09. AUGU PRIMARAIS UN SEKUNDARAIS METABOLISMS IN VITRO
KULTURA

9.1. Primarais metabolisms

Augu primarais metabolisms ietver oglhidratu (un to poliméru), lipidu, olbaltumvielu
un nukleinskabju sintézes un noardisanas (jeb metabolisma) biokimiskos celus. Bez
nosauktajiem produktiem svarigi primara metabolisma savienojumi ir biokimisko
celu starpprodukti (Krebsa cikla savienojumi, ograniskas skabes, aminoskabes), ATF
un redukcijas ekvivalenti (NADH, NADPH). Tiesi starpprodukti saista sava starpa
dazadus metabolisma ceJus un nodrosina kopgjo lidzsvaru dazadu endogéno un
eksogeno faktoru ietekmg.

Primaraja metabolisma var izdalit ar konkrétiem mineraliem stuktarelementiem
saistitos metabolisma celus — oglekla, slapekla, séra metabolisms. No fiziologijas
viedokla var izdalit reakcijas un biokimiskos celus, kuri ir saistiti ar konkrétiem
procesiem — pieméram, elposana un fotosinteze.

Sekundarais metabolisms ietver to savienojumu sintézes un noardisanas celus, kuri
nav tiesa veida iesaistiti primara metabolisma reakcijas. So savienojumu veidosanas
nav obligata visam augu sugam. Primaros un sekundaros metabolitus ne vienmer var
krasi atskirt pec kimiskas dabas, atskiriba ir to funkcija auga organisma. Sekundaro
metabolitu funkcijas ir liela méra saistitas ar auga reakciju uz biotisko un abiotisko
stresu un aizsardzibu (konstitutivo vai inducgto). Janem veéra, ka biotiskie stresa
faktori — pieméram, patogeni un augédaji — ietekme ar1 primaro metabolismu. No
vienas puses, dala auga resursu tiek novirzita uz aizsardzibas reakcijam (sekundaro
metabolitu sintéze, morfologiskas izmaipas). No otras puses, stresa ietekme var
izmainit fiziologiskus procesus apdraudétajos organos un, lidz ar to, primaro
metabolismu: paléninas augsana, samazinas fotosintézes intensitate, var paatrinaties
novecosana un izmainities resursu donoru (source) un akceptoru (sink) attiecibas
starp auga organiem (Berger et al. 2007).

Oglekla metabolisms

Augu oglekla metabolisms ietver ne tikai energijas metabolismu, rezerves vielu un
struktarsavienojumu sintézi, bet art CO, fiksaciju fotosintézé. In vitro kultdras
apstaklos fotosintézi ietekmé sakotngjais eksplants (izcelsmes audi, vecums, vai
eksplants satur hloroplastus), saharozes un dazadu mineralelementu saturs barotng,
CO; saturs atmosfera, apgaismojums. Stinu vai kallusa kultira, kura ir izcglusies no
eksplanta bez hloroplastiem, hloroplastu veidosanas notiek pakapeniski, to ietekme
gaisma, saharoze un fitohormoni barotnes sastava (ipasi citokinini).

Galvenie procesi auga, kuri ir saistiti ar oglekla metabolismu, ir elposana, fotosintezes
biokimiskas reakcijas (Kalvina cikls, kuru var nosaukt ari par reduktivo
fosfopentozu celu. Janem véra, ka fotosintézes procesa foto- un biokimiskas
reakcijas ir ciesi saistitas), oksidativais fosfopentozu cels (no glikozes-6-fosfata,
vairaku secigu reakciju rezultata, veidojas ribozes-5-fosfats).

Krebsa cikla realcijas notiek mitohondriju matriksa.

Kalvina cikla un oksidativa fosfopentozu cela reakcijas notiek hloroplastu stroma, un,
lidz ar to, sie procesi ir stingri nodaliti laika. Gaismas ietekmé palielinas Kalvina
cikla enzimu aktivitate, tumsa — oksidativa fosfopentozu cela enzimu aktivitate. So
regulaciju nodrosina ferredoksina-tioredoksina sistéma. Kalvina cikla enzimi ir



aktivaki, ja ir augstaks pH- gaisma hloroplastu stromas pH paaugstinas lidz 8, jo
veidojas transmembranu H* jonu gradients.

Neskatoties uz to, ka audu kulttiru barotnpu sastavam ka oglekla avotu pievieno
saharozi (vai citus cukurus), audu kultaras apstaklos notiek ari CO, fiksacija. Sanu
kultaras gadijuma sakotngji, lag-fazes laika, augu sanas ir ir heterotrofas, vélak,
parejot log-fazé (strauja augsana pirms stacionaras fazes sasniegsanas) palielinas
CO, fiksacija un kultara pariet uz miksotrofo barosanas veidu. Straujas augsanas
faze ir saistita ar1 ar izmainam slapekla metabolisma - notiek slapekla asimilacija no
nitrata.

Ar nelielu intensitati CO, fiksacija var notikt arf tumsa. Saja gadijuma darbojas enzims
FEP-karboksilaze (CO, piesaistas pie fosfoenolpiruvata, veidojoties oksaloacetatam
un velak - malatam).
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Figure 2.3 Simplified schematic of the Calvin cycle showing alternative routes for the regeneration of
ribulose 5-phosphate.

Kalvina cikla shema (Plaxton, McManus 2006).

Gaismas absorbcija sanu kultira lidzinas lapu absorbcijai, iznemot dazas atskiribas
zilas gaismas absorbcijas spektra. Gaisma darbojas gan ribulozobifosfata
karboksilaze-oksigenaze (RuBisCo), gan FEP-karboksilaze, veidojot, attiecigi,
triozes (fosfogliceraldehidu) un oksaloacetatu. Oksaloacetats ir Krebsa cikla
metabolits un iesaistas dazadas biosintézes reakcijas. Abas sisteémas pastav
dinamiska lidzsvara, ja RuBisCo darbiba ir ierobezota, intensivak darbojas FEP-
karboksilaze. Oksaloacetats tiek parversts par malatu un talak transportéjas uz
mitohondrijiem, kur tas piedalas aspartata (aminoskabes) sintezé. Tadgjadi Sis
metaboliskais cels var but saistits ar slapekla asimilaciju.
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Figure 2.1 Pathways of primary carbon metabolism and respiration.

Oglhidratu metabolisma shéma (glikolize, Krebsa cikls, oksidativais fosfopentozu cels
un cietes sintéze |(Plaxton, McManus 2006).

RuBisCo darbibu var ierobezot neorganiska fosfata nodrosinajums, jo trioze
(FGA) transportgjas ara no hloroplastiem apmaina pret neorganisko fosfatu. So
triozes translacijas procesu ietekmée glikoze —tadg] cukura saturs barotné vat ietekmét
RuBisCo darbibu.

Barotnei pievienota saharoze sadalas glikoze un fruktoze stnapvalka lokalizéta enzima
invertazes darbibas rezultata. Ir paradits, ka no invertazes produktiem atkal
sintezgjas saharoze un vélak — ciete. St procesa loma ir neskaidra, iespgjams, ka $ads
saharozes metabolisms ir augu audu kultaru ipatniba. Ta ka lai heksozes (glikoze un



fruktoze) iesaistitos biokimiskajas reakcijas ir nepiecesama to fosforilésana, §is
reakcijas pateré neorganisko fosfatu, kas ari var negativi ietekmét CO, fiksaciju.
Cietes saturs sanas ietekmé organogenezi — piemeram, embriogénai Kkultarai ir
raksturigs lielaks cietes saturs. Lidzigi, cietes saturs ir lielaks sanas, no kuram
veidojas jaunie auga organi. Organogengzes procesa ciete tiek izmantota ka energijas
un C savienojumu avots. Cietes noardisanas procesus un izmantosanu energijas

metabolisma stimulg giberelskabe.
Slapekla metabolisms

Augu audu kultara slapeklis var bt pieejams neorganisko (NH;*, NO3") un organisko
(aminoskabes, kazeina hidrolizats) savienojumu veida. Sianu kultiiras heterotrofas
barosanas stadija notiek slapekla uznpemsana no organiskajiem savienojumiem. NO3
asimilacija ir saistita ar stanu dalisanas intensitati un oglekla metabolisma reakcijam.
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Saistiba starp nitrata asimilaciju plastidas un oglekla metabolismu citosola. NR —
nitrata reduktaze, NiR — nitrita reduktaze, GS — glutamina sintaze, GOGAT -
glutamata sintaze, 2-OG — 2-oksoglutarats (jeb a-ketoglutarats) (Plaxton, McManus
2006).

Vel viens process, kurs ir saistits gan ar oglekla, gan ar slapekla metabolismu, ir
oksaloacetata metabolisms. No oksaloacetata var sintezéties malats vai aspartats. So
procesu lidzsvars ir atkarigs no apgaismojuma: gaisma dominé malata sinteze,
citozola malats var iesaistites energijas metabolisma (Krebsa cikla).

Elposana. In vitro kultara ir noteikta aktivaka alternativas oksidazes darbiba, neka
augiem ex vitro. lesp&jams, ka tas ir saistits ar reakciju uz stresu. Alternativa
oksidaze katalizé koenzima Q oksidesanu un O, redukciju par H,O. Saja gadijuma
neveidojas H* gradients un, lidz ar to, nesintezéjas ATF. Otra iespgja ir ka
alternativa oksidaze palidz uzturet elektronu plasmu, sanam parejot no anoksijas
apstakliem uz normalo, oksigengto vidi.



9.2. Sekundarais metabolisms

Sekundaro metabolitu skaita ir vielas, kuras pieder vairakam vielu klasem. Tas parasti
iedala p&c vielu kimiskas dabas un kopiga biosintézes cela. Uzskata, ka savienojumu
biosinteze notiek vienadi gan vesela auga, gan in vitro kultara. Dazi biosintézes celi
tika sakotngji izpétiti tiesi in vitro kultara un vélak pieraditi ex vitro. Tomer tikai
dazos gadijumos ir zinami visi konkrétas vielas biosintézes kedes enzimi — viens no
tadiem piem&riem in berberina” sintéze Coptis japonica §anas.

Sekundaros savienojumus sakotngji uzskatija par metabolisma blakusproduktiem, bet
velak pieradija to nozimi aizsardzibas reakcijas, kas attaisno lielus energijas
ieguldijumus $o vielu sintézé. Aizsardzibas funkcija nav vieniga, jo sekundarie
metaboliti vai to sintézes un noardisanas produkti, piedalas art fiziologijas
pamatprocesos: alkaloidi ir iesaistiti N asimilacija un transporta, karotinoidi ir
gaismas savacosa kompleksa sastava, steroidi ir membranu komponenti, fenoli
(ubihinons jeb koenzims Q, pigmenti) var piedalities primara metabolisma procesos
un art lignina biosinteze.

Atkariba no savienojumu biosintézes izejas punkta, izdala piecas sekundaro
metabolitu grupas: poliketidus, izoprenoidus, alkaloidus, fenilpropanoidus un
flavonoidus.

Pastav ari citi sekundaro vielu iedalijumi.

Fenoli — kumarini, flavonoidi, hidroksibenzoati, lignins, lignani, tanini (miecvielas),
hinoni.

Izoprenoidi (jeb terpenoidi) — mono-, di-, tri-terpenoidi, seskviterpeni, karotinoidi,
politerpenoidi.

Specifiskie slapekla metaboliti, kuri ietver aminoskabes, kuras neietilpst proteinu
sastava, alkoloidus, aminus u.c., ka art glikozinolatus (séru saturosie savienojumi,
kuri sintezgjas no glikozes un noteiktam aminoskab&m) un cianogenos glikozidus.

Ka atsevisku grupu biezi izdala glikozidus. Glikozidi sastav no glikozes un aglikona
dalas, kuru var veidot dazadi mazmolekularie savienojumi — steroidi, cianids,
flavonoidi, saponini, spirti un daudzas citas vielas. Abas dalas saista ipasa
glikozidsaite. Glikozidus var veidot ar1 fitohormoni — $ada veida tie var bat
inaktiveti.

Pirmo zinojumu par sekundara savienojuma (kaucuka) sinteézi hevejas sanu kultara
1940. gada publicgja Dzeimss Bonners. P&tijumu limeni ir bijusi pieradita iespéja
panakt gandriz visu grupu sekundaro savienojumu sintézi stunu/audu kulttira. Tacu
joprojam vajadzigo savienojumu sintéze audu kultaras ne vienmer ir iespgjama
praktiski un lielos apjomos (vai nav ekonomiski izdeviga). Viena no nopietnakam
problémam ir sekundaro savienojumu sintézes kontroles stratégija — nemot véra to,
cik dazados limenos notiek pat vienas klases savienojumu sintézes regulacija,
iespgjams, katra auga gadijums jaizskata individuali. Jo sarezgitaks ir konkrétas
vielas biosintézes cels un jo vairak taja ir atsevisku posmu, jo gratak ir panakt $i
savienojuma sintézi audu kultara.

Sekundaro savienojumu sintezi ietekmé sanu diferenciacijas pakape un kultaras
augsanas (Sanu dalisanas) atrums. Sekundarie savienojumi biezak uzkrajas stnu
kultaras augsanas stacionaraja faze. Ir gadijumi, kad sintéze notiek tikai veidojoties
noteiktam morfologiskam struktiaram. Atkariba no vielu grupas, savienojumu sintéze

* berberins - izohinolina grupas alkaloids ar pretiekaisuma un antidiab&tiskam
pasibam, to izmanto pret sénu infekcijam.



var bat vairak vai mazak stabila — stabilaka ir glikozidu, nestabila — alkaloidu
biosinteze.

Ir gadijumi, kad audu kultira notiek sintezéto vielu spektra paplasinasanas un stnas
sintezé pat vielas, kuras nesintezé mates augs. Dazreiz tas ir vielas, kuras ir
raksturigas auga juvenilai formai, citos gadijumos tie var bat savienojumi, kuri ir
raksturigi filogen&tiski senakam augu grupam.

Eksplanta genétiskas ipasibas. Nav viennozimigas sakaribas sarp konkréta
savienojuma sintézi mates auga un kultara, kura ir uzsakta no $1 mates auga iegata
eksplanta. Dazos gadijumos $ada sakariba ir aprakstita — pieméram, Catharantus
roseus augiem. Citos gadijumos, pieméram eksplantos, kuri ir iegati no izogenas
Papaver somniferum augu linijas, sekundaro savienojumu sintéze audu kultara
atskiras gan kvalitativi, gan kvantitativi.

Epigenétiska requlacija eksplanta. Konkréto vielu sintéze var bat reguléta epigenétiski.
Piemé&ram, vielas var sintezéties tikai kultiras, kuras ir iegatas no noteiktiem mates
auga audiem. Ta, podofilotiksins sintezgjas sanu kultara, kura ir iegata no saknes,
bet ne kultara, kura ir iegata no stublaja. Tomér biezak stnas ir totipotentas
sekundaro savienojumu sintézes zina.

Siinu populacijas genégtika. Sanu kultiira var biit genétiski heterogena — to izraisa gan
sakotngja eksplanta $anu heterogenitate, gan somaklonala mainiba. ST ipasiba lauj
atlasit stinas ar paaugstinatu vajadzigo vielu sintézi un kultivet §is sanu linijas.
Tomer ir gadijumi, kad vielu sintéze sanu linijas ir nestabila. Lai panaktu vélamo
efektu ir iesp&jams izmantot inducéto mutagenézi.

Siinu populacijas fiziologiju ietekmgjosie faktori.

a. Barotnes sastavs. Sekundaro savienojumu sintezi ietekmé mineralvielu, oglhidratu,
fitohormonu un citu piedevu saturs barotné. No oglhidratiem vislielaka ietekme ir
ir saharozei. No mineralelementiem ir Joti batisks fosfora, kalija un slapekla saturs.
Liela P koncentracija sekme kultiras augsanu, turpreti daudzu sekundaro
savienojumu (fenolu, antocianu) sintéze ir aktivaka tad, kad fosfora resursi barotné
ir izsmelti. Tomer ir gadijumi, kad alkaloidu vai citu vielu sintézi stimul&ja augsts
P saturs. Sekundaro savienojumu sintézi veicina neorganiskais N (nitrats), bet N
organiskas formas — kave. Fitohormonu ietekme atskiras atkariba no sekundaro
savienojumu Klases, kultaras fiziologiska stavokla un audzésanas apstakliem. Var
bat nozime tam, kadu vielu ar fitohormonu aktivitati izmanto kultara — pieméram,
konkrétas vielas sintezi veicina IES un NES, bet kavé 2,4-D un otradi. Var bat
nozimigs ari barotnes pH. Vajadzigo vielu prekursoru” pievienosana barotnei
sniedz pretrunigus rezultatus un, visticamak, ir atkariga no vielas klases un tas
biosintezes cela ipatnibam.

b. Fizikalie faktori. Sintézei var but nepieciesama intensiva aeracija un noteikts
0,/CO, lidzsvars. Ir gadijumi, kad noteiktas vielas sintézei ir diezgan Saurs
piemérotas temperatiiras intervals — pieméram, nikotina sintéze tabakas sanu
kultara optimali notiek 27 °C temperatara. Daudzi pétijumi ir veltiti gaismas
ietekmei. Antocianu sintézi inducé gaisma, ir svarigs ari gaismas spektralais
sastavs. Gingko biloba un Crataegus sugu stanu un kallusu kultara proantocianu un
katehinu sintéze notiek tikai gaisma. Gaisma var mainit sintezéto vielu kvalitativo
sastavu. Tomer ir gadijumi, kad apgaismojums samazina konkréto vielu sintezi —

* prekursors (precursor) - konkrétas vielas priekstecis biokimiskaja cela (tas var bat
tiesi viens no sintézes reakcijas substratiem, vai ari kada no vielam, kura ir iesaistita

==

ieprieksgjas biokimiska cela reakcijas)



ta, hiosciamina un skopolamina (alkaloidi) sintéze Datura sanu kultara notiek tikai

tumsa. Gaisma var samazinat ari citu alkaloidu sintézi.
Regulét sekundaro savienojumu sintézi sanu vai audu/organu kultara tiesi ietekmgjot
biosintézes posmus ir sarezgiti, tapec ir janem véra $o savienojumu funkciju sanas un
visa auga organisma. Sanu kultdra bieZi veicot atlases (pasazas) dod prieksroku
stnam, kuras visatrak aug un dalas. Tas ietekme stinu kultiras metabolismu — tas ir
Versts uz augsanu un vairosanos, un galvenokart tiek veicinatas primara metabolisma
reakcijas. Sekundaro savienojumu sintezes veicinasanas stratégijas ietver kultaras
augsanas intensitates samazinasanu, nespecifisko stresa faktoru ietekmi,
specifisko aizsardzibas reakciju inducejoso vielu (elisitoru) un signalmolekulu
ietekmi, Sanu diferenciacijas virziena regulesanu.
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Fig. 10.2 Major pathways of biosynthesis of secondary metabolites, viz. polyketides, isoprenoids

(e.g., terpenoids), alkaloids, phenylpropanoids, and flavonoids (after Verpoorte 2000)
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