6. IN VITRO KULTURU AUKSTUMUZGLABASANA UN
KRIOSAGLABASANA. SOMAKLONALA MAINIBA

In vitro kolekcijas, ggnu bankas

Optimals sugu unl§rnpu saglaBSanas veids ireklu bankas. Téu sugas, kdam sklas
nepanes izi5anu (rekalcitrantasklas), kultiraugus, kuri neveidogklas un kurus
pavairo parsvaf vegetaivi, ka afn augus ar &es gnu kombiriciju var saglabt
lauka kolekcigis, vezetaiva pavairoSanas mataela kolekcips un audu kuitru (in
vitro) kolekcijas.

In vitro kolekciju priekSrotha ir tas, ka augu mataiu var uzglaht no patogniem
briva vidg, ir viegli nodroSiat fitosaniaro kontroli, kolekcijai nav nepiecieSama
liela platba. Svaiga priekSrotba ir iesgja pavairot un uzt@ no virusiem un
citiem patogniem biva stidmaterila kolekcijas. Takumi ir lielas izmaksas,
grutibas ievadot konktas sugasn vitro kultira un gergtiskas nestabiléites risks.

Aukstumuzglabasana

Lai kolekcia nehitu nepiecieSams regui parlikt augus uz jauno barotni (veikt
pasizas), var p&hinat augSanas un novecoSanas procesusigojot kultiru tel@
ar zemu pozitu temperatru (4 - 15 °C). Lai veicitu eksplantu izdxoSanu, ir
jaatrod optinalie uzglataSanas apakli - kultivéSanas sistmu (trauki, barotnes
sasivs, osmotiskais poterats) un vidi (parasti zems apgaismojums, &Esms -
samagziats skibea parcilais spiediens). Viens no galveniengrikiem ir pakninat
kultiras augSanasatrumu. Lai paéninatu augSanu, var izmantot augSanas
inhibitorus un fitohormonus (pietram, absitzskibi). Ja konkgtai kultirai ir atrasta
optimala aukstumuzglaa$anas sisma, kultiru var uzglabt no daziem reneSiem
Iidz daziem gadiem bez padss vai ar réin pagzam.

AukstumuzglabSanu veiksngi izmanto dekorato un augu koku audu kuttra, ka
arn citas kultiras.

Kriosaglabasana

KrisaglalaSana ir eksplantu uz@&sana negata temperaira idraja slapeki (-196
°C) vai virs %idra slapeKa (-150 1dz -196 °C). $da vidg ir pilniba partraukti visi
dzvibas procesiigas. Kritiskie posmi kriosagla$anas procasr pati sasaleSana
un atkausSana pc uzglalasanas.

1. Pirms sasai$anas objekts iagagatavo, papeniski afidenojot to un pieradinot
pie aukstuma.

2. Trs galvenie riska faktori sasg|dt objektu ir objekta izrers, idens saturs audos
un temperatras f@rejasatrums.

- sasaldjot vai atkausgjot oblektu, rodas lakas temperdiras farejas. Ja objekts ir
liels, tap veidojas plaisas. Liglobjek& veidojas arkrioprotektantu koncer#cijas
gradients, joT$ vielas nevar izpldtes vis tilpuma.

- idens saturs. Ledus krititvar veidotiesarpus $inam un iekd Sinas. Arpus$inu
ledus izjauc osmotiskadzsvaru, jo samazis tdens saturs citoplazinun var notikt
plazmoize. Ledus krigi, kuri veidojas Sina iek&, melaniski boa Sinas organellas
un plazmatisko mem#nu.



Lai risinatu §s probémas, izmanto divas pieejas:

lena sasaldSana (Sow freezing). Saji proced ledus veidojasarpus $nam, jo
palielinata osmoaitu koncenticija citoplazma nowers iekSsinas ledus veidoSanos.
SasaldSana var notikt divos posmos;

atra atdzeseSana (rapid cooling). Ledus krisili nepaspj izveidoties (vai izveidojas
mikrokristali). Citoplazma priet stiklaira stavokli (glassy state) un Kast par
amorfu, sastingusu masu. So procesu sauc aifikaciju (nejaukt ar
morfologiskam izmaipam, kuras notiek in vitro eksplantos liela mitruma
apstaklos).

Lai pasargtu objektu sasak$anas laik, izmanto daZdas metodes:

- objekta aidepoSana un inkapsidija;

- apstide ar dimetildulfok&lu DMSO, krioprotektants, nawrsS ledus kristlu
veidoSanos);

- apstade ar saharozi;

- saldtSana, suspeipbt krioprotektanta pilied (droplet freezing).

NepiecieSamas sasafdnas proceanlas un to kombiicijas ir atkargas no eksplanta
izturibas - iztuigakie eksplanti ir 8klas un ziemas pumpuri, turpretiedputeksu
sasaldSana ir sare#taka.

3. Lai panktu eksplanta izdzoSanu pc atkausSanas, tas irakultivé optimalos
apstiklos. Lidzigi ka sasaldjot, var hit nepiecieSami vaiki pakapeniskas
pieradirasanas posmi.

Leéna (divpakipju) sasal@Sana sasaldSana notiek aétrumu 0.1 - 0.5 °C miate.
Ledus krisili veidojas arpus $nam un pakpeniski pieaug i28duso vielu
koncentacija citoplazm. Lai samaziatu iekSSunas ledus krigti veidoSanas risku,
izmanto krioprotektantus un aksligi izsauc ledus veidoSanos objeldgu<.
Kritiska temperaira, kug var sporani veidoties ledus krigh, ir 40 °C. Rc tam
objektuatri sasal@ vai uzreiz iegrem@iskidraja slapeki.

Vitrifik aciju (atrai atdzseSanai) var paikt, izmantojot lielas krioprotektantu
koncenticijas un tadatri sasaldjot objektu. AtidenoSana notiek pakeniski.
Sakuma objektu ievieto Kiduma ar zemu krioprotektanta konceidiju, tad -
koncenteétaka Siduma. Krioprotektanti var iefiltretiesi®a (gliceiins, DMSO) vai
palikt Sinapvalk (saharoze un citi dgidrati). Lidz ar to, tie pasaigdazdus $inas
kompartmentus. Var izmantot dafti krioprotektantu kombigijas. &idumu, kurs
satur daZdas vitrifikaciju veicinoSas vielas, sauc par augu vitdtkas &idumu
(plant vitrification solution, PVS). Piengram, PVS2 satur 0.4 M saharozes, 3.2 M
glicerina, 2.4 M etiénglikola un 1.9 M DMSO.

lekapsuéSana-aidenoSanaddgji atgadina dabisko &lu nogatavoSanas procesu, jo
notiek objekta paipeniska izASana. lekapseias dzinumu galotnes dazreiz sauc
par "maksligam sklam". Kapsulas sas no ¢la, kuru veido algiati divvertigo
jonu Kiatbatng (piem. C&"). Alginati sasiiv no gaim polisahaidu kadem, kuras
savstarpji saista jonu tilti. Gla iekapsuttos eksplantus aguma atideno
koncentetaka saharozesk¥duma un tad Zve virs silikagla. Rec tam tos uzreiz
iegrema idraja slapekir.

Pilienu sasaléBanu(droplet freezing) izmanto ultraatrai objekta sasatdanai. Mazus
krioprotektanta (piem. DMSO) pilienus uzpilina Uarainija folijas stemelitém un
levieto tajos eksplantus. Foliju ievieto uzrekid$aja slapekii. Ta ka alunnijs loti
labi vada siltumu, sasalSar@sums var sasniegt 8000-12000 °C i Ultra-atras




sasaldSanas rezudta nenotiek vitrifikacija, bet ledus krigti nepaspj izveidoties
vai aff to izmeri ir niecigi un tie nes@ bojat Sinu iekEjas struktiras.

Somaklonala mainiba

Somakloiala mairiba Gomaclonal variation) ir gergtiskas un fenotipisks at&iribas
starp klonli pavairotiem augiem, kuri ir iztusSies no viena ates auga.

Mainiba izpauzas &katirigo fenotipu izskal$aras kloniem, kuri ir iegti no viena
eksplanta. 128r kvalitativas un kvantitavas atgiribas.

Somaklonilas varkcijas var It stabilas, t.i. fenotipa un genotipa izmes girmanto
afi konkreta klona @Ecnacgji. Atkariba no f, vai izmahas saglafjas tikai pavairojot
vegetaivi, vai afi pavairojot generaivi, izSkir somatiski un mejotiski stabilas
izmainas.

Viena dda no somakloilajam izmaham ir saisita ar cit@erctisko nestabiliti —
hromosomu skaita izmgs un pasu hromosomu aiigyas. Tongr pasév uzskats,
ka tas ir galvenais somaklkdas mainbas ¢€lonis ir epgergtiskas izmanas
(Kaeppleret al. 2000). Epteretiskas izmapas ir potendili atgrieziniskas, betas
var hat af Joti stabilas un saglabes vaifikas paaudzs.

Janem \era, ka somaklodlo mairibu var izraig paSa 3kotrgja eksplanta &u
neviendaibgums. Jo veiks ir eksplants un jo difereétakas ir & sinas, jo lielka ir
Sada iespja. Mairiba nedz hit izteiktaka augiem ar maku hromosomu komplektu
skaitu — pieraram, kukufizai (diplads), jo polipladiem augiem notiek izmzai
“bufereSana”. Jo veikas ir eksplantaihas, t.i. jo liedka ir to diferendicijas
pakape, jo liekka ir poliplado Sinu proporcija. Jauim Sinam, kuras akwi dalas,
hromosomu komplektu skaits ir viegrigaks un stabilks, nekd veakam Jinam.
Nestabiliate vaik izpauzas araudos, kuri ir izeélusies no haplo@m inam.

Lai raksturotu un salzinatu DNS daudzumuaas, izmanto t.s. Cartibu. Gamet
hromosomu DNS daudzums ir 1 C, dijolbsina — 2C. Attie@gi, poliploidas dinas
var bat nC.

Jain vitro kultaras afistiba ietver kallusa veidoSanos un netieSo mgmfézi, pieaug
poliploido un aneipltdo Sinu veidoSaas iesgja. Ja auga omyi atistas no $inam
ar atkirigu C \ertibu, var izveidotieshimeéras - augi, kuru audi un ofgi satur
gerctiski atkirigas &nas. Visdro3ka in vitro pavairoSanas metode no melod
kuras ir saigtas ar netieSo morgerezi, ir somatisk embrigzereéze, jo somatiskais
embrijs afistas no vienadifas.

Somakloialo mairtbu ietekng procesi, kuri notiek eksplant Sinu dediferendicija,
kallusa veidoSais un neties morfogereze veicina maitbu, ki ai dazdi
kultiveSanas faktori - eksegie fitohormoni (atsevid fitohrmoni un to attietba),
slapeka forma barot&un barotnes osmotiskais spiediens.

Lai gan somakloila mairiba ir neelama kultiru kolekcig, to var izmantot selekaij
atlasot fenotipus arelamam ipagbam. Saj gadjuma izmaiam ir jabit stabiim un

jasagltajas, pavairojot iegto augu veetatvi vai generaivi.

Citogergtiskas mainbasizpausmes ir:
- poli/aneipladija
- mufacijas (punktveida, insercijas/@eljas)
- hromosomu grkartoSaras
- transpozonu (DNS mobilo elementu) aktédaras




- genu amplifikacija
Ar hromosomim un DNS sekvenci saitts izmahas visbieZk notiek neakwvajas
sekvengs, heterohromata un centrordru rajonos. Uzskata, ka tieSi heterohromst
Sinas dakanas laik replicgjas \elak un biezi nepiligi, kas izraisa hromosomu
abedcijas, sekvetu translolacijas, detcijas vai nepiligu hromosomu sadghnos
starp meit&nam.

Epigeretiska mairibajeb epimuicijas biezi ir saigtas ar DNS metBanas izmaam
- metilcSana ir dla no gnu aktivitites regutSanas sistnas.

DNS metiESana izraisa@nu "nosipeSanu” @ene silencing), tadejadi izmainot $inas
atisibas programmu. Ir hipége, ka ¥ izmahas ir saigtas ar 8nu
dediferenéSanos. Dediferesfoties, $inas atgriezas pie embrias Sinas afistibas
programmas un DNS metflanas palpe samazids. Ta ka in vitro kultara nenotiek
apaugoSaras un aftisibas procesi atfras no normliemn, finam atkal diferengjoties,
DNS metitSanas palpe ir mazka, nel normali auga audu aistibas gai.
levadSanain vitro kultara izraisa genoma Soku,akrezul&ta destabilizjas ¢gnu
"noskpesanas"” regdktija. Aktivizéjas ar mobilie DNS elementi (transpozoni).
lesEjams, ka epimuadtijas izsauc arcitogeretiskas, ar hromosomu struiiu saisitas
izmainas, jo epierctiska regukcija ietekng hromatna sivokli (génu sekvetiu
aktivitati).

Kapec audu kulira somakloala mairiba izpauzas vaik, nelda daligos apsiklos?
Suntjot iepriekSmigtos faktorus, maiibu nosaka:

- ipatrejs atistibas process, kainenotiek apaugsSaras un auga un sgga attstiba,

- &inu dediferendicija, kuras rezuifita destabilizjas gnu aktiviates regulcijas
mektanismi;

- genoma Soks, kura rezath aktivizéjas mobilie DNS elementi;

- eksog@no fitohormonu ietekme.

Somaklonalas izmahas uzkgjas laika - jo ilgak pastv in vitro kultira, jo liekka ir
iesgEja, ka eksplantos uzksies izmajas. Tadél ilgstoSai kuliras sagla@isanai, ja
iesggjams, izmanto kriosaglabanas metodi.

Literatira:

Plant Cell and Tissue Culture — A Tool in Bioteclugy. 2009. Springer Verlag
Plant Cell Culture. Essential Methods. 2010. Widfyens Ltd.

Kaeppler et al. 2000. Epigenetic aspects of somatleariation in plants. Plant
Molecular Biology 43:179-188.

http://cropgenebank.sgrp.cgiar.org/



