1. Andersona bar., IPA 2 mg/l, NES 8 mg/I ; tumsa
2. Andersona bar., IPA 3 mg/l, NES 4 mg/l ; tumsa
3. Andersona bar., IPA 5 mg/l, NES 1 mg/l ; tumsa
4. Cimmermana bar., IPA 10 mg/l, IES 2.5 mg/l; tumsa
5. Cimmermana bar., IPA 10 mg/l, IES 8 mg/l; tumsa
6. Cimmermana bar., IPA 15 mg/l, IES 4 mg/l; tumsa
7. Andersona bar., IPA 10 mg/l, IES 2.5 mg/l; tumsa
8. Andersona bar., IPA 10 mg/l, IES 8 mg/l; tumsa
9. Andersona bar., IPA 15 mg/l, IES 4 mg/l; tumsa
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Toties katras rododendru sugas kallusa audos, kas ieguti vienados apstaklos,
tika konstatéts atskirigs skabo un bazisko izoperoksidazu sastavs (18. B, C att.).
Eksperimenta rezultata varéja secinat, ka izoperoksidaZu spektru kallusos
ietekmé taksons.

Ir zinams, ka peroksidazes kvalitativa sastava pétijumus uzskata par
perspektiviem §enétiskaja identifikacija [Bassiri, 1976; JleButec, 1986;
Krzakowa, 1991; Zheng et al., 1993]. Lai atrisinatu atsevikas neskaidribas
rododendru sistematika, ka ari $kirnpu identifikacijai un in vitro materiala
genétiskas stabilitates konstatéSanai, blakus tradicionalajam morfologiskajam
taksonomijas metodém, bitu nepiecieSama salidzino8i vienkarSa un preciza
biokimiska genotipu atSkirSanas metode. Ir meéginajumi rododendru
hemosistematika izmantot flavonoidus [Spethmann, 1975; King, 1977; De
Loose, 1979; Blumenberg, 1989]. Darba iegutie rezultati rada, ka peroksidazu
kvalitativa sastava analize varétu bit perspektiva rododendru genétiskajai
identifikacijai. Spriezot péc iegutajiem rezultatiem, rododendru audos in vivo ir
zema peroksidazes aktivitate (9. tabula), lidz ar to elektroforétiski ir gruti izdalit
izoformas. Tadél, analizei varétu izmantot in vitro kallusus (to attistibas
sakumstadijas), jo tajos peroksidazes aktivitate ir lielaka. Vél in vitro materiala
priekSrocibas ir kontroléjami kultivéSanas apstakli, lidz ar to ir iespéja vienmeér
iegut audus viena un taja pasa attistibas stadija. Tas ir ipasi svarigi, jo saskana
ar PleSkova [Mnewkos, 1975], Gaspara [Gaspar et al., 1982], Sarsanbajeva
[CapaHbaeB u gp., 1982] un Andrejevas [AHapeeBa, 1988)] secinajumiem, kas
ieguti apkopojot dazadu pétijumu rezultatus - izmainas apkartéja vide un
attistibas pakape, kas var but ari savstarpéji saistitas, ietekmé peroksidazu
kvalitativo un kvantitativo sastavu. Turpmakaja darba butu janoskaidro
izoformu stabilitate rododendru kallusos, kas ir ieguti no dazada laika un

attistibas pakapé izolétiem eksplantiem, ka ari kallusu subkuitivéjot.

Secinajumi no eksperimentos iegitajiem rezultatiem:
* Kallusu audos no ziedu ekspalntiem un vegetativajiem pumpuriem ir augstaka

peroksidazes aktivitate, neka eksplantu diferencétajos audos;
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* Peroksidazes aktivitati kallusos ietekméja parbauditie kultivésanas apstakli in
vitro, bet izoformu spektru tie neietekmé, acimredzot, kultivésanas apstakli nav
izraisijusi kvalitativas izmainas kallusu audu attistiba;

* Peroksidazes aktivitatei ir tendence bat lielakai kallusos, kas ieguti
kallusogenézi veicino$os apstakjos (uz Andersona barotnes tumsa);

* Starp peroksidazes aktivitati intakta auga un kallusa audos ir novérojamas
paraléles ar kallusa audu nekrozes intensitati - sugai ar zemaku peroksidazes
aktivitati bija novérojama intensivaka eksplanta audu branésana un salidzinosi
atraka nekrozes pazimju paradisanas kallusa audiem;

* Izoperoksidazu spektrs kallusos ir atkarigs no rododendra taksona;

* Intakta rododenda daZadu organu audos ir raksturiga zema peroksidazes

aktivitate.
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3. 3. Katalazes aktivitate kallusos atkariba no to kultivéSanas apstakliem

Lidzas peroksidazei, arvien lielaka uzmaniba tiek pievérsta katalazes
aktivitates pétiSanai dazadu augu in vitro kultiru attistibas laika saistiba ar
morfogenézi [Benson et al., 1992; Siminis et al., 1994; Dey et al,, 1995] un
vides un stresa faktoru ietekmi [Wakamatsu et al., 1993].

Viens no §i darba mérkiem bija raksturot rododendru kallusa kultdras
attistibu, izmantojot katalazes aktivitati audos. Izejot no ta eksperimentu
uzdevumi bija:

1) analizét katalazes aktivitati kallusos, kas attistijuSies atskirigos apstak|os,

2) analizét katalazes aktivitati kallusos, kas ieguti no dazadas attistibas stadijas
esosiem eksplantiem,

luteum un Rh. catawbiense lapas, ziedi, miza, saknes, kurus ievaca maija).

Eksperimentu rezultati paradija, ka intakta auga dazados generativajos
un vegetativajos organos katalazes aktivitate ir atSkiriga (12. tabula). Tika
konstatéts, ka dediferenciacijas laika katalazes aktivitate sasniedz savu
maksimumu (23. att.). Siminis [Siminis et al.,1994] uzskata, ka dediferenciacijas
process ir viens no katalazes aktivitati reguléjoSiem faktoriem. Laika, kad sakas
redzama kallusa paradiSanas, katalazes aktivitates dinamikai bija raksturiga
lejupslide (23. att.). Uz Andersona barotnes redzamu kallusa paradiSanos varéja
novérot péc 2 nedélu eksplanta kultivéSanas, bet uz Cimmermana barotnes,
nedaudz vélak.

Kallusam proliferéjot, katalazes aktivitatei bija tendence samazinaties
(23. att.). Katalazes aktivitdte samazinasanas novérota ari Vitis vinifera L.
[Siminis et al., 1994] un Oryza sativa L. [Dey et al, 1995] kallusa proliferacijas
laika.

Salidzinot Rh. catawbiense un Rh. luteum maija un septembr izolétu
ziedpumpuru kallusogenézi, varéja konstatét, ka maija izolétu eksplantu kallusi
veidojas vaji. To var izskaidrot, tadgjadi, ka maija, eksplantu izolésanas bridi,

lidz ziedé$anai ir apméram meénesis, tatad augs atrodas VII-VIIl organogenézes
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Katalazes aktivitate intaktu rododendru organos

12. tabula

Katalazes aktivitate

Paraugs ( umol H,0, - (g sv. masa)” - min ')
Rh. catawbiense Rh. luteumn
Ziedpumpurs 433.92 +26.89 498.28 + 17.08

Séklotne, ziedgultne un
ziedkats

Ziedlapa
Puteksnlapa

Ziedkopas
zvinlapa

Vegetativais pumpurs
Lapas - viengadigas
- divgadigas

Viengadigo dzinumu
miza

Sakne

229.82 + 43.28

116.07 + 8.57
40.87 + 7.05
62.34+ 2.71

203.56 + 14.91
25.63 + 5.62
148.30 +18.10
68.72 + 7.81

105.77 £ 11.76

259.00 + 24.09

225.34 + 15.32
65.38 £10.23
52.80 = 7.09

365.67 + 59.59
528.14 + 9.17

138.10 + 23.09

39.50 + 8.38

etapa, kura, ka jau iepriek§éjos eksperimentos tika konstatéts, rododendru
ziedu eksplantu kallusogenéze ir vaja. Jaatzime, ka ari vegetativo galotnes
pumpuru eksplantu kallusogenéze maija bija vaja.

Raksturigi, ka maija izolétu eksplantu kallusa veido$anas laika katalazes
aktivitates dinamikas tendences (24. att) atskiras no tam, kadas bija
konstatéjamas septembri izolétu eksplantu kallusogenézes laika (23. att.). Tas
nozimé, ka ne tikai kallusogenézes potences, bet ari kallusu biokimiskie raditaji

atskiras dazados auga attistibas stavokjos izolétiem eksplantiem.
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Tika novérotas dazadu sugu kallusa attistibas atSkiribas, kas raksturigas
neatkarigi no auga attistibas stavokla, kada izoléts eksplants. Rh. catawbiense
ziedu, bet ipaSi vegetativo pumpuru eksplantu audi brin&ja talit péc to
izolésanas, ari kalluss sak branét ievérojami atrak neka Rh. luteum. Rh. luteum
eksplanta audu bruné3ana izoléSanas laika netika noverota.

Katalazes aktivitate Rh. catawbiense ziedu un vegetativo pumpuru
eksplantos bija zemaka, neka Rh. luteum eksplantos (23. att.; 24. att.). Ir doma,
ka audi, kuros katalazes aktivitate ir bijusi augstaka, veidojot kallusu, $inas tiek
mazak paklauti brivo radikalu iedarbibai [Benson et al., 1992]. Tada gadijuma
no iemesliem, kadé| Rh. catawbiense kallusi bruné atrak.

Kallusogenézes sakuma katalazes aktivitatei Rh. catawbiense audos bija
tendence pieaugt, salidzinajuma ar katalazes aktivitati eksplantu audos (23.
att.; 24. att.). PieaugoSu katalazes aktivitati uzskata par vienu no biokimiskajiem
signaliem, kas liecina par oksidativo stresu [Siminis et al., 1994]. Ir doma, ka
dediferenciacijas [Benson, 1992] un neorganozétas Sunu proliferacijas [Dey et
al., 1995] laika ir pastiprinati oksidativa stresa apstakli. Bensons [Benson et al.,
1994] ir konstatéjis, ka Vitis vinifera L. kallusogenézes un kallusa proliferacijas
laika, audos uzkrajas savienojumi, kas rodas oksidativa stresa rezultata un ir
raksturigi novecojo$am augu un dzivnieku $inam. Oksidativajiem procesiem
intensificéjoties, inducéjas katalazes aktivitate [Siminis et al., 1994]. Tatad var
pienemt, ka Rh. catawbiense dediferenciacijas process bija vairak tendéts uz
oksidativa stresa stavokla veidosanos.

Kallusiem proliferéjot, audu bruné$anas pazimes varé€ja noveéerot, ne tikai
Rh. catawbiense, bet vélak ari Rh. luteum. Abam sugam katalazes aktivitates
dinamikai kallusu proliferacijas laikd bija tendence samazinaties. Bensons
(1992) uzskata, ka kallusa §unas ir izturigakas, ja proliferacijas laika katalazes
aktivitate nesamazinas.

Kallusu proliferacijas laika varéja konstatét, ka Rh. luteum kallusi tomeér
bija izturigaks pret oksidativo stresu, kas izpaudas salidzinoSi vélaka kallusa

audu brunésana. Raksturigi, ka Rh. luteumn intakta auga lielakajai dalai
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24. att. Katalazes aktivitates dinamika kallusa attistibas laika.
Andersona barotne ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/l.

A kalluss veidots no ziedu eksplantiem (Rh. catawbiense)
B kalluss veidots no vegetativo pumpuru eksplantiem (Rh. catawbiense)

C Rh. luteum Kalluss iegits no ziedu un vegetativo pumpuru eksplantiem, kas kultiveti tumsa.
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parbauditajos organos katalazes aktivitatei bija tendence but augstakai neka
Rh. catawbiense organos. lespéjams, ka tas liecina par genétiski noteiktu
lielaku izturibu pret oksidativo stresu izraisoSiem kairinatajiem Rh. luteun
salidzinajuma ar Rh. catawbiense. Tomér, iespéjams, ka pasreiz€ja nespeja
iegut ilgstosi proliferéjoSu rododendru ziedu kallusa kultdru virkné izmantotajos
kultivéSanas apstaklos, bija saistita ar parmérigu oksidativo stresu izraisosas
vides ietekmi, par ko liecindja katalazes aktivitates samazinasanas, vienlaicigi
ar audu brunésanu kallusa proliferéSanas laika. Tas varétu nozimét, ka
kultiveSanas vidé jaizdara kvantitativas un, iespéjams, kvalitativas izmainas,
pieméram barotnei pievienojot antioksidantus.

Eksperimentu rezultata tika konstatéts, ka katalazes aktivitate kallusos,
kas kultiveti uz dazadam barotném, bija atskiriga (13. tabula). Ari Saja
eksperimenta bija novérojama sakariba starp kallusa attistibu un katalazes
aktivitati. Aprilt/junija - kallusogenézei nelabvéliga laika, kalluss visos variantos
attistjas vajak, neka septembri/novembri. Katalazes aktivitatei aprili/junija
iegitos kallusos ir tendence bt mazakai, neka kallusos, kas veidojusies no
rudeni izolétiem eksplantiem (13. tabula). Tatad kallusogenézi stimuléjo$a auga
attistbas stadija V-VI organogenézes etapa, izolétu eksplantu kallusos,
katalazes aktivitatei bija tendence bit augstakai, neka kallusos, kas tika ieguti
no pavasari izolétiem eksplantiem (VII-VIIl organogenézes etaps), kad
kallusogenéze bija vaja.

Salidzinot rudeni iegutos kallusus, bija redzams, ka katalazes aktivitatei
bija tendence but lielakai kallusos, kas attistijuSies tumsa (13. tabula), tatad
apstaklos, kas veicina kallusogenézi. Gaisma uz Cimmermana berotnes ar IPA
15/10 mg/l un IES 4/2.5 mg/l rudeni tika ieguti organogéni H-75/1 kallusi. Tim
bija raksturiga lielaka katalazes aktivitate, neka neorganogéniem kallusiem
gaisma (13. tabula). Varétu bit, ka paaugstinata katalazes aktivitate, lidzigi ka
peroksidazes aktivitate [Lal et al., 1988; Zhou et al, 1992], liecina par
diferencétu struktiru veido$anos. Tomeér tieSas paraléles starp fitohormonu

koncentraciju barotné un katalazes aktivitati audos neizdevas konstatét.
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13. tabula

Katalazes aktivitate eksplantos un kallusos atkariba no kultivéSanas apstakjiem un

eksplantu izoléSanas laika

Barotne Fitohormoni Katalazes aktivitate (umol H,O, g(svaiga masa)™ min”'
mg/l tumsa gaisma tumsa gaisma
aprilis/junijs septembris/novembris
Ry4-128/2
Andersona |IPA/NES 51 93.98 + 11.61 | 59.68 + 13.76 239.10 + 21.86 | 187.84 + 16.47
IPA/NES 3/4 | 93.53 + 14.88 | 56.55 + 8.35 247.02 + 13.59 | 196.60 + 5.25
IPA/NES 2/8 | 141.77 +34.13| 58.55+ 0.70 193.63 + 16.01 | 256.01+ 4.76
Cimmermana |IPA/IES 10/8 | 135.86 + 35.03 | 194.11 + 17.13 226.15+6.56 |176.28 +27.73
IPA/IES 15/4 | 185.42 +6.04 | 85.76 + 10.33 190.87 + 18.94 | 154.41 £9.72
IPA/IES 10/2.5 | 76.41 +6.23 |217.02 + 48.58 72,66 +7.83 | 56.36 + 2.53
Rh. luteum
Andersona |IPA/NES 5/1 | 125.73 +10.22 | 38.73 + 0.00 258.64 + 40.12 (161.86 + 63.87
IPA/NES 3/4 | 142.28 + 35.10 | 142.39 + 43.23 196.58 + 32.24 | 138.15 +15.44
IPA/NES 2/8 | 88.60 + 14.02 | 241.96 + 22.65 196.26 + 36.49 [ 156.70 + 41.95
Cimmermana (IPA/IES 10/8 75.27 + 8.61 28.02 + 4.43 175.76 + 23.44 ({110.34 + 12.30
IPAJIES 15/4 | 192.46 +22.56 | 23.44 + 3.24 227.26 + 2.53 [109.48 + 25.47
IPA/IES 10/2.5 | 47.69 +6.22 | 70.58 + 15.72 170.36 + 15.72 | 203.27 + 38.16
H-75/1
Andersona  [IPA/NES 5/ 132.23 + 15.02 | 140.13 £ 17.02
IPA/NES 3/4 190.30 + 15.60 | 112.11 +8.63
IPA/NES 2/8 187.40 + 15.35 | 139.69 + 5.78
Cimmermana (IPA/IES 10/8 175.11 + 21.34 [ 143.69 + 26.30
IPA/IES 15/4 103.30 + 6.30 |210.66 + 34.17
IPAJIES 10/2.5 222.92 + 21.10 | 231.06 + 9.29

Ziedu eksplantos:

Aprili

R;4-128/2 142.14 +29.82;
Septembri Ry4-128/2 82.49 + 8.46;

Rh.Juteum 262.96 + 28.28

Rh. luteum 377.09 + 24.95; H-75/1 240.83 + 13.80
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Secindjumi no eksperimentos iegatajiem rezultatiem:
* Kallusogenézes procesas katalazes aktivitate audos ir augstaka, neka kallusu
proliferacijas laika: aktivitate sak samazinaties, paradoties redzamiem kallusa
audiem;
* Salidzinosi zemaka katalazes aktivitate eksplantu audos korelé ar salidzinosi
atraku kallusa audu nekrozi in vitro;
* Katalazes aktivitati kallusos, iespéjams, ietekmé audu diferencétibas pakape
in vitro;
* Katalazes aktivitatei ir tendence bat lielakai kallusos, kas veidojusies
kallusogenézi veicino$os apstaklos, tas ir - uz Andersona barotnes tumsa, no
Ziedu eksplantiem, kas izoléti V-VI organogenézes etapa;
* Salidzinodi augstaka katalazes aktivitate intakta auga dazados organos varétu
noradit uz attieciga taksona lielaku izturibu pret oksidativo stresu izraisosu
faktoru iedarbibas sekam in vitro un, iespéjams, ka lidz ar to ari taksona lielaku

piemérotibu kallusa kultiras iegisanai.
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3. 4. Fenola savienojumi rododendru kallusos

Ir konstatéts, ka fenola savienojumu kvalitativais un kvantitativais sastavs
var izmainities lidz ar Sunas un audu diferencétibas pakapi [Salaj et al., 1992;
3arockuHa v gp., 1994]. Bez tam, fenola savienojumu sastavuin vitro kultara
var ietekmét kultive3anas apstakli [3arockuna u ap. ,1986; Ishimaru et al., 1993;
Zaprometov et al., 1993].

Viens no §i darba mérkiem bija, izmantot fenola savienojumu kvalitativo
analizi, lai raksturotu rododendru kallusus, kas veidojusSies dazados
kultiveSanas apstaklos. Tadél eksperimenta uzdevums bija: noskaidrot fenola
savienojumu spektru dazadu taksonu rododendru kallusos, kas veidojusies
atskirigos kultivéSanas apstak|os, un ziedu eksplantos.

Kultive8anas rezultata, atkariba no apstakliem, tika ieguti dazada veida
kallusi, kas atSkiras péc pigmentacijas, lieluma un strukturas. 14. tabula ir
noradita kallusa krasa,; divvirzienu hromatografija izdalitais fenola savienojumu
skaits un iss kallusa raksturojums, noveértéjot kallusa lielumu un attistibu ballés.
Varianta Nr. 13 bija izveidojies loti liels, neorganogéns, vitrificéts kalluss. Dalu
bezkrasaina kallusa atdalija no eksplanta (Nr. 13°) un analizéja atseviski.

Salidzinot fenola savienojumu kvalitativo sastavu eksplantos (25. att.) un
kallusos (14. tabula), ir redzams, ka kallusos fenola savienojumu daudzveidiba
bija mazaka, iespéjams ari, ka atSkiriga. H-75/1 eksplantu hromatogramma péc
apskates UV gaisma un kraso8anas ar FeCl, un Fast Blue RR sali tika lokalizéti
27 savienojumi (25. A att.), bet neviena in vitro varianta nebija vairak par 21 (14.
tabula kalluss Nr. 11). Lidziga aina bija vérojama arn R;4-128/2 - eksplantu
hromatogramma tika lokalizéti 23 savienojumi (25. B att.), bet kallusos, ne
vairak par 18 (14. tabula kalluss Nr. 2). No eksplanta pilnigi atdalita kallusa Nr.
13’ tika konstatéts mazaks fenola savienojumu skaits neka kallusa kopa ar
eksplantu Nr. 13 (14. tabula). Tas lauj secinat, ka dediferencétas struktaras in
vitro fenola savienojumu daudzveidiba bija mazaka neka diferencétajos

eksplanta audos. lespé€jams, tomeér, ka ari pasa eksplanta, kallusa veidoSanas
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14, tabula

KultivéSanas apstak|u ietekme uz rododendru kallusu veidoSanos un fenola savienojumu spektru tajos

Barotnes sastavs un kultivéSanas apstakli
Andersona bar. Cimmermana bar. Cimmermana bar.
Rododendrs | Kallusa raksturojums IPA 2 mg/l IPA 10 mg/| IPA 15 mg/I
NES 8 mg/l IES 8 mg/I IES 4 mg/l
gaisma tumsa gaisma tumsa gaisma tumsa
R,4-128/2 Nr. p. k. 1. 2. 3. 4, 5. 6.
Krasa gaiSi za|§ gai8i dzelt. gaiSizalS pelékibalts zal$ peléks
Novértéjums, balles 2 6 1 3 2 2
Fenola sav. skaits 9 18 7 9 17 13
H-75/1 Nr. p. k. 7. 8. 9. 10. 11. 12.
Krasa peléks dzeltens zals balts zals balts
Novértéjums, balles 5 6 2 6 6 6
Fenola sav. skaits 12 13 15 14 21 15
‘Nova Zembla’ Nr. p. k. 13. /13 14. 15. 16. 17. 18.
Krasa za|$/bezkras. gaisi dzelt. gaisi zal§ balts zal8 balts
Noveértéjums, balles 2/5 5 6 6 6 6
Fenola sav. skaits 14/7 14 9 20 20 13

Novertéjums ballés:
1; 2 - eksplants izskatas uzbriedis, deforméjies, kalluss nav izveidojies;
3; 4; 5 - ir izveidojies kalluss, pieaugosais ballu skaits atbiist izmeéra lielakiem kallusiem;

6 - gaisma veidojas organogéns kalluss, ta virsma ir graudaina, tumsa izveidojas salidzino$i lielakie kallusi.



laika bija notikuSas izmainas fenola savienojumu sastava, jo visos paréjos
variantos fenola savienojumu analizei kallusi netika atdaliti no eksplantiem.

Literatura ir dati par to, ka fenola savienojumu sintézes intensitate intakta
auga dazados organos salidzindjuma ar kallusa kulttru var but atskiriga, ka arn
var atSkirties fenola savienojumu kvalitativais sastavs. Pieméram, Camellia
sinensis L. [3arockuHa u ap. , 1988] unAlhagi kirghisorum Screnk [Canko u gp. ,
1992] kallusa kulturas fenola savienojumu sintéze ir vajaka, neka matesauga,
atSkiras ari fenola savienojumu kvalitativais sastavs. Atsevisku fenola
savienojumu sintézes intensitate Alhagi kirghisorum Screnk [Canko u gp. , 1992]
un Epimedium diphyllum [Yamamotu et al., 1992] kallusa kultira var pat
pieaugt. Cornus kousa kallusa ir identificéti tie pasi fenola savienojumi, kas
matesauga, atskirigs ir tikai to daudzums [Ishimaru et al. 1993]. Tas nozime, ka
fenola savienojumu kvalitativais un kvantitativais sastavs diferencetos un
nediferencétos audos dazadiem taksoniem atSkiras.

Ka jau minéts, rododendru ziedu eksplantu uz barones ar dazadiem
fitohormoniem, gaismas/tumsas ietekmé veidoja kallusus, kas atskiras ne tikai
péc strukturas, pigmentacijas un izmeéra, bet ari péc fenola savienojumu
kvalitativa sastava. Tatad véja secinat, ka kultivésanas apstak|i in vitro ietekmé
fenola savienojumu kvalitativo sastavu rododendru kallusos.

Literatara ir dati par Alhagi kirghisorum - kallusogenézi ietekmé
fitohormonu sastavs barotné un fotoperiods, bet fenola savienojumu
daudzveidibu kultivéSanas apstakli neietekmég, tie var ietekmét vienigi fenola
savienojumu koncentraciju audos [Canko wu pgp., 1992]. Pretéji tam, Neera
[Neera et al.,, 1992] noverojis, ka Sapium sebiferum kallusa kulturas attistiba
nemainas atkariba no NH,NO; klatbutnes barotné, bet tas var ietekmét
atseviSku fenola savienojumu sintézes intensitati. Lidz ar to var secinat, ka
kultiveSanas apstakli atskirigi ietekmé fenola savienojumu sastavu kallusos
dazadiem taksoniem, kas veidojusSies dazados kultivéSanas apstaklos. Tomer
pastav jautajums - vai fenola savienojumu kvalitativa sastava atskiribas
rododendru kallusos izraisa kultivéSanas apstakli, vai ari So apstaklu rezultata

radudas atskiribas kallusa audu attistibas (diferencétibas) pakapé.
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25. att. Fenola savienojumu hromatogramma. Ziedu eksplanti.

(X - parauga uzne$anas vieta (starts))
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Analizéjot intensivi zalos kallusa audus, kas veidojusies gaisma (16 h
fotoperiods) Nr. 5, 9, 11, 17, tika lokalizéts lielaks fenola savienojumu skaits
neka paréjos variantos (14. tabula). Lielaks fenola savienojumu skaits ir
konstatéts ari Camellia sinensis [3arockuHa n ap., 1987; Cy66otuHa u gp.,
1987; CtpekoBa u fip., 1989] gaisma augusa kallusa, salidzinajuma ar kallusu,
kas veidojies tumsa. Intensivaku fenola savienojumu sintézi saista ar Sunas
organoidu, ipasi hlorplastu, diferenciaciju gaisma [3arockuHa u ap., 1987,
Cy66otuHa un pap., 1987; CtpekoBa u pp., 1989]. Ir noverots, ka turot
apgaismojuma Carpinus betulus etioleétos dzinumus, tajos sak sintezéties
hlorofils un ar laiku fenola savienojumu kvalitativais sastavs izveidojas tads
pats, ka gaisma visu laiku auguSiem dzinumiem [Englert et al.,, 1991]. Tadeé|
likumsakariga ir lielaka fenola savienojumu daudzveidiba hlorofilu sintezéjoSos
rododendru kallusos, salidzindjuma ar heterotrofiem audiem. Tas ari vélreiz
netiesi apstiprina Subbotinas [Cy66oTtuHa u ap., 1987] un Strekovas [Ctpekosa
u ap., 1989] secinajumus par hloroplastiem ka vienu no fenola savienojumu
sintézes vietam Suna.

Uzskata, ka izmainas fenola savienojumu kvalitativaja sastava var but
saistitas ar kallusa audu diferenciacijas pakapi. Zaprometova [3anpeveTtos #
op-, 19861 un Zagoskinas [3arockuHa u gp., 1994] pétijumos Camellia sinensis
kallusa ar vaji diferencétiem traheidu elementiem novérota fenola savienojumu
sintézes zemaka intensitate, neka kallusa ar diferencétaku audu struktaru.
Autori uzskata, ka 80 savienojumu sintéze ir atkariga no ta, cik kallusa audi
morfologiski un citologoski ir lidzigi eksplanta audiem. Rododendru kallusos Nr.
11 un 16 tika konstatéts lielakais fenola savienojumu skaits (14. tabula). Ka jau
iepriekSejos eksperimentos tika novérots, rododendru ziedu eksplantiem
barotne ar IPA 15 mg/l un IES 4 mg/l gaisma veicina organogéna kallusa
veidoSanos. Tomér tikai kallusiem Nr. 11 un 16, tika novérota graudainas
virsmas veido$anas pazimes. Brisibe [Brisbie et al., 1992] un Nair [Nair et al.,
1993] fiks€jusi, ka morfologiski-citologiskas izmainas kallusu audos notiek jau
pirms dzinumu vai saknu aizmetnu diferencésanas. Tadeé| iesp&jams, ka kallusu

Nr. 11 un 16 struktira jau bija difrencétaka, neka paréjos variantos, kas ari
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izskaidrtu fenola savienojumu lielaku daudzveidibu. No eksperimenta iegitajiem
rezultatiem varéja secinat, ka viens no iemesliem, kadé/ tika konstatétas fenola
savienojumu kvalitativa sastava atskiribas rododendru Kallusos, varétu bdt
atskiriga audu diferencétibas pakape.

Savukart variantos Nr. 5 un 9 kalluss neveidojas (14. tabula), audi bija
intensivi zali, ziedu eksplanti izskatijas uzbriedusi, tomér fenola savienojumu
tajos bija salidzino$i daudz. To varétu izskaidrot divéjadi. Pirmkart, pieredze
liecina, ka rododendriem, kas subkultivéti $ados apstaklos, organogenéze
varétu notikt tieSi no eksplanta audiem. Tatad, iespéjams, ka audi  jau atradas
organogenézi inducéjosa fazeé. Otrkart, - ari paSos eksplantos varétu but
saglabajusies séklotnes, ziedgultnes un ziedkata diferencéto audu elementi.
Tade] salidzinoSi liela fenola savienojumu daudzveidibu variantos Nr. 5 un 9
varétu izskaidrot vienlaicigi gan ar hloroplastu, gan ari ar organizétu struktaru
esamibu - iespéjamo organogenézes iesakumu vai ar eksplanta audu daléju
saglabasanos.

Pagaidam nav skaidrs, vai fenola savienojumu spektrs rododendru
kallusos veidojas jaunu, eksplanta audiem neraksturigu fenola savienojumu
sintézes, vai ari kada jau eso$0 savienojumu intensivakas vai vajakas sintézes
rezultatd. Lai to noskaidrotu, bitu nepiecieS8ama savienojumu kvantitativa
analize.

Lai salidzinatu izmainas fenola savienojumu sastava, kallusam
diferencejoties, tika izmantots pusgadu gaisma kultivets H-75/1 kalluss Nr. 20,
kuram bija novérojama dzinumu diferenciacija no graudainads kallusa virsmas.
Saja kallusa tika identificéts salidzinosi neliels fenola savienojumu skaits, tikai
11 (26. att.). No tiem Cetri - 5, 17, 19, 54 - bija tadi, kas raksturigi ari citiem
variantiem. Parejo plankumu lielums, krasa un novietojums uz hromatogrammas
bija atSkirigs. Tatad, paradoties difrencétam struktiram, fenola savienojumu
sastavs mainas. Tomer, janem veéra, ka jaunveidotas struktiras bija dzinumi.
Tatad pilnigi atSkirigi organi, neka eksplantos izmantotie, un, ka jau Salagvili
[Wanaweunu n gp.,1973] ir mingjis, katra rododendru organa ir sava fenola

savienojumu kompozicija. Tas varétu izskaidrot ievérojamas atskiribas fenola
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savienojumu kvalitativaja sastava kallusa no kura diferencéjas dzinumi un
paréjos kallusos. Tomér, nemot véra i varianta atSkirbas no paréjiem, gan
barotnes, gan kultivéSanas ilguma zina, Sos rezultatus var uzskatit tikai par

orientéjosiem.

© ®
2@ 9
©

« @

26. att. Fenola savienojumu hromatogramma. Diferencéjoss H-75/1 kalluss (Nr.
20).

(X - parauga uznesanas vieta (starts))

Izmantojot vienvirziena svitrveida hromatografiju un rehromatografiju
ziedpumpuru eksplantos tika identificéti vairaki fenola savienojumi (15. tabula).
Eksplantos un kallusos ipa$i tika analizéti raksturigakie fenola savienojumu (16.
tabula). Tika konstatéts, ka dazi savienojumi - 6, 10, 17, 19 - bija raksturigi
visiem variantiem, tie bija gan eksplantos, gan saglabajas ari in vitro strukturas.
lespéjams, ka tie bija gintij raksturigie savienojumi. Ne visiem savienojumiem

izdevas noskaidrot absorbcijas spektrus, jo savienojumi bija parak mazas
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koncentracijas. Ar precizai to identificéSanai un kvantitativajai analizei ir
nepiecieSams papildus darbs un citas metodes.

Apskatot savienojumu krasu UV gaisma, ka ari krasojot ar specialajam
krasvielam un novertéjot Rf, tika konstatéts, ka radniecigi varétu bat savienojumi
11, 14, 15, 33, 50, 51, 52, 53, 54. Raksturigi, ka H-75/1 un ‘Nova Zembla’
visiem kallusiem bija 11, 14, 15, H-75/1 eksplantam - 50, 51, 52, 53, H-75/1 Nr.
20 - 54, bet R,4-128/2 - 33. lespéjams, ka ari Sie savienojumi bija raksturigi
rododendriem.

Krasojot ar AICI;, kas uzrada flavonoidu klatbitni, tie netika konstateti,
kaut gan literatara ir minéts, ka flavonoidi rododendriem ir raksturigi [Benosa,
1968]. Ipasi daudz flavonoidu esot auglenicas, mazak ziedgultné [Wanawsunm 1
ap., 1973], respektivi tieSi tajos organos, kuri tika izmantoti eksplantiem.
lespéjams, ka ari Saja gadijuma analizei nemta materiala daudzums bija parak

maszs.

Secinajumi no eksperimentos iegdtajiem rezultatiem:
* Kultiveésanas apstak|i in vitro ietekmé fenola savienojumu kvalitativo sastavu
kallusos, kas veidojusies no rododendru ziedu eksplantiem;
* DaZadu taksonu rododendru kallusos fenola savienojumu kvalitativais sastavs
ir atskirigs;
* Sidnam dediferencéjoties, fenola savienojumu daudzveidiba samazinas,
salidzinot ar eksplanta audiemn;
* Fenola savienojumu kvalitativais sastavs rododendru kallusa iespéjams ir

atkarigs no audu un sunu diferencétibas pakapes.
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Ziedu eksplantos identificétie fenola savienojumi

15. tabula

Savienojuma Savienojuma, vai fenola sav 8- - Krasa UV | Rf, sistéema | Rf péc
Rododendrs| Nr. uz grupas orientéjosais (nm) 45:32:16 | rehromatografésSanas,
hromatogrammas | nosaukums sistema 30% etikskabe
R,4-128/2 2 zila 0.461
3 tumss 0.346
4 hlorogénskabe zila 0.260
4,4 kafeilhinas skabe 300 zila 0.634
H-75/1 1 hlorogénskabes vai 285 zila 0.640
metakumarskabes atvasinajums
2 metahidroksibenzoskabe vai 295 tumss 0.360
B-rezorcilskabe
25 hidroksibenzoskabes atvas. 292 tumss 0.491
3 300 zila
35 flavonoids 290 tumss 0.469
‘Nova Zembla’ 2 B-rezorcilskabe tumss 0.312



OtLi

Fenola savienojumu kvalitativais raksturojums ziedu eksplantos un kallusos

16. tabula

Savienojuma | Savienojuma vai fenola UV max Krasa Rf
Nr. uz sav. grupas orientéjoss (nm) uv Fast Blue RR | FeCl;-6H,O | sistema sistéma
hromatogr. nosaukums sals 45:32:16 [30% etikskabe
6 salicilskabe 290 gaisi zila 0.559 0.824
10 hlorogénskabe 280 dzeltena peléka 0.267 0.718
17 digalluskabe 282 tumss sarkanbruna peléka 0.119 0.236
19 fenolu komplekss, kas tumss sarkanbrina peléka 0.000 0.119
varétu saturét miecvielas
11 rezorcilskabes atvasinajums tum3s sarkanbrina peléka 0.345 0.582
14 rezorcilskabes atvasinajums tumss sarkanbrina peléka 0.349 0.488
15 rezorcilskabes atvasinajums tumss sarkanbruna peléka 0.321 0.407
33 hidroksibenoskabe 292 tumss sarkanbrina 0.344 0.477
54 tumss sarkanbriina 0.352 0.500
50 tumss sarkanbrina 0.320 0.504
51 tumss sarkanbrina 0.254 0.512
52 tumss sarkanbrana 0.262 0.422
53 tumss sarkanbriina 0.313 0.414
2 sinepjskabe dzeltenzala pelékzala 0.725 0.833
82 zali zila 0.715 0.848
81 zali zila 0.781 0.624
13 zila 0.758 0.423
38 zila 0.735 0.423
16 zila 0.525 0.384
5 tumss sarkanbrina 0.075 0.877



NOBEIGUMS

Saja darba atrasts, ka rododendriem kallusa iegianai piemérotakais ir
Zieda eksplants, kas sastav no séklotnes, ziedgultnes, vainaglapu paliekam un
ziedkata. Tie kallusu veidoja intensivak neka eksplanti no citam zieda dalam vai
vegetativajiem organiem. lespéjams, ka zieda eksplanta audos ir salidzinosi
augsts auksinu un citokininu saturs, vai ari tie ir jutigi pret eksogéniem
fitohormoniem, jo in vivo Sie audi ir aktivi augo$i. Tadé| ari in vitro tiem var
inducét dazadas morfogenétiskas norises. Salidzinot ar citu organu un audu
dalam, ziedu eksplantiem pieradijas divas priekSrocibas: pirma - in vitro bija
iespéjams iegat sterilu kultoru; otra - tos var izolét salidzinoSi ilgaka laika
posma. Eksperimenti paradija, ka intensivaka kallusogenéze panakama tadiem
rododendru ziedu eksplantiem, kas izoléti no V-VI organogenézes etapa esosa
auga. VI organogenézes etaps ietver ari miera periodu, par ko sprieda péc
oglhidratu dinamikas viengadigo dzinumu lapas.

Lidz Sim nav atrasti kritériji, péc kuriem viennozimigi varétu spriest par
miera perioda norisi. K& viena no iespéjam literatira tiek minéta oglhidratu
dinamikas izmainu analize lapas. Varétu pienemt, ka par miera perioda esamibu
liecinatu ari mofrogenétisko procesu inducgjamibu in vitro.  Masu darbs liecina,
ka 8adiem mérkiem rododendru ziedu eksplanti nav izmantojami, jo vienadi
intensivu kallusogenézi ir iespéjams panakt ka no V, ta VI no organogenézes
etapa izolétiem eksplantiem. Tas liek domat, ka ziedam nav miera perioda.

Tika noskaidrots, ka Kkallusogenézes inducé$anai piemérotaka ir
Andersona barotne (1984), kam pH 4.0 - 5.5 un IPA + NES vai IPA + IES.
Tumsa, it ipasi, ja barotné bija IPA un NES, stimulé neorganogéna, bet gaisma,
ja barotné ir IPA un IES - organogéna kallusa veidoS$anos.

Eksperimentos rezultdti paradija, ka kallusa atfistibas intensitate,
struktira un pigmentacija atSkiras dazadiem taksoniem un bija atkariga no
kultivetSanas apstakliem. Tomér Rhododendron L. gints augiem kallusu
augSana tika noverotas ari kopéjas tendences. Parbauditajos kultiv€$anas
apstaklos rododendriem nebija iesp&jams iegut ilgstosi proliferéjosu organogéna
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vai neorganogéna kallusa kultdru, jo subkultivéjot kallusi ar laiku nekrotizéja.
Organogénu kallusu subkultivéjot apstaklos, kas stimulé kvalitativas izmainas
augsana, panaca dzinumu veidoSanos, ko varéja izmantot rododendru
pavairosanai.

Tiek uzskatits, ka viens no céloniem, kas apgrutina in vitro kulturas
ieguSanu ir oksidativais stress, kura iemesls var but ievainojums, kas ir
neizbégams eksplanta audu izoléSanas bridi. Otrs §i stresa célonis - pats
dediferenciacijas process. Misu eksperimenti paradija, ka kallusogenézes
sakuma audi ir oksidativaja stresa, par ko liecinaja paaugstinata katalazes
aktvitates audos pirmajas 2 - 3 nedélas péc eksplantu ievadisanas in vitro (23.
att.).

Bez iepriek§&jiem pétijumiem ir griti atdalit genétiski noteikto atkaribu un
vides ietekmi uz in vitro kultiras attistibu. Musu darba noteiktie biokimiskie
raditaji zinama mera lauj noteikt morfogenétisko potenéu genétisko atkaribu un
kultivéSanas apstak|u lomu kulturas attistiba.

Darba tika atrasta dazadu sugu rododendru kallusa veido$anas saistiba
ar peroksidazes un katalazes aktivitates raditajiem. Kallusu nekroze sakas
salidzinoS$i vélak un ta bija mazak intensiva sugai, kuras intaktu augu audos
peroksidazes un katalazes aktivitatei bija tendence but augstakai (Rh. /uteurn
tabula 9.; 12.). lespéjams, ka Sis sugas kallusi bija izturigaki pret oksidativo
stresu in vitro. Rododendriem $ada sakariba varétu dot iespéju jau pirms kallusa
kultiras ieglS8anas novértét tas attistibas perspektivas ar biokimiskam
metodem.

Kallusam proliferéjot, katalazes aktivitatei bija tendence samazinaties
(23. att.), bet peroksidazes aktivitatei - ta bija neizteikta (19. att.). Eksperimenti
paradija, ka proliferacijas laika peroksidazes un katalazes aktivitatei bija
tendence but lielakai kallusos, kas kultivéti kallusa attistibu stimuléjoSos
apstaklos, tas ir - uz Andersona barotnes tumsa (10.; 13. tabula). Tas,
iespéjams, liecina par audu lielaku izturibu pret paaugstinatu oksidativo stresu,
jo vienlaicigi varéja novérot, ka minétajos apstaklos audu brinéSana sakas

vélak un ir mazak intensiva. Tatad kultivéSanas apstakliem varétu bat ietekme
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uz oksidativa stresa stavokla veidoSanos audos. Kallusa attistibai nelabveéligi
apstakli varétu veicinat oksidativo stresu dediferenciacijas laika, vai ari stimulét
to cita kultiras attistbas posma. Tadel, lai iegutu ilgstodi proliferéjosu
rododendru kallusa kultiru, jakorigé kultiveSanas apstakli.

Eksperimenti paradija, ka dazadiem rododendru taksoniem
morfogenétiskie procesi in vitro ir atskirigi un tos ietekmé ari kultivéSanas
apstakli.

Intaktu rododendru dazados audos un organos kopuma bija raksturiga
zema peroksidazes aktivitate (9. tabula). Ziedu eksplantu kallusos
peroksidazes aktivitate bija salidzinoSi lieldka, neka eksplantu diferencétajos
audos (19. att.), bet fenola savienojumu skaits ziedu eksplantu kallusos bija
mazaks neka eksplantos. lespéjams, ka analizes paradija peroksidazes aktivitati
kallusos augstaku neka eksplantos tadél, ka fenola savienojumu kvalitativais
sastavs audos bija mainijies izolacijas stresa dél, jo ir uzskats, ka eksiste fenola
savienojumi, kas maské peroksidazes darbibu.

Tika konstatéts, ka izoperoksidazes atSkiras dazadu sugu rododendru
kallusos (18. att.). lesp&jams, ka peroksidazes kvalitativas sastava analizi audos
kallusu attistibas sakumstadijas varétu izmantot rododendru hemosistematika.

Dazados apstaklos kultivetos kallusos, tika konstatéts vienads
izoperoksidazu kvalitativais sastavs (22. att.), kas, iespéjams, nordda uz audu
lidzigo attistibas pakapi visos izmantotajos kultive§anas apstak|os.

Tika konstatéts, ka arl fenola savienojumu kvalitativo sastavu kallusos
ietekmé kultivéSanas apstakli. No iegutajiem rezultatiem var€ja secinat, ka
fenola savienojumu kvalitativais sastavs ir daudzveidigaks kallusos, kas
attistijusies diferenciaciju veicinoSos apstak|os.

Rododendru kallusogenézes izpétes darba rezultata atrasti:

a) eksplantu veidi un to izoléSanas laiks;
b) optimalie in vitro kultiveéSanas apstakli kallusa kultaras attistibas inducésanai;
c) sakaribas starp fermentu (peroksidazes, katalazes) un fenola savienojumu

kvalitativajiem un kvantitativajiem raditajiem un kallusa attistibu.
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SECINAJUMI
1. Rhododendron L. §ints augu kallusodenézei piemérotakie ir ziedu eksplanti,
kas sastav no seéklotnes kopa ar ziedgultni, ziedkatu un vainaglapu paliekam.
Intensivu kallusogenézi var panakt no ziedu eksplantiem, kas izoléti V-Vi
organogenézes etapa, Latvijas klimatiskajos apstaklos, atkariba no sugas, tas ir
no jolija/septembra lidz februarim/aprilim. VI organogenézes etapa laika norit
ar miera periods, par ko varéja spriest péc oglhidratu dinamikas viengadigo
dzinumu lapas.
2. Rododendriem kallusogenézi var inducét uz Andersona barotne (1984), pH
4.0-5.5, ar IPA 1-10 mg/l un NES 1-12 mg/l vai IPA 10-15 mg/l un IES 2.5-12
mg/l. Tumsa, ipasi, ja barotné ir IPA un NES stimulé neorganogéna, bet gaisma
(16 h fotoperiods), ipasi, ja barotné ir IPA un |IES - organogéna kallusa
veidoSanos.
3. Kallusa attistibas intensitati, struktiras, pigmentacijas veidodanos un audu
nekrozi ietekmé kultivéSanas apstakli, Sie procesi ir atskirigi dazadam
rododendra sugam, $kirném un hibridiem.
4. Subkultiveéjamas, ilgstodi proliferéjoSas kallusa kultaras ieguSanu
parbauditajos apstaklos kavé kallusa audu nekroze. Atskiribam starp nekrozes
intensitati dazadu Rhododendron L. dints augu kallusos ir tendence korelét ar
katalazes un peroksidazes aktivitati intaktu rododendru dazados audos un
organos kopuma, eksplanta audos un kallusa audos. Tiem rododendriem, kuru
intakta auga So fermentu aktivitate ir augstaka, nekrozes pazimes kallusa audos
attistas salidzinoSi vélak. Katalazes un peroksidazes aktivitatei ir tendence but
augstakai  kallusogenézi un kallusa proliferaciju veicinoSos kultiveé$anas
apstak|os.
5. Rododendru kallusogenézes procesa laika audos tika novérota augstaka
peroksidazes aktivitate, neka diferencétos vegetativo pumpuru un ziedu
eksplantos.
6. Peroksidazu kvalitativais sastavs ir atSkirigs dazadu sugu rododendru

kallusos, kas kultivéti vienados in vitro apstak|os.
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7. Katalazes aktivitate audos mainas péc eksplanta ievadiSanas in vitro kultura.
Maksimala katalazes aktivitate ir kallusogenézes sakuma.

8. Fenola savienojumu kvalitativais sastavs samazinas rododendru
kallusogenézes laika, salidzinajuma ar eksplanta audiem. Fenola savienojumu
kvalitativo sastavu kallusos ietekmé in vitro kultivéSanas apstakli, tas var but
atkarigs no kallusa audu diferencétibas pakapes un rododendra piederibas

noteiktai sugai, Skirnei vai hibridam.
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