KALLUSU UN SUNU SUSPENSIJU KULTURAS, SAKNU KULTURAS.

Kallusu un stnu suspensiju kultiiras ir nediferencéto audu kultdaras. To uzturésanai ir
nepieciesams noverst sanu diferencésanos par konkréto audu un organu $tinam - procesu,
kuru ietekmé gan endoggénie, gan eksogenie (vides) faktori.

Siinu augsana un dali§anas. Sunas cikls ietver Getras pamatfazes: G1-faze (3unas aug,
2n hromosomu komplekts), S-faze (DNS dubultosanas), G2-faze (4n hromosomu
komplekts) un M-faze (mitoze, Sinu daliSanas).

Katras cikla fazes ilgums ir sugas specifisks. G1 fazes ilgums ir atkarigs art no
audu tipa, to var ietekmét fitohormoni (augu augSanas regulatori) un citi endogenie
faktori.

Stunu daliSanas aktivitate (t.i. vidgjais §unas cikla ilgums) ir atkariga no §anu
diferenciacijas pakapes: jo Stnas ir mazak diferencétas, jo intensivak tas dalas un jo
1saka ir G1 faze.

G1 fazes laika Stna uzkrajas sekundarie metaboliti. Tas ir skaidrojams ar to, ka
diferencgjoties, Stnas gan ilgak atrodas sintézes un augSanas fazé (G1), ka ar1
noteiktu metabolitu sintéze ir saistita ar Sunu specializaciju. Lidzigi, ar diferencéSanos
saistitaiss rizogenézes process notiek tikai tad, ja eksplntu (dzinumu vai citu
eksplantu) péc pastiprinatas sinu dalisanas (ko veicina, pieméram, eksogénais
auksins) parcel uz bezhormonu vidi un Sanas cikla ilgums palielinas.

G1 fazes ilgums nosaka stnas diferenceésanos molekularaja Iimeni - nosaka to,
kura dala no Siinas genétiska materiala bus ekspresgta, t.i. aktivi iesaistita sintézes
procesos, un kadi regulgjosie proteini bus noarditi Saja perioda.

No Stnas cikla ilguma un diferencéSanas procesa saistibas izriet “laika hipotéze”,
saskana ar kuru realizétas genétiskas informacijas apjoms ir atkarigs no G1 fazes
ilguma.

Faktori, kuri ietekmé stnas ciklu un diferencésanos:

Citokininu iedarbiba samazina G1 fazes ilgumu (veicinot dalisanos) un, lidz ar to,
kave diferencéSanas procesu.

Sunas cikla regulesana piedalas augsanas regulatori - auksins, citokinins, etilens,
ka arf saharoze (t.i. auga sintezétais metabolits, kurs§ in vitro kultaras gadijuma ir
barotnes sastava).

Stinas spé&ja (kompetence) diferencéties pirms nakamas daliSanas fazes ir atkariga
no stnas vecuma. Jaunos vai neattistitos auga organos ir dazada vecuma Stnas, 11dz ar
to daZas, atbilstoSo faktoru ietekmé, var sakt diferencéties, bet citam pirms tam ir
nepieciesams iziet caur daliSanas fazi.

DiferenceSanas procesa arT izSkir vairakas fazes.

Indukcijas (sagatavosanas) fazé Sunas, kuras diferencéjas noteikta virziena,
palielinas citoplazmas apjoms. Ja uz indukcijas fazé esosam sunam iedarbojas
eksogénais auksins, veidojas pre-embrionala masa (PEM).

Realizacijas fazé notiek organogengze (piemeram, somatisko embriju attistiba va
rizogenéze). Realizacijas faze iestajas, kad auksina ietekme ir parvaréta (audu kultara
tas notiek, kad eksplantu parcel uz auksinu nesaturoso barotni). Atkariba no audu
tipa, pirms indukcijas fazes var bat nepiecieSama sStnu aktivas daliSanas faze.



Japem vera, ka Sunu daliSanas aktivitate pati pa sevi V€l nenosaka diferencéSanas
procesa virzienu, to ietekmé dazadi endogénie un eksogénie faktori (Meijer, Murray
2001. Cell cycle controls and the development of plant form).

Kallusa kultaras

Kalluss ir nediferencéto (parenhimatisko) sanu masa. Kalluss veidojas ievainojuma vieta,
ka arf in vitro kultdra, dediferencejoties un daloties auga eksplanta Sinam. Loti nozimigs
process ir kallusa veidosanas potzara un potcelma saaugsanas vieta.

Kokiem spéja veidot kallusu (ievainojuma sadzisana) ir atkariga no koka vispargjas
augSanas intensitates, 1idz ar to — arf no gadalaika. Kalluss labak veidojas aktivas
augSanas perioda. Ir batisks arT auga mineralais nodroSinajums un skabekla
piek]uve ievainojuma vietai. Koku kalluss galvenokart attistas no koksnes stariem
(parenhimas Sunam), ka arf no kambija zonas un mizas. Péc noteikta laika
nediferenceto Siinu masa sak veidoties korka kambijs un vaskularais kambijs.
(“Physiology of Woody Plants”, Pallardy, 2007.)

Ievainojums (daba, vai ievadot eksplantu kultara) stimulé sakotngjo Sanu daliSanos
veicinosi savienojumu veidosanos (G. Haberlanda pétijumos konstatctais
"nekrohormos”). Turpmaka stnu dalisanas (kallusa audu veidosanas) ir atkariga
no fitohormonu mijiedarbibas.

Kallusa Stinas sp¢j dalities, ka arT sp&j diferencéties — diferencésanas procesa iniciacija un ta

virziens ir atkarigi gan no pasa kallusa biologiskajam (galvenokart ar ta izcelsmi
saistitam) Tpasibam, gan no barotnes sastava.
Sakotné€ja kallusa attistiba, Sinu daliSanas, ir atkariga no eksogéniem (barotnes sastava
ieklautiem) fitohormoniem. Vispirms atklaja auksina, velak — citokintna nozimi. Atkartba
no eksplanta izcelsmes avota, kallusa lnija var KlGt neatkariga no eksogéniem
hormoniem (habituation) — kalluss var turpinat augt arf bez tiem. Péc morfologiskam
1pasibam izskir blivus/kompaktus (compact) un irdenus (friable) kallusus.

Kallusa linija ir eksplanti, kurus iegist, sadalot vienu kallusu. Linijai piemit noteiktas
morfologskas un fiziologiskas ipasibas. Kallusu liniju uzturéSanai ir nepiecieSamas
regularas pasazas — to biezums ir atkarigs no sugas ipasibam. Piemé&ram, orhideju
kallusiem ir raksturiga intensiva fenolu izdaliSanas barotné, 1idz ar to pasazas ir javeic
bieZi (Phalaenopsis gints — reizi 2-3 dienas). No citu sugu augiem iegutie kallusi var augt
uz vienas barotnes daudz ilgaku laiku (zemesrieksti — 6-8 nedélas). Piemérotos apstaklos
lTniju var uzturét neierobezotu laiku.

Kallusu var kultivét uz cietas barotnes (ar agaru vai citu Zelgjoso vielu) vai skidraja barotné.
Skidraja barotng ir nepiecieSsams nodrosinat aeraciju un barotnes samaisisanos. Nelielu
kulttras daudzumu var audzet traukos, kurus ievieto kratitaja, lielakam tilpumam izmanto
specialus “zvaigZnveida traukus” (star flasks/nipple flasks) vai bioreaktorus.

Lai gan kallusu veido nediferencétas Sunas, kalluss nav pilniba neorganize€ta masa: taja var
izSkirt Sanu slanus (ar dazada izméra Sunam), péc noteikta laika var veidoties
meristemoidi (meristému aizmetni). No kallusa var attistities adventivie organi (dzinumi
vai saknes), ka arT somatiskie embriji.

Ar laiku, audzgjot kulttiru gaisma, kallusa Sunas veidojas hloroplasti un sakas fotosintéze.
Nodrosinot paaugstinatu CO, saturu atmosféra ir iesp&jams iegut arl pilniba autotrofu



kultoru. Lidzigi, ja nodrosina piemérotus kultivéSanas apstaklus, péc noteikta laika
kallusa var atjaunoties veselam augam raksturigo sekundaro savienojumu sintéze.

Ir iespejams iegat kallusu Iinijas, kuru augsana ir liela méra atkariga no eksogéna citokinina
klatbatnes. So Tpatnibu izmanto citokininu noteiksanai (cyrokinine bioassay) - ja dotais
Skidums vai ekstrakts veicina kallusa augSanu, var secinat, ka tas satur vielu ar citokinina
aktivitati.

Kultivésanas procesa kallusa Sunas var notikt genétiskas izmainas — pieméram, izveidojas
aneiploidas vai poliploidas Stnas. Tadgl, pavairojot skirnes augus, lai saglabatu klonali
pavairoto augu genétisko viendabigumu ir jaizvairas no kallusa veidoSanas un adventivo
organu attistibas (augus pavairo ar meristtmu kultdru un stimul€jot sanpumpuru
attistibu).

Sinu kultiras

Stnu kultiru var iegat no irdena kallusa, kuru kultive skidraja barotné to aktivi maisot/kratot.
Péc 10-14 dienam barotn€ izveidojas Stnu suspensija no kallusa periferam Stinam. Ja
kalluss ir parak blivs, var izmantot $inu maceraciju. Stnu kultdru var uzsakt arf no
protoplastu Kultaras.

Stunu kultara parasti izveidojas daZadas §tnu frakcijas: brivas $tnas, §unu agregati
(sekundarie kallusi, lidzigi meristému aizmetniem) un vairaku Sunu pavedieni. Tikai
daZas metodes (piem. hanging drop culture) lauj iegat kultdiru, kura pilniba sastav no
izoletam Sunam.

Vecakam sSonam, kuras dalas mazak aktivi, novero DNS daudzuma palielinaSanos
(poliploidiju). Jaunakas, aktivi daloSas Sunas, ir genétiski viendabigakas. To sekmé
eksogeéna citokinina iedarbiba.

BieZi Sanu suspensija veidojas Sanas vai to agregati ar noteiktam morfologiskam iezimém,
pieméram traheidas. Ja barotnei pievieno auksinu, veidojas somatiskie embriji
(somatiskas embriogenézes nosacijumi var atSkirties dazadam sugam).

Lai uzturétu Stnu kultdiru ir jazin, ka kultivesanas apstakli ietekmé Stnu ciklu - ja ir vélama
biomasas uzkrasanas, ir javeicina aktiva §tnu daliSanas.

Stinu kultiru audzesanas panémieni, imobilizeto $unu kultaras. Sanu kultaras, kuras audze
bioreaktora vai mazaka trauka nemainiga barotnes tilpuma, sauc par "periodisko kultaru"
(batch culture). Periodiskaja kultara $@nas aug nemainiga barotnes tilpuma. Sanu
biomasas izmainas periodiskaja kultira apraksta S-veida Ilikne. Péc noteiktas lag-fazes,
kuras laika stnas gatavojas dalisanas procesam, sinas aktivi dalas un aug. Péc tam
iestajas stacionara (plato) faze, kura $anu skaits un lielums vairs nemainas. Sanas nav
iespejams neierobezotu laiku uzturét stacionaraja faze — ar laiku siinas noveco un sak
atmirt. Kultaras uzturésanai ir nepeciesama pasaza — parcel$ana uz jauno barotni.

Cits stnu suspensijas audzesanas panémiens ir “pastavigas kultiras” (continuous culture).
Pastavigaja kultiira daJu no sinam ik pa bridim iznpem un pievada svaigu barotni, sada
veida uzturot nepartrauktu stinu dalisanos un augsanu.

Lai audzetu pastavigo augu stnu kultdru, Stinas var imobilizét, izmantojot dazadus porainus
materialus. Viens no piemérotakiem materialiem ir poliuretans. Nes€ju iegremdé Siunu
suspensija un tas Sunas, kuras ir palikusas péc nes€ja izvilkSanas, sak augt un dalities, 1idz
aiznem visu iek$€jo tilpumu. Poliuretana nes€ju ievieto trauka vai kolonna un apskalo ar




barotni. Sadi audzetas $inas izmanto augu primaro un sekundaro metabolftu iegfiSanai.
Protoplastu kultaras

Izmantojot fermentus, kuri sadala Sonapvalkus, ir iesp€jams iegut “plikas Sonas”, t.i.
protoplastus, kurus var kultivét izotoniska vidé. Protoplastus izmanto pétijumos (nosaka
Sunapvalka fiziologisko lomu, ta lomu mineralelementu uzpemsana, Stunapvalka sintézes
mehanismus) un selekcija — starpsugu hibridu iegiSanai.

Protoplastu daliSanas sp€ja ir ierobeZota. Uzturot Sunas piemeérotos apstaklos (meérena
apgaismojuma; lai neitralizétu toksiskus savienojumus, kuri rodas Sanapvalka
noardiSanas rezultata, barotnei var pievienot aktiveto ogli), var sasniegt 10-kartigu Sinu
daudzuma pieaugumu. Stnapvalka sintéze var atsakties jau péc 100 stundam un,
iesp€jams, ir nepiecieSama daliSanas procesam. Talak no kultdras var iegiit somatiskus
embrijus.

Protoplastu sapluSanu var panakt ar elektrosoka palidzibu. Ja trauka ir daudz protoplastu, lai
konstatétu saplaSanu izmanto Stinas, kuras var atSkirt péc noteiktas pazimes — piemeram,
krasas, ja tikai viena vecakauga protoplastiem veidojas hlorofils, antociani vai citi
pigmenti. Abu protoplastu kultdram (§tinam) jabut izoosmotiskam, jo sapludinasanai tas
jaievieto viena barotng.

Protoplastu sapliisana neizradijas tik lietderiga augu selekcija, ka sakotngji cergja. Petot
tomatu un kartupelu hibridus konstatéja, ka tie ir sterili. Neskatoties uz kodolu saplasanu,
pastav divi izteikti hibridu veidi: tie, kuri parmanto plastidas tikai no kartupela (pomato)
un tie, kuri parmanto plastidas no tomata (fopato). Musdienas selekcija protoplastus
izmanto nevis divu genomu apvienosanai (kas biezi nedod vélamo rezultatu), bet DNS
modificéSanai (piemeram, izmantojot Agrobacterium).

http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e29/29a.htm

Sakl,lll kultiiras

Izoleto saknu kultdra ir pirma stabila augu organu in vitro kultara. Saknu kultdras izmanto,
lai pétitu saknes fiziologiju, pieméram, pasas saknes mineralvielu nodrosinajuma prasibas
(izoleti no pargjiem auga organiem). Cits pielietojums ir saknu un dazadu
mikroorganismu - sénu, baktériju — mijiedarbibas izp&te. Saknu kultdru var izmantot
metabolitu iegtsanai. Janem vera, ka izolétam sakném sterilaja kultdra ar laiku paradas
atSkirtbas no digstu sakném — pieméram, tomatu izolétajam sakném paziid geotropisms.
Izoletam sakném kultdra partraucas sekundara augSana, ka arT var butiski izmainities
saknes biokimiskais sastavs, pieméram, sekundaro metabolitu sinteze.

Saknu kultaras ir veiksmigi iegitas daudzam lakstaugu sugam, bet kokaugiem iegiit saknu
kultaru ir sarezgtak. Lai iegttu saknu kulttiru, séklas diedze sterilos apstaklos un digsta
sakni parce] uz jaunu barotni. PavairoSanai izmanto galvenas saknes fragmentus kopa ar
vismaz vienu sansakni.

Saknu kultdru barotném rekomendé mazaku cukura koncentraciju, jo liela koncentracija var
izmainit saknu metabolismu. Prasibas pé€c vitaminiem atSkiras, bet parasti izmanto
tiamina (B1) piedevu.

Ipatn&js panémiens saknu kulttru audzeSana ir t.s. "saknisu" (hairy root) kultiras audzéSana.



Hairy roots ir neoplazmatiskie sakném lidzigie veidojumi (cits augu neoplazmu piemeérs
ir pangas). Eksplants sadas kultoras iegusanai var bat ne tikai saknes, bet art lapas,
stumbra fragmenti. Sanu transformaciju izraisa Agrobacterium rhizogenes bakteriju
infekcija. A. rhizogenes ir augsné dzivojoSs augu patogéns, kura Ri plazmida izraisa
saknu veidoSanos inokul€tajas Sunas. Transformétas saknes ir stabila kultdra ar augstaku
stnu diferencéSanas pakapi, neka kallusa kultara, kas padara sadas kultaras piemerotas
sekundaro metabolitu iegSanai.

VIDES IETEKME UZ AUGU AUDU KULTURAM

Kultiras augSanu un organogenézes procesus ietekmé ne tikai eksogénie augSanas
regulatori (fitohormoni), barotnes sastavs un eksplanta izcelsme un ipasSibas. Liela
nozime ir arT vides fizikalajiem parametriem. Tas attiecas gan uz audzéSanas telpu, gan
uz vidi kultiveéSanas trauka. KultivéSanas apstakli var izmainit fitohormonu iedarbibu uz
eksplantu, ka arf tiesi ietekmét kultiiras augSanu un attistibu.

Vide kultivéSanas trauka

Barotnes konsistence ietekmé€ mitrumu trauka, eksplanta aeraciju un baribas vielu
pieejamibu.
Gan Skidrai, gan puscietai (agarizetai) barotnei ir savi trakumi un prieksrocibas.
Skldrala barotn€ var panakt atraku eksplantu augsanu - barotne apskalo eksplantus
no visam pusém, kas veicina baribas vielu uznemsanu. Skidraja barotng var notikt
eksplantu vitrifikacija (hyperhidricity) — negativa paradiba, kuru raksturo
“stiklainas”, ar Gideni parsatinatas ekplanta lapas, galotnu un lapu galu nekroze un
kallusa veidoSanas dzinuma pamatn€. Jaatzimé, ka vitrifikacija var notikt art
audz€jot eksplantus uz agarize€tas barotnes, to var izraisit nepiemeérots barotnes
sastavs un parmerigs mitrums kultivésanas trauka.
Puscietaja barotné labi saglabajas eksplantu orientacija, kas var bat svarigi
normalai dzinumu attistibai. Nav nepiecieSama papildus aeracija, kallusa kultaras
gadijuma ir mazaka iesp€ja, ka kalluss sadalisies un izveidos Sunu suspensiju.
Agarizetai barotnei ir savi trikumi. AtseviSkam kultiram pie eksplantu griezumu
vietam uzkrajas dazadi izdalfjumi, kuri var but toksiski (fenolu savienojumi) vai
kave baribas vielu uznemsanu (viskozi izdalfjumi, glotas). Sadas kultiras labak
aug un proliferé Skidraja barotné. Par bitisku probléemu gan puscietaja, gan
Skidraja barotné var kit nepietieckama saknu aeracija. Tas rezultata saknes, kuras
izveidojas in vitro, nav pilniba funkcionalas un nesp€j nodrosinat udens
parvietosanos auga péc izstadiSanas ex vitro (piemeram, rododendriem).
Barotnes konsistence var dazadi ietekmét eksplantu, atkariba no eksplanta
attistibas stadijas. Pieméram, Cymbidium orhid€ju protokormi labak proliferé
Skidraja barotn€, bet turpmako augu attistibu veicina audz€Sana uz puscietas
barotnes.
Vel viens audzésanas panémiens ir divfazu barotnes — puscieta barotne pamata un
skidra barotne virsa. Sads audzé&$anas veids lauj ievadit jaunas baribas vielas vai
fltohormonus, neveicot atseivSsku pasazu, kas var traumét eksplantu. AtseviSkas
kultaras aug vai vairojas labak, ja fitohormonus ieklauj viena no fazeém, vai arf ja




daZadi fitohormoni ir dazadas fazes (piem. citokinins Skidraja un auksins cietaja
faze).

Dzinumu in vitro kultiram izmanto arT Islaicigas imersijas sist€émas (pieméram,
Rita™). Sadas sistémas eksplanti turds uz porainas plastmasas pamatnes un tiek
periodiski iegremdeti Skidraja barotné. Tas uzlabo eksplantu aeraciju, vienlaicigi
saglabajot to vertikalo orientaciju.

Barotnes osmotiskais potencials:
Skiduma osmotiskais potencials (W) ir lielums, kurs raksturo speku, ar kadu adens
no mazak koncentréta Skiduma tiecas uz doto Skidumu, ja tos Skir puscaurlaidiga
membrana (tira adens W = 0 MPa, jebkura skiduma ¥ < 0). AAK barotnes
osmotisko potencialu veido taja izskidinatie mineralie sali, saharoze un, neliela
meéra, ari Zel€josa viela. Zema vides osmotiska potenciala ietekmé Stnas zaudé
tideni, kas ietekmé §tna metabolismu. Stna uzkrajas osmoliti, var palielinaties
abscizskabes Itmenis. Ta ka saharoze ietekmé barotnes osmotisko potencialu, tas
daudzumu barotn€ nevar palielinat neierobeZoti. Jau 4-5% saharozes saturs MS
barotn€ var izraisit augSanas inhib&éSanu. Savukart, ir gadfjumi kad ir
nepiecieSams panakt zemu osmotisko potencialu — pieméram, audzgjot
nenobrieduSu seéklu embriju un putekSnmacinu kulttras. Tad izmanto barotni ar
saharozes saturu 11dz 10-12%.
Vides osmotiskais potencidls var ietekmét organogenézi: vairakos gadijumos
pazeminats osmotiskais potencials stimulé adventivo dzinumu veidoSanos un
somatisko embriju attisttbu. Savukart, saknu iniciacija labak notiek vide ar
augstaku osmotisko potencialu (t.i. zemaku salu un cukuru saturu).

Gaisa sastavs kultivéSanas trauka ir saistits ar gazu apmainu starp trauku un ar€jo
vidi.
Gazu apmaina pamata notiek, gaisam difund€jot caur trauka vaku. Difaizijas
atrums ir atkarigs no vaka tipa, gaisa temperatiras telpa un, neliela méra, no
atmosferas spiediena. Vaka materials (aluminija folija, plastmasa, silikons, vates-
marles korkis) un struktira (poru lielums) ietekmé skabekla difazijas atrumu.
Gaisa difazijas atrumu pasa trauka ietekmé€ arT trauka forma un lielums. Skabek]a
trakumu (hipoksiju, anoksiju) un, lidz ar to, elposSanas inhib&Sanu, pastiprina
augsts cukura saturs, liels barotnes dzilums, augsta temperatiira un maza eksplanta
virsmas/tipuma attieciba.
Lai uzlabotu gaisa sastavu trauka, izmanto traukus vai audzéSanas sist€mas ar
papildus aeracijas iesp€jam. Traukos vai trauku vakos var paredzet aeréSanas
atveres, kuros ieliek filtrus, lai nodroSinatu sterilitati. Tas veicina gazu apmainu
starp trauku un audzéSanas telpu. AudzéSanas kameras ir iesp€jams regulét
atmosferas sastavu — pieméram, palielinat skabekla parcialo spiedienu.
Ir iesp€jams arT savienot traukus ar aer€Sanas sistému un meérktiecigi regulét gaisa
sastavu trauka. Papildus aeracija parasti ir nepiecieSama bioreaktoros, kuros audze
kallusus vai Sanu suspensiju Skidra barotné.
Kultdras augSanai ir nepiecieSami gan skabeklis, gan oglskaba gaze, neskatoties
uz to, ka in vitro kultiras parasti ir miksotrofas. CO, trokums var izraisit
oksidativo stresu. Eksplantus var ietekmé&t arl citi gazveida savienojumi,



pieméram, etiléns.

Skabekla Skidiba ir zemaka, ja audzeéSanas temperatdra ir augstaka. Skabekla
Skidibu samazina arT barotn€ izSkidinatas vielas. Iesp€jams, tas izraisa
nepietiekamu saknu aeraciju in vitro apstaklos. Hipoksija (skabekla trakums) kave
kultdoras augSanu, jo samazinas elpoSanas intensitate un baribas vielu uznemsana.
Paaugstinata skabekla koncentracija var veicinat saknu un nediferencéto audu
augSanu, bet var kavet zalo dzinumu augSanu fotoelpoSanas del. O, un CO,
attieciba kultivéSanas trauka atmosféra vai barotné var ietekmét ne tikai augSanas
atrumu, bet arT diferenciacijas procesu. Pieméram, burkana Sinu suspensija
pazeminats barotn€ izSkidusa O, saturs veicindja somatisko embriju attistibu,
savukart, augstaks O, saturs taja pasa barotn€ izraisTja saknu veidoSanos. O, saturs
var kavet vai veicinat organogenézi. Vairaku pétijumu rezultati apstiprinaja to, ka
oksidgjosa vide veicina somatiskas embriogenézes procesu. Iesp&jams, tas ir
saistits ar aktivo skabekla savienojumu veidoSanos, jo aktivas skabekla formas ir
iesaistitas vairaku fiziologisko procesu regulacija (pieméram, séklu digsanas
procesa). Savukart, dzinumu attistibu var veicinat tieSi reducéjosa vide. Tas, vai
Stna veidojas oksid€josa vai reducejosa vide, ir atkarigs no aktivo skabekla formu
veidoSanos un antioksidativo enzimu darbibas. Skabekla saturs, pH un
temperatiira nosaka vides redox potencialu kas var ietekmét eksplanta Sinu redox
potencialu. Sis fiziologiskais parametrs regulé daudzus procesus §ina, to starpa
Sanas ciklu (Boer, Murray 2000).

Apst&‘lk}i audzéesanas telpa

Temperatira
Visbiezak temperatiiras reZims audzésanas telpas ir 20-25 °C. Sada temperatiira
var audzet loti dazadu sugu in vitro kultdras. Ir gadijumi, kad audzeSanai ir
nepiecieSama augstaka temperatira — piemé€ram, tropu un subtropu sugam.
Dazkart kultaru labveligi ietekmé diennakts temperatiiras svarstibas, jo zemaka
temperatira diennakts tumsSaja laika samazina elpoSanu tumsa. Temperattras
svarstibas var veicinat gazu apmainu starp kultivéSanas trauku un apkartéejo telpu.
Katrai kultdrai ir noteikts augSanai optimals, plasaks vai Sauraks temperatiras
intervals. Optimalaja temperatira visatrak notiek augSana un dzinumu
proliferacija (lidz ar to — pavairosanas koeficients). Temperatora ietekmé arf to,
cik sekmigi notiks eksplanta ievadiSana in vitro.
Temperatiiras reZims var ietekm&t morfogenézi — pumpuru, saknu, bumbulu un
vairsipolu attistibu.
Kallusa kultira zemas pozitivas temperatiras ietekme var veicinat Organogenézi.
Atseviskos gadijumos eksplants (sipols, dzinums) var ieiet miera perioda, kuru
var partraukt zemas temperatiras ietekme.

Mitrums
Relativais gaisa mitrums kultivéSanas trauka parasti sasniedz 98-99%. Ja gaisa
mitrums audzéSanas telpa ir zemaks par 70%, kultivéSanas trauki var zaudét
mitrumu un barotne izZas. Ir ieteicams uzturét augstu gaisa mitrumu, neskatoties
uz to, tas var izraisit eksplantu vitrifikaciju, jo in vitro kultivéeti eksplanti slikti
panes izZaSanu. Ja trauka apakSdala temperatira ir lielaka, neka augSdala, barotne



sak iztvaikot un trauka pieaug relativais gaisa mitrums. Tad uz trauka sieninam
vai uz vaka veidojas udens kondensats. Lai izvairitos no ta un samazinatu
mitrumu, izmanto plauktus ar dzes€Sanas sist€mu.

Relativa gaisa mitruma samazinaSana kultivéSanas trauka pirms augu
parstadiSanas ex vitro var sekmét augu izdzivoSanu. Ja tas nav iesp&jams, augi pec
parstadiSanas ir jasarga no izZuSanas un pakapeniski japieradina pie zemaka gaisa
mitruma.

Paaugstinats mitrums kultivéSanas trauka, samera neintensivs apgaismojums un
zems CO, saturs gaisa, liela saharozes koncentracija barotné ietekmé& gan augu
anatomiskas, gan fiziologiskas ipatnibas. In vitro audzétiem dzinumiem var bat
nefunkciongjosas atvarsnites un planaka kutikula, Samazinata vadaudu
lignifikacija un nefunkciongjoSas saknes. Lidzigi, atkariba no apstakliem
kultivésanas trauka, mainas hlorofila a un b attieciba, karotenoidu un ksantofila
saturs - lidz ar to, augi var but mazak pielagoti normalai fotosint€zei ex vitro
apstak]os.

Apgaismojums ietekmé in vitro augu augsanu un attistibu. Gaisma ietekmé eksplantu
tiesi, jau in vitro apstaklos, un netieSi — ietekmé&jot mates augu. Tris nozimigakie
auga fiziologiskie procesi, kurus ietekmé gaisma ir fotosintéze, fotomorfogenéze
un fototropisms.

Fotosintéze: fotosint€zes procesi notiek, lapam absorbgjot gaismu vilnu

garumu inervala starp 400 un 700 nm. Sadu gaismu sauc par fotosintétiski
aktivu  (photosynthetically active radiation, PAR). Lai izméritu
apgaismojuma intensitati, nosaka fotosintétiski aktivo fotonu plasmas
blivumu (photosynthetic photon flux density, PPFD) — fotonu daudzums
sekundé uz kvadratmetru, mol m>s™.
Tumsa iniciéta kallusa Stnas nesatur hloroplastus, tie veidojas gaismas
ietekmé. Ir noverots, ka hloroplasti veidojas stnu agregatos, tajas stnas,
kuras nedalas. DaZos gadijumos hlorofila sintéze signaliz€ par
morfogenézes procesu sakumu kallusa. Sarkanas gaismas ietekmé no
protohlorofilida veidojas hlorofils. Dazam kultdram ir nepiecieSama ari
zila gaisma, lai izveidotos hloroplasti.

Fotomorfogenéze: auga, ta noteiktu struktiru vai organu attistiba gaismas
ietekmé. Auga attistiba tumsa - skotomorfogenéze, etiolacija. Tumsa
notiek intensiva augSana garuma, neveidojas lapas un fotosist€mas,
nesintezgjas hlorofils. Apgaismojuma ietekmé notiek génu ekspresijas
izmainas un sakas normala auga attistiba. Attistibu visbiezak regul€ zila
un sarkana gaisma. Sarkano un infrasarkano gaismu uztver specifiskie
pigmenti - fitohroms A un B (absorbcijas maksimums 660 nm). Zilo un
ultravioleto gaismu wuztver citi pigmenti, to starpa kriptohroms un
fototropini.

Augsanas un attistibas procesus visvairak ietekmé trTs gaismas parametri: vilnu
garums, fotonu pliismas blivums un fotoperiods. Lidz ar to, kultiras augSanu
un attistibu var ietekmé&t gaismas avota ipaSibas — spektrs un gaismas intensitate.
AAK audzésanai parasti izmanto fluorescentas lampas, jo tas izdala mazak
siltuma.



Vilnu garums

Zila un UV-tuva gaisma var stimulét kallusa augSanu, bet vairakos gadijumos ta
inhib€ gan kallusa augSanu, gan dzinumu attistibu. Tas var bat saistits ar auksina
noardiSanos un citokininu sint€zes inhibéSanu zilas gaismas ietekmé, ka arf ar
pastiprinatu fenolu izdaliSanos.

Sarkana gaisma regul€ augSanu un attistibu ar fitohroma sist€émas starpniecibu.
Fitohromam ir divas formas: aktiva forma (Fs) infrasarkanas gaismas ietekmé&
parvérsas neaktivaja forma (Fs) un neaktiva, savukart, sarkanas gaismas ietekmé&
parvérsas aktivaja (ta darbojas fitohroms B). Ir hipotéze, ka aktiva fitohroma
forma stimulé citokinina biosintézi augos un, lidz ar to, veicina dzinumu
proliferaciju. Savukart, pé€tjjumi ar mutantiem augiem, kuriem ir parekspreséta
citokintnu biosinté€ze vai traucéti fitohroma regulétie procesi, liecina par to, ka
fitohroma un citokinina darbibas mehanismi ir atskirigi, bet tie parklajas noteiktu
fiziologisko procesu gadijuma (pieméram, deetiolacija, hloroplastu attistiba).
Daudzos gadijumos gaisma stimulé adventivo dzinumu veidosanos un uzlabo to
kvalitati (zema apgaismojuma apstaklos augi vitrificgjas), bet sarkana gaisma var
inhibet saknu veidosanos.

Gaismas intensitate

Intensivs apgaismojums var paaugstinat temperatiru kultivéSanas traukos, jo
notiek siltumnicas efekts. Pasa eksplanta parlieku intensivs apgaismojums var
izsaukt oskidativo stresu. Parak intensiva apgaismojuma apstaklos barotné var
noardities IES, bet no EDTA veidojas formaldehids. Ta ka lielaka dala in vitro
audzeétu augu ir miksotrofi, tiem nav nepiecieSams intensivs apgaismojums.
Gadijumos, kad ir panakta autotrofo augu vai Stnu kultdras attistiba, gaismas
intensitate ir japalielina.

Savukart, daudzam kultiram gaisma stimulé adventivo dzinumu veidosanos un
zema apgaismojuma apstaklos veidojas mazak dzinumu ar sliktaku kvalitati
(vitrificeti, sukulenti). Adventivo dzinumu veidosanas var bat tiesi saistita ar
fitohroma darbibu (isi sarkanas gaismas inpulsi izraisa adventivo dzinumu
iniciaciju kallusa kultara).

Ir arT gadfjumi, kad audz€Sana tumsa vai tumsas periods stimulé noteiktus
morfogenézes procesus. AudzeSana tumsa var stimulét saknu iniciaciju, jo $ados
apstaklos palielinas dabiga auksina ltmenis, bet talakai saknu augSanai ir parasti
nepiecieSams apgaismojums. Tumsa var kultivét kallusa kultdras - ir sugas
(pieméram Hosta, Magnolia), kuram kalluss veidojas tikai tumsa.
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