AUGU AUDU KULTURAS
2. AUGU MIKROPAVAIROSANAS METODES UN ETAPI

2.1 Pamatinformacija

*  “In vitro” (“stikla”) — maksliga kultira, t.sk. audu kultara*. Plasa nozimé — sterilu augu
organu, stnu vai audu kultara.

* Izskir divu veidu augu audu augsanu: organizéto un neorganizéto.

Organizéta augsana ir versta uz noteiktas struktiiras veidosanos vai uzturésanu (piemeri:
apikalas meristemas, lapu inicialu vai ziedu pumpuru augsana saglabajoties to strukturai;
jauno organu iniciacija — organogengze/morfogengze).

Neorganizeta augsana galvenokart notiek in vitro apstaklos, nediferencétu sanu/audu augsana.
Audu agregatu sp&ja neierobezoti palielinaties ir apgriezti proporcionala to diferenciacijas
pakapei (piemérs - kallusa augsana).

* Invitro kultaras var iedalit organizeto strukttru kultiiras un neorganizeto audu kultaras.

Organizeto struktaru kultaras: meristemu kultaras (tikai apikala meristema - iegast vienu
dzinumu); dzinuma galotpu/dzinumu kultiiras (iegast vairakus dzinumus); posmu kultiiras
(sanpumpuri pie neliela stumbra fragmenta); izol&to saknu kulttira; embriju kultaras.

Neorganizéto audu kultaras: kallusu (jeb audu) kultiras (var iegit no augu organiem, audu
fragmentiem vai stnu kultdras); stnu suspensijas jeb stnu kultaras; protoplastu kultaras;
puteksnmacinu kultaras (satur nenobriedusus puteksnus, izmanto haploido augu iegasanai).

* Audu kultaru iniciacija:

0 Eksplants — neliels augu organs vai audu fragments, kuru izmanto audu
kultaras uzsaksanai. Parsvara kultaras uzsaksanai ir nepieciesama eksplanta
virsmas sterilizésana, jo kultira ienestie mikroorganismi negativi ietekm& augu
audus. Sterilizé gan pasu eksplantu, gan instrumentus, materialus un darba virsmas.
Manipulacijas ar eksplantiem un kultiram veic ipasos kabinetos vai t.s. boksos
(laminarboksos), kur ir iespéjams nodrosinat sterila gaisa plasmu.

0 Barotne — veido audu kultiaras vidi un nodrosina kultiru ar nepiecieSsamam
baribas vielam. Barotnes sastav no mineralvielu maisijuma, kura makro un mikro
elementi ir noteikta proporcija, un papildus ingridientiem. Tie var bat: vitamini,
aminoskabes, energijas avots (parasti izmanto cukurus - saharozi, glikozi). Barotnes
biezi satur ari fitohormonus (augsanas regulatorus). lzmanto skidras un puscietas
barotnes - pedejam pievieno zelgjoso vielu (parasti agaru).

o0 Pasaza (subculture) — kultaras dalas (kallusa fragmenta, $unu, organa vai ta
dalas) parnesana uz jaunu barotni. Pasazas ir nepieciesamas kulttiras uzturésanai,
jo kultivetie audi/organi izsmel barotnes resursus un var izdalit toksiskus vielmainas
produktus. Pasazas ir nepieciesamas ari pavairosanai - eksplantu sadalot atseviskos
fragmentos, posmos, dzinumos (atkariba no kultaras veida).

Augu audu kultaru tipi

* Augu organu kultaras: izskir determingto un nedeterminéto organu kultaras.
0 Determineéto organu kultaras: meristéma ir ieprograméta diferenciacijai, t.i.
veidojas determingts auga organs (piem. lapa, zieds, auglis, puteksnlapa, auglenica).
P&c attieciga signala sanemsanas meristemas klust determingtas loti agri, jau pec



daziem sunu dalisanas cikliem. Kultiira parcelts determnéta organa aizmetnis var
attistities par nobriedasu organu, bet talaka augsana nenotiek. Veiksmiga organa
attistiba ir liela méra atkariga no barotnes sastava. Lai gan determin&to organu
kulttras parasti neder augu pavairosanai, tos izmanto galvenokart lai pétitu dazadu
faktoru ietekmi uz meristému darbibu un ogranu attistibu. Atseviskos gadijumos ir
iespejams  panakt determinétas meristemas parveérsanos par vegetativu
(nedetermingtu) meristemu.

Nedetermingéto organu kultaras: meristemu, dzinumu, embriju un izoléto saknu
kultaras. Apikalas meristémas ir, Iidzigi ka determingto organu meriteémas, agrina
attistibas stadija ieprogramétas jauno dzinumu vai saknu attistibai. Sadu organu
augsana potenciali var turpinaties neierobezoti ilgi.

Meristéemas — 0.2-1.0 mm no dzinuma galotnes ar vai bez diviem lapu aizmetpem
Dzinumi un dzinumu galotnes — 5-10 mm garas galotnes vai veseli pumpuri, ka ari
posmi. No tiem var iegat veselus dzinumus kurus, savukart, var apsaknot lai iegaitu
augus. Dzinumus var ar1 pavairot, inducgjot sanpumpuru attistibu.

Embriju in vitro kultaras — izmanto, lai parvarétu post-zigotisko nesaderibu,
krustojot dazadus augus (visbiezak, dazadas sugas). So metodi sauc ari par embriju
izglabsanu (embryo rescue). Embriju izolésana var but sarezgita (ipasi tad, kad
normalai attistibai jaizoleé nenobriedusi embriji), Iidz ar to ka alternativu metodi
dazkart izmanto apputeksnéto augu auglenicu vai seklaizmetpu kultiru (in ovulo
embriju kultara). Ja embriju attisttba tomer nenotiek, ir iespgjams izmantot netieso
organogengzi (iegustot sakuma kallusu, no kura attistas adventivie dzinumi).
Embriju kultaru izmanto orhideju komercialai pavairosanai.

Izoleéto saknu kultara — saknu kultaru iegast, ka eksplantu izmantojot saknes
galotni. Kulttra izveidojas saknu sistema bez dzinuma. Atkariba no sugas, saknu
kulttru ir iespgjams uzturét neierobezotu laiku (abolips, velnabols, tomats, Citrus
sugas) vai ari pec noteikta laika kultiira noveco — vairs neaug sansaknes un kultiira
iet boja. Ir augi kuru saknu kultdru nav izdevies iegat (pamata kokaugu sugas).
Saknu kultaras izmanto mikorizas pétijjumos, guminu veidosanos pétisanai. Saknu
kultaras ir gengtiski stabilakas par dzinumu kultaram. Atseviskos gadijumos no
saknes kultdras ir iespéjams iegit dzinumus — tiesa vai netiesa veida (caur kallusu).
Kallusu kultaras (neorganizéto stnu kultiiras) — kalluss ir amorfi auga audi, kuri
rodas, neorganizeti vairojoties augu Stanam. Augu gabalinu (eksplantu) sanas
fitohormonu ietekmé notiek metabolsma izmainas — dediferenciacija - un sanas sak
aktivi dalities. Dazadu auga audu spgja veidot kallusu atskiras un ir liela atskiriba
starp viendigllapjiem un divdigllapjiem. Viendigllapju augiem kallusu var iegat tikai
no juveniliem, galvenokart embrionaliem, audiem. Sadi iegatais kalluss ir primarais
kalluss, no kura var iegat sekundaro kallusu un potenciali neierobezotu laiku uzturet
kulttru. Tacu ar laiku pieaug risks ka siinas notiks gengtiskas izmainas.

Siinu suspensiju kultiara — $is kultiras veids metodologiski ir lidzigs baktériju
kultarai. Stinas kultive skidra barotng. Parasti nav iespgjams panakt atsevisku $anu
suspensiju, jo augu sanu stnapvalkiem ir tendence turéties kopa, veidojot klasterus.
Kultiras uzturésanai nepieciesama pastaviga kratisana vai barotnes maisisana. Sanu
kultiras izmanto augu pavairosanai ar somatiskas embriogengzes metodi un
sekundaro savienojumu razosanai (parasti darbam ar lielu tilpumu izmanto
bioreaktorus). Sekundaro savienojumu razosanai izmanto ari imobilizéto Sanu



kultaras.

Protoplastu kultiaras - protoplastus iegast mehaniski izgriezot stnas no
stunapvalkiem vai enzimatiski sadalot stinapvalku. Protoplastus izmanto augu virusu
infekciju petijjumos, ka art DNS fragmentu ieklausanai sanu genoma (genctiska
modificesana) un protoplastu sapludinasanai (somatiska hibridizacija).

Izoletas Sunas — izoléto sanu klonus (kallusu linijas, kur katra linija ir iegita no
atseviskas stnas) izmanto, lai pavairotu stnas ar velamam 1ipasibam, ka ari
fiziologiskajos p&tijumos. lzolgtas stnas spgj augt tikai noteikta attaluma viena no
otras, ja attalums ir parak liels, stinas nesanem nepieciesamos augsanas faktorus. Lai
veicinatu izoléto stnu augsanu, izmanto t.s. nurse tissues, kuri uztur audzgjamo s$anu
augsanu.

« Siinu diferenciacija un organogeneze: meristému un plansienu parenhimas §@inas sauc par
nediferencétam, bet specializétas stnas — par diferencétam. No nediferencétiem audiem nav
iespejams iegit viena veida diferncétas sunas, jo diferencésanas process ir ciesi saistits ar
organu veidosanos un tam ir nepieciesami blakusesoso stnu signali. Lidzigi, ir grati uzturet
specializéto sunu kultiru jo tadas stnas mazak aktivi dalas un ar laiku noveco. Kallusu
kultaras parasti veidojas vadaudu stinas, traheidas un hloroplastus saturosas (parenhimas)
sunas. Vadaudu veidosanas ir atkariga no auga sugas un no barotnes sastava (cukuru un
fitohormoniem). Kallusu kultaras, sinam dediferencgjoties, hloroplasti parasti noardas, tacu
gaisma var notikt ari spontana hloroplastu veidosanas (kallusi paliek zali), kultairas klast
fotomiksotrofas.

* Morfogeneze/organogeneze ir organu de novo veidosanas audu kutaras. Kultara
izveidojusos jaunos auga organus sauc par adventiviem organiem, bet audus, no kuriem var
veidoties jauni organi, par morfogeniem audiem. Audu kulttira ir iesp&jams inducét sekojoso
organu veidosanos:

0 dzinumu (kaulogengze) un to parveidnu
0 saknu (rizogengze)

o embriju (somatiska embriogengze)

0 ziedu.

Augu mikropavairosanas tehnologija

* Merki, prieksrocibas un trakumi
Augu pavairosanai in vitro (mikropavairosanai) var but dazadi merki, atkariba no ta, kads ir
konkréta auga tradicionalais pavairosanas veids.
o Pavairojot in vitro augus, kurus parasti pavairo vegetativi, var atri iegat lielu
daudzumu genétiski identisko augu;
0 Mikropavairosanas metodes var izmantot virusbrivo augu iegtsanai, Vertigo
matesaugu saglabasanai un lai iegatu skirnes augus, kuriem ir sava saknu sisteéma
(bez potesanas).
Mikropavairosanas prieksrocibas ir:
o liela augu daudzuma uzturésanai lidz to izstadisanai ex vitro ir nepieciesama
salidzinosi maza platiba un laika starp pasazam augiem nav nepieciesama kopsana,;
O Ja augu parasti pavairo ar seklam, atseviskos gadijumos mikropavairosanas metode
Jauj samazinat pavairoganai nepieciesamo laiku. Sadiem augiem mikropavairosanas
metodes izmanto art selekcija, vértigo hibridu pavairosanai;



o Dazkart ar mikropavairosanas metodi var pavairot augus, kurus ir citadi sarezgiti
pavairot (piem. orhidejas).
Mikropavairosanas metozu trakumi ir
0 iespgjama gengctiska nestabilitate (ipasi ja viena no pavairosanas stadijam ir kallusa
veidosanas);
0 metode ir darbietilpiga (ar ko ir sasititas papildus izmaksas), nepieciesama atbilstosa
kvalifikacija;
specialas laboratorijas un aprikojuma nepieciesamiba;

O iespejama kropligo augu veidosanas vai skirnes raksturigo ipasibu pazusana (ipasi
dekorativiem augiem);

O sarezgita augu adaptacija ex vitro (ara) apstakliem. Adaptacijas problémas pamata
izriet no ta, ka kulttra augi atrodas liela mitruma (parasti 100%) un sakotngji ir
neizturigi pret izzasanu.

Katra konkréta gadijuma, atkartba no mikropavairosanas meérka, ir janem véra metodes
prieksrocibas un trakumi.

@]

Kados gadijumos mikropavairosanas metodei ir prieksrocibas:
- irvelama razosana visa gada garuma, neatkarigi no laika apstakliem
- irjaizvairas no slimibam pavairosanas procesa
- japavairo gengtiski specifiski augi (aneiploidi, poliploidi, sterili)
- ir klonali japavairo atseviski vertigi augi
Visos gadijumos jarekinas ar kapitala ieguldijumiem.

Augu audu kultaru ekonomiska nozime

Ekonomiski nozimigakais augu stnu un audu kulttru izmantosanas veids ir augu pavairosana
sterilaja kultara (mikropavairosana). Parsvara ta ir dekorativo augu pavairosana, ir nozimiga ari
darza un lauka kultaru pavairosana, taja skaita selekcija. Atsevisku vietu iepem tropu augu kultiras
(piem&ram, banani, Musa sp.). lzaudz&to augu apjoma zina pirmo vietu var pieskirt orhidejam (ipasi
Phalaenopsis gints), no darza kultaram nozimigaka ir darza zemene, no krimiem — rododendri, ka
art rozes un cerini. No lauka kultiram svarigakie ir kartupeli, kuriem seko spargeli (Asparagus).
1990-to gadu laika sterila kultara pavairoto augu apjoms ir batiski samazinajies gan Eiropa, gan
ASV, 1pasi tadiem augiem ka gerberas, antirijas, sanpaulijas (Saintpaulia). Svariga ir dekorativo un
auglkoku un kramu pavairosana (cerini, krimmellenes, avenes, kirsi un saldie kirsi). Ar AAK
metodem pavairo ari meza kokus (skujkokus, apses). Sanu, kallusu un saknu kultdras izmanto
dazadu augu sekundaro metabolitu (galvenokart arstniecisko vielu) iegtisanai.

Mikropavairo$anas etapi

Sakotngji iz8kira tris augu mikropavairosanas etapus (Murashige, 1974):

| etaps — sterilas kultaras uzsaksana
Lai uzsaktu kultiru, ir nepieciesams iegut sterilu eksplantu un panakt ta izdzivosanu un
turpmako augsanu un attistibu. Parasti vienlaicigi izmanto vairakus eksplantus.

Il etaps — pavairosana



Atkariba no izveletas metodes (skat. zemak), pavairosanu var panakt stimulgjot dzinumu
veidosanos no jau esosam meristemam (dzinumu un posmu kultira) vai adventivo organu
veidosanos. Lai pavairotu augu var iegit ne tikai dzinumus, bet arf somatiskos embrijus vai
organu parveidnes (uzkrajéjorganus, pieméram, bumbulus).
111 etaps — sagatavosana izstadisanai ex vitro (var ietvert apsaknosanu)
2.-ja etapa iegutie augi ir mazi un nespgj augt autonomi (parasti tie ir miksotrofi). Lidz ar to, ir
nepieciesama to ataudzesana Ilidz augi sasniedz noteiktu izméru. Daudziem augiem
nepieciesami stimuli prieks saknu veidosanos. Atseviskos gadijumos ir nepieciesama speciala
apstrade, lai augiem neiestajas miera periods.

Velak pie siem tris pamatetapiem pievienoja:
0. etapu (Debergh, Maene 1981) — mates auga izvéle un sagatavosana,
Mates augam ir jabat kvalitativam (ar visam vélamam ipasibam) un bez slimibas pazimem.
Ir gadijumi, kad mates augam ir nepieciesama apstrade vai ir vélams pirms eksplanta
iegtisanas kultivet to noteiktos apstaklos
un 1V etapu — augu aklimatizacija ex vitro apstaklos.
Augi ir jaadapté zemakam gaisa mitrumam un lielakai gaismas intensitatei, ka ari, daudzos
gadijumos, autotrofam dzivesveidam (dazkart to var panakt vél in vitro). Parasti no sterilas
vides iznpemtos augus sakuma audze siltumnica vai audzésanas telpa ar zemu apgaismojumu,
piemerota substrata, nodrosinot sakotngji paaugstinatu gaisa mitrumu (audzé zem pléves,
miglo).

* Mikropavairosanas metodes var klasificet dazadi, viens no veidiem ir klasifikacija pec
eksplanta izcelsmes:
o Kultaru uzsak, izmantojot galotnes pumpuru vai sanpumpuru (meristému). No tada
eksplanta iegust vienu vai vairakus dzinumus.
o Kultaru uzsak, izmnatojot somatiskos audus, no kuriem veidojas adventivie organi.

Ta var bat
= tiesa morfogenéze (organogengze un embriogengze) no sakotngja eksplanta
audiem

= netiesa morfogengze no kallusa audiem
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