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KOPSAVILKUMS

Darba mérkis bija ieglit parasta apina in vitro augu un audu (kallusu) kultiras un
raksturot no tam, ka arT no lapu drogam, iegiitu ekstraktu antiradikalo un antimikrobialo
aktivitati.

In vitro augu un audu kultiiru ieguvei tika ievakti tris apina Skirnu paraugi. Analizgjot
kop€jo fenolu saturu, antiradikalo un antimikrobialo aktivitati, tika savstarp€ji salidzinati
drogu, in vitro augu un kallusu kultiru ekstrakti, ka ar7 izvertétas efektivakas ekstrakcijas
metodes.

Kallusu kulttras tika iegiitas Uz ar augSanas regulatoriem bagatinatas McCown Woody
Plant barotnes. Lielako fenolu savienojumu saturu un augstako antiradikalo aktivitati uzradija
visu Skirnu drogu ekstrakti, vienlaikus antimikrobiala aktivitate tika noverota ari divu skirnu
in vitro augu un kallusu ekstraktiem. 30/30 etanola-glicerina $kidums tika konstatéts ka

efektivakais no izmantotajiem $kidinatajiem.

Key words: parastais apinis, augu audu kultiiras, augu ekstrakti, kop&jais fenolu saturs,

antiradikala aktivitate, antimikrobiala aktivitate.



SUMMARY

Thesis title: Development of in vitro plant and tissue cultures of common hop (Humulus

lupulus) and characterization of antiradical and antimicrobial activity of its extracts.

The aim of the thesis was to establish in vitro plant and tissue (callus) cultures of
common hop and to characterize its as well as wild plant leaf extract antiradical and
antimicrobial activities.

To establish in vitro plant and tissue cultures, samples of three common hop varieties
were collected. Different extraction methods of the plant material were compared as well as
total phenolic content, antiradical and antimicrobial activity.

Callus cultures were established on McCown Woody Plant medium supplimented with
various growth regulators. Wild plant extracts possesed the highest total phenolic content and
antiradical activity in all hop varieties. Antimicrobial activity was shown in all wild plant
extracts as well as in callus and in vitro culture extracts of two hop varieties. 30/30 ethanol-
glycerol solution was found to be the most efficient of the solvents used.

Key words: common hop, plant tissue cultures, plant extracts, total phenolic content,

antiradical activity, antimicrobial activity.



DARBA IZMANTOTIE SAISINAJUMI

2,4-D - 2,4-dihlorfenoksietikskabe

ARA — antiradikala aktivitate

BAP - 6-benzilaminopurins

DNS — dezoksiribonukleinskabe

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils (angl., - 2,2 — diphenyl-1-picrylhydrazyl)

DW — sausa masa (angl., - dry weight)

ERa — estrogénu receptors o

ERp — estrogénu receptors f3

FD — Fredos Derlingieji (parasta apina $kirne)

GABA - y-aminosviestskabe (angl., - y-aminobutryc acid)

IC50 — puse no maksimalas inhib&josas koncentracijas (angl., - the half maximal
inhibitory concentration)

ISTR — Istrinskij-15 (parasta apina skirne)

LMKK — Latvijas Mikroorganismu kultiiru kolekcija

LU — Latvijas Universitate

MBC - minimala bakteriostatiska koncentracija (angl., - minimal bacteriostatic
concentration)

MES — 2-(N-morfolino)etansulfonskabe (angl., - 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid)

MFC — minimala fungicida koncentracija (angl., minimal fungicidal concentration)

MIC — minimala inhib&josa koncentracija (angl., - minimal inhibitory concentration)

MS — Murashige & Skoog

NAA - a-naftiletikskabe (angl., 1-Naphthaleneacetic acid)

ROS - reaktiva skabekla formas (angl., - reactive oxygen species)

RPM — apgriezieni miniité (angl., - revolutions per minute)

SD - standartnovirze (angl., - standard deviation)

SMO — Smolistij (parasta apina Skirne)

TDZ - tidiazurons

TPC — kopgjais fenolu daudzums (angl., total phenolic content)

VEGF - vaskulara endotélija augSanas faktors (angl., - vascular endothelial growth
factor)

WP - McCown Woody Plant
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IEVADS

Parastais apinis (Humulus lupulus) ir partikas indurstrija plasi lictots arstniecisks augs.
Visbiezak sieviska auga reproduktivas dalas (rogas) izmanto alus raZzoSana to veidotas ragtas
garSas un antiseptisko TpaSibu del, ka ari tautas medicina, lai arstétu vieglus miega
traucgjumus un nervozitati. Ped€ja desmitgadé interese par parasta apina sekundaro
metabolitu pétniecibu ir pieaugusi, jo apina sastava ir polifenolu un flavonoidu savienojumi,
kuriem ir novérota nozimiga biologiska un farmakologiska aktivitate, piemé&ram,
pretiekaisuma, antioksidativa, antimikrobiala, estrogéna un pat pretvéza aktivitate (Bocquet et
al., 2018).

Paaugstinats pieprasijums péc biologiski aktiviem un mediciniski nozimigiem
sekundarajiem metabolitiem palielina spiedienu razot $os savienojumus, izmantojot
alternativus celus, piem&ram, veidojot augu Stinu un audu kultiiras in vitro (Gatica-Arias et al.,
2012). Augu audu un $tnu kultiram ir bitiska nozime gan pé&tnieciba, gan komercialu
produktu raZzoSana, jo no §im kultGiram ir iesp&jams iegit savienojumus, kurus nespgj producét
mikroorganismi, vai kuri nevar tikt iegiiti kimiskas sintézes cela. Sis tehnologijas prieksrociba
ir ta, ka $adi iesp&jams nodro$inat standartizétu, nepartrauktu lielapjoma izejvielu razosanu.
Papildus tam, augu audu un $tnu kulttram ir liela nozime jaunu medikamentu atklasana, ka
ar1 lauksaimniecibai batisku kultiiru attistiSana, ar genétiskas inZenierijas palidzibu iegstot
ipatnus ar augstaku razigumu un lielaku izturibu pret patogéniem un nelabvéligiem vides un

klimatiskajiem apstakliem (Mulabagal and Tsay, 2004).

Parastais apinis satur daudzus aktivus savienojumus, kuri tiek plasi izmantoti
arstniecisku preparatu razosana (Karabin et al., 2016, Bocquet et al., 2018), tacu tradicionalo
kultGraugu audzesanu bitiski ietekmé mikroklimats un sezonalitate (Apostolakis et al., 2014).
Tapéc kontroletos apstaklos kultivétiem Specifiski modificétam parasta apina audu un Stnu
kultaram ir liels potencialais pielietojums standartizétu un kvalitativu aktivo savienojumu

ieguve.

Darba merkis:

legiit parasta apina Humulus lupulus in vitro augu un audu kultiras un raksturot no
tam, ka arT no lapu drogam, iegtitu ekstraktu antiradikalo un antimikrobialo aktivitati.

Darba uzdevumi:

1. Ievakt 3 parasta apina Skirnu augus un veikt to eksplantu sterilizéSanu, ka art dazadu

augSanas barotnu izvertéSanu kallusu kulttru ieguvei;



Ievakt 3 parasta apina skirnu s€klas, veikt to steriliz€sanu in vitro augu ieguvei;
Izveértét dazadu ekstrakcijas metozu un $kidinataju efektivitati attieciba uz kopgjo
fenolu saturu, ka art uz ekstraktu antiradikalo un antimikrobialo aktivitati;
Savstarpgji salidzinat parasta apina lapu drogu, in vitro augu lapu un kallusu

ekstraktu antiradikalo un antimikrobialo aktivitati, ka arT kop&jo fenolu saturu.



1. LITERATURAS ANALIZE

1.1. Parasta apina (Humulus lupulus) raksturojums

1.1.1. Parasta apina botaniskais raksturojums

Parastais apinis ir daudzgadigs divmaju augs, kas klasificEjams pie apinu gints
(Humulus), kanepju dzimtas (Cannabaceae) un rozu rindas (Rosales) (Almaguer et al, 2014).
Tam ir kapelgjoss, vijigs stublajs, kas sp&j izaugt no 3 Iidz 10 metriem. Lapas pie stublaja ir
piestiprinatas pret&ji, trisstaraini lidz piecstaraini Skeltas ar zobotu platnes malu (1.attels).
Apinim, ka divmaju augam, veidojas gan sieviskie, gan viriskie ziedi. Sieviskais augs zied no
julija lidz augustam, tam ir novérojamas, dazadas zieda nobrieSanas stadijas, I1dz izveidojas

¢iekurveida auglkopa, kura satur nelielas s€klinas (Plumlee, 2004, Shepard et al, 2000).

1. attéls. Franza Eugéna Kohlera parasta apina ilustracija (no gramatas Medizinal-Pflanzen,
1887).

Figure 1. Franz Eugen Kohler illustration of common hop (from book Medizinal-Pflanzen,
1887).

Apinu gints auga izcelsmes vieta ir Ziemelamerika, Eiropa un Azija, bet tas ir
sastopams visa mérenaja klimata josla. Komercialiem noltikiem to parsvara audzg Klusa
okeana piekrastg, bet savvala tas ir sastopams augligas augsnés: mezos, €zeru, upju un purvu

malas, ka arT darzos (Plumlee, 2004).



Sieviskajas apinu auglkopas ir lupulina dziedzeri, kuri sekreté svekus un &teriskas ellas.

So savienojumu dgl, apinus plasi izmanto medicina un alus riipnieciba (Karabin et al., 2016).

1.1.2. Parasta apina biokimiskais raksturojums

Apini satur tadus komponentus un kimiskus savienojumus ka svekus, &teriskas ellas,
olbaltumvielas, polifenolus, lipidus, vaskus, celulozi un aminoskabes. Medicina,
biotehnologiskaja un farmaceitiskaja rtipnieciba apini ir nozimigi tadu sekundaro metabolitu
del ka polifenoli, sveki un &teriskas ellas. P&tijjumi liecina, ka Siem savienojumiem piemit
plasa spektra pretvéza, atioksidativas un pretickaisuma ipasibas (Almaguer et al, 2014,
Karabin et al., 2016).

Apinos polifenoli sastada aptuveni 4% no kopgjas sausas masas. Parsvara tos var
konstatét sievisko apinu auglkopu jeb rogu biomasa. Piemé&ram, preniflavonoids
ksantohumols tiek sekretéts tikai caur rogu lupulina dziedzeriem un ir viena no sveku
sastavdalam. Polifenolu frakcija parstav plaSu savienojumu klasi ar atskirigdm strukturalajam
ipasibam. Dala no polifenoliem ir specifiski tiesi apiniem (Almaguer et al, 2014). Tikai apinos
ir konstatéts ksantohumols (2. attéls), desmetilksantohumols, 6-prenilnaringenins, 8-
prenilnaringenins (Stevens et al., 1998). Tos var klasificét flavonos, flavan-3-olos, fenol
karboksilskabés un citos polifenolu savienojumos. Apinu polifenoli viegli oksidgjas un kalpo
ka spécigi antioksidanti, un dala no tiem ir visaktivakie fitoestrogéni augu valsti (Milligans et
al., 1999, Almaguer et al, 2014 ).

OCH5 O

2. attéls. Ksantohumola molekulara struktiira (Almaguer et al, 2014).
Figure 2. Molecular structure of xanthohumol resins (Almaguer et al, 2014).

Atkariba no apinu Skirnes un augSanas apstaliem, sveku sastavs var but 15-30% no
kopgjas sausas augu biomasas. Kopgjos svekus var iedalit mikstajos (10-25%) un cietajos (3-
5%) svekos (3. attéls). To kimiskas un fizikalas ipasibas sava starpa atSkiras. Mikstie sveki
parsvara ir dzeltena krasa un veido biezu viskozu, blivu skidumu, kas ir Iidzigs medum. Cieto
sveku ekstrakti, veicot superkritisko CO; ekstrakciju, veido tumsi zalu pulveri (Almaguer et
al, 2014).



Miksto sveku sastava ir atrodamas riigtas a-skabes, kas ir seSu humulonu analogu
sajaukums (humulons, kohumulons un adhumulons), ka ari to analogs - riigtas B-skabes. -
skabes veido lupulons un ta radniecigas vielas: kolupulons un adlupulons. B-frakcija ietilpst
ar1 vel neraksturoti mikstie sveki, kuros atrodamas &terisko ellu komponentes un apinu vasks

(Almaguer et al, 2014).

Tiek pienemts, ka cietie ir c€luSies no miksto vasku oksidacijas. To sastava ir a, f3, 9, €
un vel neraksturotie cietie sveki. Ksantohumols ir vienigais zinamais dabiskais sastopamais
metil€tais apinu svekis, kuram piemit plass veselibu uzlabojoss potencials. o cietoajos svekos
ietilpst huluponskabe, kas sastada mazak ka 0,05 % no apinu sausas masas (Almaguer et al,
2014).
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3. attéls. Apinu sveku klasifikacija un nomenklatiira (Almaguer et al, 2014).
Figure 3. Classification and nomenclature of total hop resins (Almaguer et al, 2014).

Eteriskas ellas tiek sekretétas lupulina dziedzeros un rada apinu raksturigo aromatu,
kopuma saturot aptuveni 400 - 1000 dazadu savienojumu, tas sastada 0,5-3% no sausnes
(Velde and Verzele, 1986, Roberts et al., 2004, Almaguer et al., 2014). Apinu &teriskas ellas
tiek iedalitas tris galvenajas grupas: hidrokarboni, oksigengtie un séru saturosie savienojumi
(Almaguer et al., 2014). To sastava esosas vielas plasi izmanto kosmétika un medicina ka
smarzvielas vai krasvielas, piemé&ram, mircénu, kariofilénu un linalolu (Gomes-Carneiro et

al., 2005, Herman et al., 2016, Fydit et al., 2016).
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1.1.3. Parasta apina sekundaro metabolitu antioksidativas ipasibas

Tadi apinu ekstraktos sastopami polifenoli ka kvercetins, kemferols un dazadi
flavonoidu glikozidi ir zinami ka spécigi antioksidanti (Almeida et al., 2020). Ir izpétits, ka
polifenoli spgj saistit reaktiva skabekla formas (ROS), vienvértigo skabekli, vai tadus
savienojumus ka @idenraza peroksidu un superoksidu. Sie radikali ir iesaistiti oksidativa stresa
veidosana un var biit ka audzg&ju, asterosklerozes, Alcheimera, Parkinsona un novecosanos
veicino$i faktori. Polifenolu antioksidativo iedarbibu raksturo to sp&ja nomakt dazadu
specifisku enzimu darbibu, Kas ir iesaistiti ROS veido$ana, pieméram NADPH oksidazi,
ciklooksigenazi vai lipoksigenazi. Inhibgjot $os enzimus, tie nodroSina oksidativa stresa
mazinasanos. Fenolu savienojumi var ari helatét tadus mikroelementus ka vara un dzelzs
jonus, kuri piedalas zema blivuma lipoproteinu oksidacija un aterosklerozes attistiba. Fenolu
savienojumi to antioksidativas iedarbibas d&l ir efektivi cina pret aptauko$anos - tie spgj
modulét lipidu un energijas metabolismu, veicinot svara zudumu. Ne tikai polifenoli, bet ari
fenolskabes ir specigi antioksidanti, un labveligi ietekm& sirds un asinsvadu veselibu,
stimulg&jot antioksidativo enzimu darbibu.

Eteriskajam e]lam antioksidativas Tpasibas ir komplicétas. Tas var bt neitralas, stipri
antioksidanti vai pat biit ka prooksidanti (Karabin et al., 2016). Pieméram, apini sastopamais
linalols samazina tidenraza peroksida induc&tu lipidu oksidaciju (Karabin et al., 2016, Herman
et al., 2016). Mircéns ir sp&jigs novérst oksidativos bojajumus, palielinot superoksida
dismutazes un glutationa peroksidazes aktivitati, tad€jadi noverSot peptiskas ciilas slimibu

(Bonamin et al., 2014, Karabin et al., 2016).

1.1.4. Parasta apina sekundaro metabolitu antimikrobialas 1ipasibas

Apinos sastopamie savienojumi ir ne tikai spécigi antioksidanti, bet tiem piemit ari
antimikrobiala aktivitate. Tadas rtgtvielas ka a-skabes, iso-a-skabes un B-skabes iesaistas
mikroorganismu stinu membranas un darbojas ka jonofori, veicot tadu divvertigo katjonu ka
Mn?* apmainu pret protoniem. Tas noved pie intracelularas protonu uzkrasanas,
transmembranu protonu gradienta izjukSanas, protonu kustibas spéka samazinasanas, kam
seko nepietieckama mineralu uznems$ana un $tnu nave (Karabin et al., 2016). Daudzu

polifenolu antimikrobialas aktivitates mehanisms balstas uz to sp€ju Skérsot membranas un
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uzkraties $tnas, traucgjot lielu dalu Gram-pozitivo, un relativi nelielu dalu Gram-negativo
bakt€riju, séniSu un viensiinu parazitu vairo$anos (Alvesalo 2006, Karabin et al., 2016). Ir
izpétits, ka preniflavonoidi spg nelabvéligi ietekm&t Gram pozitivo Staphylococcus un
Streptococcus baktériju augSanu, ka ari inhib&josi iedarbojas uz plasu loku RNS virusu,
citomegalovirusu un DNS virusu virulences faktoriem. Polifenolu ipasibas palidz samazinat
mikroorganismu adh&ziju un tadgjadi arT biofilmu veidosanos (Rozalski et al., 2013, Karabin
et al., 2016). Eteriskajam ellam ir zemaka antimikrobiala iedarbiba, tatu tas var palidzet cina
ar Gram negativajam E.coli, Gram pozitivajam B.subtilis un S. aureus baktérijam, un raugu

C.albicans (Langezaal et al., 1992).

1.1.5. Citas apinu biologiski aktivo savienojumu perspektivas izmanto$anai cilveka

veselibas uzlaboSana

Apini jau izsenis ir pazistami ka augi, kuriem piemit sedativas Tpasibas. NomierinoSais
efekts tiek panakts palielinot neirotransmitera y-aminosviestskabes (GABA) aktivitati,
modulgjot smadzenu GABA (A) receptorus, tadéjadi nomacot centralo nervu sist€mu.
Kombinacija ar baldriani apinus izmanto miega problému mazinaSanai. Kliniskajos p&tijumos
ir panakti uzlabojumi miega kvalitaté pacientiem ar insomniju un neorganiska miega
trauc€jumiem, jo GABA neirotransmiteri regulé ari miega hormona melatonina darbibu
(Franco et al., 2012). Ipasi stimulgjoSu GABA efektu nodro$ina tadi savienojumi ka humulons
un 6-prenilnaringenins (Benkherouf et al., 2020). Ir izpétits, ka apinu ekstrakts var samazinat
arT depresijas un trauksmes izraisitos simptomus (Kyrou et al., 2017).

Parastaja apini sastopamie savienojumi ir sp&jigi iesaistities cina pret dazadiem
specifiskiem cilvéka veselibu apdraudosiem faktoriem. P&tijumos ir konstatéta statistiski
nozimiga sakariba Starp samazinatu plausu véza risku un flavonoida kvercetina uznemsanu,
ka arT saistiba ar zemaku kunga véza risku un apinos esoso flavonoidu kvercetinu, kemferolu
un miricetinu (Karabin et al., 2016). Ksantohumols spgj inhib&t prokarcinogénu aktivaciju,
inducgjot enzimu darbibu, kas iesaistiti karcinogénu destrukcija vai pat noveérst audzgju
augSanu gan proliferacijas agrinaja stadija, gan ari jau vélakos posmos (Gerhauser et al,
2002). Ir izpétits, ka tas sp€j inhib&t augsanu vai inducét apoptozi olnicu, krisu, resnas zarnas,
prostatas, aknu, plausu un leikémijas in vitro véza Stnu linijas (Karabin et al., 2016).
Humulons, savukart, spgj inhib&t angiogenézi un vaskulara endotélija augSanas faktora
(VEGF) producésanu, kas var tikt izmantots cina ar dazadam angiogenézes slimibam

(Shimamura et al., 2001).
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Viena no svarigam 1pasibam, kas piemit apinos sastopamajiem savienojumiem, ir to
estrogéna aktivitate - sp&ja piesaistities estrogénu receptoriem (ERa un ERp), un atdarinat
estrogénu darbibu, ka arT inhibét specifiskus enzimus (Karabin et al., 2016). Ksantohumolam
un isoksantohumolam piemit sp&ja modulét aromatazes aktivitati, kas androgénus parveido
par estrogéniem. So dabisko ipasibu dél prenilflavonoidu izmantosana tiek uzskatita par
daudzsoloSu alternativu hormonu aizstaSanas terapija, lai mazinatu tadus menopauzes
simptomus ka osteoporozi, karstuma vilnus u.c. (Helle et al., 2014, Karabin et al., 2016).

Kaut arT parastaja apini esosajiem Savienojumiem piemit antiradikalas, antimikrobialas,
pretvéza un citas cilvéka veselibu uzlabojosas ipaSibas, janem vé&ra, ka parak augstas
koncentracijas individualu apinu savienojumu, pieméram, kvercetina, f-mircéna, linalola un
geraniola, izmantoSana, atseviskos gadijumos var izraisit citotoksisku efektu cilvéka kerment,
ka arT adas kairinajumu (Karabin et al., 2016). Tadgl] parasto apinu augu ekstraktus ne vienmer
ieteicams izmantot kosmétikas Iidzeklos iesp&jama kairinadjuma dél, un batu jamekle
alternativa efektivu, bet mazak kairino$u ekstraktu ieguvei. Saja gadijuma ka potencialu
izejmaterialu varétu izmantot no apinim iegiitas un specifiski modificétas audu un $tnu in

vitro kulturas.
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1.2. Augu un audu Kkultiiras

1.2.1. Augu audu kultiiru iedalijjums

Augu audu kultiras, tiek sauktas ar par in vitro vai sterilajam kultiram, ir nozimigs riks
gan pétijumos, gan komercialos nolukos. Tas ir aseptiskas $tinu, audu, organu un to
komponentu kultiiras, kas veidojas fizikali un kimiski kontrol&tos apstaklos in vitro (Loyola-
Vargas et al., 2006). Tas galvenokart tiek veidotas, lai iegtitu augu klonus, kuri ir genétiski
identiski, tacu pastav ar audu kultiru veidi, kur ir iespgjama genétiska nestabilitate. Tadi
kontrol&tie apstakli un parametri ka baribas vielu pievade, pH, temperatiira, gaismas rezims,
gazapmaina, ir svarigi, lai nodro8inatu stabilu kultiiras augsanu. Arvien plasak audu kulttiras
tiek izmantotas augu pavairo$ana, iegustot komerciali nozimigus no dazadam slimibam un
patog€niem brivus augus, uzlabojot to Tpasibas, ka art sp&jas pastiprinati producét specifiskus
sekundaros metabolitus (Hussain et al., 2011).

Audu kultaras ir iesp&jama gan organiz&ta, gan neorganizeéta audu augSana. Organizétu
augSanu veicina noteiktas struktiiras veidoSana vai uzturéSana. Ta rodas, kad auga organi ka
dzinumi (galotnes) vai saknes (apikalas merist€émas) tiek parvérsti par kultiru un turpina augt,
saglabajot savu struktiru. Konsekventu organiz&tu augSanu var panakt ari, induc€jot auga
organu veidosanos, novietojot auga dalas (eksplantus) uz augSanas barotnes, vai no ieprieks
neorganizétam audu kultGram, izmainot tadas izmantotas augSanas barotnes komponentes ka
augSanas regulatorus un to koncentracijas. De novo organu veidoSanas tiek saukta par
organogenézi vai morfogenézi. Neorganiz&tas augSanas rezultata Stinas veido agregatus ar
nenoteiktu struktiiru, un tajos sastopams tikai neliels daudzums specializétu un diferenciétu
Stnu. Pie neorganizétam audu kultiram pieder, pieméram, kallusu, $Gnu suspensiju un

protoplastu kultiiras (George et al., 2008).

1.2.2. Auga audu kultiiras iniciéSana un uzturé$ana

In vitro apstaklos augu audu augSanai un attistibai ir nepiecieSama barotne, kura
nodroSina Stinas ar visam vitali svarigajam komponentém. Visplasak tiek izmantotas cietas
Murashige & Skoog barotnes (Murashige and Skoog, 1962). Tas satur mineralvielas ar visiem
nepiecieSamajiem makro- un mikroelementiem, oglhidratus (oglekla avotu), aminoskabes,
vitaminus un augSanas regulatorus (Ievins, 2016).

Audu kultiras aizsak no auga, kas ir sadalits dalas. Izmantota auga dala kulttras

izveidei tiek izveleta atkariba no paSas auga sugas specifiskuma, no ta kadu kultaru vélas

14



iniciét, un kads bis tas izmantosanas mérkis. Augi kas aug in vivo apstaklos ir kontaminéti ar
mikroorganismiem un citiem kaitékliem. Sie piesarnotaji galvenokart atrodas uz auga
virsmas, ta¢u dazi mikroorganismi, ta saucamie endofiti, ka ari virusi var sisteémiski atrasties
pasos audos. Audu kultiiras ir jauztur aseptiskos apstaklos, tapéc augu materials tiek sterilizéts
un tikai péc tam ievietos pirms tam autoklavéta augSanas barotn€, kas var biit gan sacietinata,
izmantojot gel&josos agentus - agaru, gelritu u.c., gan art Skidra, ka tas ir suspensiju kultiiram,
nodroSinot, ka barotnes saturs tiek maisits vai kratits (George et al., 2008).

Audu kultiru veiksmigai attistibai nepiecieSama augSanas telpa, kura ir kontroléta
gaismas intensitate, temperatiira un mitruma Iimenis (George et al., 2008, Ievins, 2016).
Augsanu var ietekmét ari tas, kura sezona augs ir ievakts un iegiti eksplanti, jo mainoties
sezonam var atSkirties endog€no augSanas regulatoru koncentracija mates auga. No augu
Sinam barotng, diftizijas cela var nonakt dazadas bitiskas vielas: alkaloidi, aminoskabes,
enzimi, polisaharidi, kas var dazadi ietekm& pasu Siinu augSanu. Ja neorganizétas audu
kultaras $tinas aug kopumos, kur auga materiala attieciba pret barotni ir augsta, ir gaidama
Stinu nave. Tomer, kad Stinas tiek inokul&tas ar zemu blivumu attieciba pret barotni, butisko
savienojumu koncentracija gan S$iinds, gan barotné var klit nepietickama kulturas
izdzivosanai. Veiksmigai kultiiras iniciacijai nepiecieSams noteikt minimala eksplanta izm&ru
vai $inu daudzumu uz barotnes tilpuma vienibu. Stnu suspensijas blivums vai parlikta
kallusa diametrs ietekm@ ar kultras augSanas atrumu in vitro, un tas var bt sugas specifisks,

ka ar atkarigs no citiem kultiiras apstakliem (George et al., 2008).

Augu Kallusu kultGram ir tris attistibas posmi: $tnu daliSanas indukcija, aktiva $tnu
daliSanas, kuras laika diferenciétas Siinas zaud€ noteiktas ipaSibas un augSanas regulatoru
ietekmé var kliit par dediferenciétam, un periods, kura laika $tnu daliSanas paléninas vai
apstajas. Pieaugot Stnu blivumam kallusu, suspensiju vai organu kultaras, biomasa tiek
sadalita jaunos eksplantos kultiiras iniciacijai svaigas barotn€s. Subkultiru veidoSana ir
nepieciesama, ja Stnu, to audu vai organu blivums klist parmérigs, ir mérkis palielinat
kultiras apjomu vai organu daudzumu. Subkultiiras no iniciacijas briza lidz parlikSanai jauna
barotng€, sauc arl par pasazam. Jaunu pasazu veidoSanas iemesls ir toksisku metabolitu
uzkrasanas, barotnes satura izsikums vai izziiSana, kas nelabvéligi ietekmé auga biomasu vai
tas picaugumu slégta trauka. SubkulturéSana parsvara notiek ik péc 3-6 ned€lam, un var tikt
veikta daudzu ménesu garuma. Janem vera, ka ilgaka laika perioda audos var uzkraties Stinas,

kuras ir genétiski mainijusas (George et al., 2008).
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1.2.3. Kallusu kultiru raksturojums

Kallusu kulturas ir homogénu $tinu kopums, kas veidojas no heterogéni strukturétiem
audiem. Nesenakie pétijumi liecina, ka kallusu Stinas nav dediferencétas, bet gan drizak ir
veidojusas no ieprieks eksistéjusam audu cilmes $tunam (Efferth, 2019). Kallusu veidosanas
tiek inducéta audu ievainojuma vai stresa rezultata. Daudzu augu dalu audiem var bat
potencials pavairo$anai in vitro, bet ir konstatéts, ka kallusu kultiiras vieglak iegit no
meristémas audiem (George et al., 2008). Kallusu kultiiru atskiribas ir novérojamas dazadu
sugu Itment, uzradot atSkirigu audu biomasas krasu, struktiiru, morfogéno potencialu (George
et al., 2008, Efferth, 2019). Parsvara kallusu kulttiras tiek uzturétas uz cietam agara barotném,
kas satur visas nepiecieSamas baribas vielas. Neorganiskais fosfats ir svarigs fotosintézei,
glikolizei, ka arT stimulé $tinu augSanu un primaro metabolismu. Zems fosfatu Itmenis un
papildu elicitoru pievienoSana barotnei nodro$ina sekundaro metabolitu veidosanos. Kallusu
augSanai barotn&s pievieno arT specifiskus augSanas regulatorus jeb fitohormonus ka auksinus,
citokininus un giberlinus. Fitohormonu ietekm& ar genctiskiem un epigenétiskiem
mehanismiem tiek reguléta embriotiska un postembriotiska attistiba, totipotence un
diferenciacija. Kallusu kulttiras var blit gan embriog€nas, gan neembriogénas. Embriogénas
kallusu kultiiras satur diferenciétas embriogenétiski kompetentas $tinas, kuras regeneré jaunu
augu pilniba. Neembriogéni kallusi veido viendabigu $inu masu, kuru var izmantot sekundaro
metabolitu razoSana (Efferth, 2019).

Kallusu kultiram ir liels komercials potencials. Tas var izmantot sekundaro metabolitu
producgsanai terapeitiskiem mérkiem gan kosmétikas, gan farmacijas sféras, antivielu un citu
rekombinantu protelnu raZzoSanai, ka ar1 lauksaimniecibai vai darzkopibai nozimigu augu

ieguvei (Efferth, 2019).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1.Materiali

2.1.1. Reagenti, bufer§kidumi, kultivéSanas un audzésanas barotnes

1. tabula
Darba izmantotie reagenti, buferskidumi, kultivé$anas barotnes.
Table 1
Reagents, buffer solutions, cell cultivation media used in reserch.
Nosaukums Razotajvalsts Razotajs
Etanols 96% Latvija Enola
Tween 20 Vacija Sigma-Aldrich
Nr. P1379
Sérskabe 96% (HCI) Latvija Enola
1 N natrija hidroksids Latvija Enola
(NaOH)
HCI 100% Latvija Enola
BBL™ Mueller Hinton II ASV Becton, Dickson and
agars Company
Nr. 211438
lesala ekstrakta buljons Vacija Merck
Nr. 1.05397
Muller Hinton buljons Spanija Conda
Nr. 1214
Murashige & Skoog barotne Niderlande Duchefa Biochemie
(MS)
Nr. M0222
McCown Woody Plant Niderlande Duchefa Biochemie
barotne (WP)
Nr. M0219
Bakteriologiskais agars Spanija Conda
Nr. 1809
Klistaliz&ta saharoze Niderlande Duchefa Biochemie
Nr. S0809
Augu agars Niderlande Duchefa Biochemie
Nr. P1001
MES monohidrats (MES) Niderlande Duchefa Biochemie
Nr. M1503
Folin-Ciocalteau fenolu Vacija Sigma-Aldrich
reagents
Nr. F9252
DPPH Vacija Sigma-Aldrich
Nr. D9132
Trolox Vacija Sigma-Aldrich
Nr. 238813-1G
Galluskabe Vacija Sigma-Aldrich
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Nr. PHL89198
ACE balinatajs Lielbritanija ACE
Natrija karbonats Latvija Enola
Glicerins Latvija Enola
a-naftil-etikskabe (NAA) Niderlande Duchefa Biochemie
Nr. N0O903
2,4-dihlrtfenoksi-etikskabe Niderlande Duchefa Biochemie
(2,4-D)
Nr. D0911
6-benzilaminopurins (BAP) Niderlande Duchefa Biochemie
Nr. B0904
Tidiazurons (TDZ) Niderlande Duchefa Biochemie
Nr. T0916
2. tabula
Augu augSanas barotnes.
Table 2
Plant growth medium.
Nosaukums Sastavs
50% MS barotne in vitro augu kultiram 30 g/L saharoze
7,5 g/L agars
0,5 g/L MES
2,2 g/lL MS

1 L destiléts tidens
1 N NaOH un 0,1 N HCI pH regul&$anai

WP barotne kallusu kultiram

30 g/L saharoze
7,5 g/L agars

0,5 g/L MES

2,46 g/L WP

1 L destiléts tdens
1,5mg/L 2,4-D

2 mg/L BAP

1 mg/L NAA

0,1 mg/L TDZ

2.1.2. Skidumi

3. tabula

Darba izmantotie Skidumi.
Table 3

Solutions used in research.

Nosaukums

Sastavs

1L 20% ACE balinataja skidums

200 mL komercialais ACE balinatajs
0,5 mL Tween 20
800 mL destilets tdens
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1L 50% ACE balinataja skidums

500 mL komercialais ACE balinatajs
0,5 mL Tween 20
500 mL destiléts tidens

30/30 glicerina-etanola Skidums

1L skidinataja:

312,5 mL 96% etanols
300 mL glicerins

387,5 mL destiléts tidens

70% etanola Skidums

1L skidinataja:
730 mL 96% etanols
270 mL destilets udens

Galluskabes Skidums

10 mg galluskabe

5 mL 70% etanols (vai cits $kidinatajs, kas
izmantots ekstrakta pagatavoSanai)

7% natrija karbonats (Na2CO3)

700 mg Na2COs
10 mL destiléts tdens

Folin-Ciocalteau reagents

1:1 (Folin-Ciocalteau : destiléts tidens)

Trolox Skidums

12,5 mg Trolox
5 mL 96% EtOH

DPPH skidums 1,7 mg DPPH
28,8 mL 96% EtOH
0.1 N salsskabe (HCI) 1L0,1NHCI

8,21 mL konc. HCI
1000 mL dejonizéts tidens

100 mL 1000x a-naftil-etikskabes (NAA)
uzglabasanas Skidums

0,1 g NAA
1 N NaOH Iidz NAA izskist
Iidz 100 mL destiléts adens

100 mL 1000x 2,4-dihlrtfenoksi-etikskabes
(2,4-D) uzglabasanas skidums

0,1924-D
96% EtOH Iidz 2,4-D izskist
lidz 100 mL destiléts tdens

100 mL 1000x 6-benzilaminopurina (BAP)
uzglabasanas Skidums

0,1 g BAP
1 N NaOH Iidz BAP iz8kist
Iidz 100 mL destiléts adens

100 mL 1000x
uzglabasanas skidums

Tidiazurona (TDZ)

0,19 TDZ
1 N NaOH Iidz TDZ izskist
Iidz 100 mL destiléts tdens
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2.1.3. Iekartas un materiali

4. tabula
Laboratorijas iekartas.
Table 4
Laboratory equipment.
Nosaukums Razotajvalsts Razotajs
DzeséSanas/ sildiSanas Latvija Biosan
termostats CH-100
Automatiskas mikropipetes ASV Gilson
(200-1000 L, 50-200 pL,
20-100 pL, 2-10 pL, 0,2-2
uL)
PipetéSanas paligs Lielbritanija VWR
Accurpette
Ultra zemas temperatiiras Danija Arctiko
saldétava (-86°C)
Ledusskapis RB-35DC4SW Vacija Bauer
Elektroniskie svari Sveice Precisa
pH metrs AD 1405 Latvija Adrona
Rotators RS-60 Latvija BioSan
Centriftiga mini Spin plus Vacija eppendorf
Gaismas skapis Japana Sanyo
Laminaras pliismas blokss Singapiira ESCO
PV-30/70
Velkmes skapis Vacija Waldner
Orbitalais kratitajs Multi- Latvija BioSan
Shaker PSU 20
Liofilizators Vacija Martin Christ
Autoklavs 2100 Classic ASV Prestige Medical
Autoklavs MLS-3781L Japana Sanyo
Ultraskanas vanna BK-9050 Kina Baku
Spektrofotometrs/ Sveice Tecan
mikroplasu lasitajs Infinite
200 PRO
Stereomikroskops Leica EZ4 Vacija Leica
5. tabula
Laboratorijas materiali.
Table 5
Laboratory materials.
Nosaukums RazZotajvalsts Razotajs
Pipesu uzgali (1000 pL, 200 Vacija Sarstedt
pL, 10 pL)
Centrifugésanas stobrini (50 Vacija Sarstedt

mL, 15 mL, 2mL, 1,5 mL,
0,2 mL)
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Serologiskas pipetes (25 Vacija Sarstedt

mL, 10 mL, 5 mL, 2 mL)

96-laucinu mikroplate Vacija Sarstedt

0,2 nm filtri Vacija Sarstedt

Petri plates Vacija Sarstedt
Parafilm M ASV Bemis

Augu kultivéSanas trauki Vacija Sigma Aldrich
Stikla pipetes ASV Thermo Fisher Scientific
Stikla plates Vacija Sigma Aldrich
Bakteriologiska cilpina Vacija Sarstedt

Piesta un piestala Vacija Sigma Aldrich
Burkas paraugu ASV Duran
uzglabasanai (100 mL, 200

mL, 500 mL

Filtrpapirs Vacija Sarstedt
Skalpela kats Vacija Heinz Herenz
Pincete Vacija Heinz Herenz
Skalpela asmeni Vacija Heinz Herenz

2.1.4. Mikroorganismu kultiiras

6. tabula

Izmantotie mikroorganismu celmi.

Table 6

Microorganism strains used in research.

Nosaukums

Mikroorganismu celms

Staphylococcus aureus LMKK 334
Staphylococcus epidermidis LMKK 333
Escherichia coli LMKK 332
Candida albicans LMKK 378

2.1.5. Datorprogrammas

Datu apstrades programma — Microsoft Office Excel 365

Tecan plasu lasitaja programma — i-control 1.10

Statistikas analize — GraphPadPrism V8.1.2.
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2.2. Metodes

Svaigais augu materials tika ievakts sadarbiba ar Nacionalo Botanisko darzu. Darba
izstradg tika izmantotas sievisko augu vasas dalas un s€klas no trim apinu skirném: Smo/istij,
Istrinskij-15, Fredos Derlingieji, kas tika ievaktas Botaniska darza teritorija perioda no 2019.

gada augusta lidz 2019. gada oktobrim.

2.2.1. Bartonu sagatavosana

Apinu kallusi tika audzgeti uz cietas agarizétas barotnes. Lai sagatavotu cietas barotnes,
Murashige & Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 1962) un McCown Woody Plant (WP)
(McCown and Lloyd, 1981) sastavdalas iesver 1L uzglabaSanas burkas, pievieno attiecigo
destiléta tidens daudzumu, augSanas regulatorus un pielidzina pH Iidz pH 5.7-5.8, izmantojot
sarmu (1N NaOH) vai skabi ( 0,1 N HCI).

Gatavo maisijumu autoklavé 121°C temperatira 15 mindtes. Barotni izlej Petri platés

pa 15 mL katra, atdzesg, attiecigi marke un uzglaba ledusskapi 4°C temperatiira.

2.2.2. Humulus lupulus eksplantu sagatavosana un sterilizéSana

Svaigu augu sagriez un atdala lapas, lapu katus, mezglu dalas, stumbrus, pumpurus un
ziedkatus. Augu dalas (1g) ievieto atseviski mark@tas Petri platés un zavé tumsa vieta istabas
temperatira, lai ieglitu auga drogas.

Eksplantiem veic virsmas sterilizé€$anu, lai atbrivotos no mikrobiologiska piesarnojuma
péc Majid 2014 un Tripathi et al. 2017 ieteikumiem ar nelielam modifikacijam. Sterilizé$anai
pagatavo ACE balinataja Skidumu divas koncentracijas — 20% un 50%. Sagatavotos
eksplantus sadala grupas péc to Skirnes un veida, un ieliek neilona maisinos. Sterilizésanu
veic 6 posmos:

1. Skalo ar tekoSu tideni 30 miniites;

2. Maisinus ievieto mazgaties burkas ar tideni un Fairy trauku mazgajamo lidzekli.
Burkas liek uz kratitaja 30 miniites;

3. Auga dalas maisinos skalo ar tekosu tideni 1 stundu;

4. Auga dalas ievieto burka ar 70% etanolu uz 1 miniti un ar roku kustibu maisa;
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5. Tad tas velkmes skapi ievieto burkas ar 20% ACE balinataja skidumu 30 miniites un
50% ACE skidumu 20 minttes un liek orbitalaja kratitaja, kas uzstadits uz 90 apgriezieniem
mindte (rpm).

6. Burkas parnes uz sterilu laminaras plismas bloku un auga dalas tris reizes skalo ar
destiletu, autoklavetu tdeni.

Sterilos eksplantus sadala aptuveni 1cm? gabalinos un mehaniski ieréto ar skalpela
asmeni, veicot mazus iegriezumus. 4 — 6 eksplantu dalas ar pinceti novieto uz sagatavotam

agariz&tam barotném Petri platés. Petri plates markg, noslédz ar Parafilm.

2.2.3. Kallusu kultiiru audzésana un uzturé$ana

Kallusus uz agariz&tas barotnes Petri platés audzé gaismas skapi ar fotoperiodu 16/8
stundas 25°C temperatiira. Tiklidz tiek konstatéta bakteriju vai sénu klatbiitne barotng,
kontaminacijas neskartie eksplanti uzmanigi tiek parlikti uz sterilu barotni. Nesterilo barotni
utilize, to autoklav&jot. Ar stereomikroskopu novéro kallusu masas veidoSanos. Izveidojusos
kallusus ar pincetes un skalpela palidzibu parliek uz svaigam barotném. Turpmak kallusu
subkulturésanu veic ik péc 30 dienam, uz barotnes platé atstatus parliekot aptuveni 5-6 mm?

lielus kallusu gabalinus. Petri plates attiecigi marké, noslédz ar Parafilm.

2.2.4. Humulus lupulus seklu ievak$ana un sterilizéSana

Seklas ievac tas izlasot no sievisko augu attistitajiem pumpuriem. Seklas 2 ned€las
uzglaba tumsa 4°C temperatiira, lai sinhronizétu digSanas procesu (Liberatore et al., 2018).
Sagatavo 20% ACE balinataja, 0,05% Tween un @idens $kidumu. S&klas, atkariba no auga
Skirnes, sadala grupas un ievieto stikla plates.

SterilizéSanu veic 4 posmos:

1. Velkmes skapi auga séklas ievieto koncentréta sérskabé (95-97%) uz 4 minGtém.
Sérskabi atstic ar stikla pipeti.

2. Seklam pievieno etanolu uz 1 miniiti, un atstic to ar stikla pipeti.

3. Séklas parvieto uz stikla mégeném ar 20% ACE balinataja Skidumu. Mégenes ievieto
kratitaja uz 20 miniteém 90 rpm.

4. Mégenes parvieto uz sterilu vidi laminara un 5 reizes skalo ar sterilu destilétu ideni.

Seklas zave uz Petri plates ar ieklatu sterilu filtrpapiru. Ar sterilu pinceti novieto uz

agariz&tas 50% MS barotnes Petri platés. Plates marké un noslédz ar Parafilm.
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2.2.5. Séklu diedzesana un sterila in vitro auga dzinumu kultiiras iegiSana

Seklas tiek diedzetas istabas temperatiira, tumsa. Ja tiek konstatéta bakteriju vai sénu
mikroorganismu klatbiitne Petri plates, kontaminacijas neskartas s€klas tiek parliktas uz
sterilu barotni. Mikroorganismu skarto barotni utilizé, to autoklavéjot. Novérojot pirmo
digllapu attistiSanos, digli laminara parvieto uz sterilas agarizétas 50% MS barotnes slégtas
mégengs vai augu kultivéSanas traukos un audzé gaismas skapi ar fotoperiodu 16/8 stundas
25°C temperatiira. Veido in vitro dzinumu (galotnu) kulttiru, ik péc ménesa no izaugusa auga

atdalot galotni un parliekot svaiga barotné augu kultivéSanas trauka tados pasos apstaklos.

2.2.6. Ekstraktu pagatavosana no drogam, in vitro augiem un kallusiem

Ekstraktu pagatavoSanai izmanto parasta apina lapu drogas, -80°C temperatira
sasald€tas, un péc tam 24 stundas liofilizetas dzinumu kultoiras iegttu in vitro augu lapas un
no lapam iegitu kallusu biomasu. Sauso masu nosver, saberZ piesta, ievieto 15 mL
centrifug€Sanas stobrinos un pievieno 70% etanolu, tideni vai 30/30 glicerina-etanola Skidumu
attieciba 1:100 w/v (sausa masa: §kidinatajs).

Veic dazada veida ekstragéSanu ar tris dazadiem skidinatajiem:

a) Skidumu karsg 50°C temperatiira 15 miniites, liek kratitaja uz 18 stundam;
b) Skidumu nekarsg, liek kratitaja uz 18 stundam;
¢) Skidumu karsé 50°C temperatiira 15 miniites, autoklavé 121° temperatiira augstspiediena
15 miniites.
Biomasas skidumus centrifugé 10 miniites pie 3700 rpm, un supernatantu filtré caur 0,2

um filtru, iegiistot ekstraktu turpmakajam analizém.

2.2.7. Parasta apina ekstraktu kopgja fenolu (TPC) satura noteikSana

Kopgja fenolu daudzuma noteikSanai tika izmantots modificéts Onder et al. 2013
sastaditais protokolu. Tika izmantos Folin-Ciocalteu reagents. Tests katram ekstraktam tika
veikts dupletos ar serialajiem atSkaidijumiem 100%, 50%, 25% un 12,5% koncentracijas 96-

laucinu mikroplatgs.
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1. Laucinos iepilda 75 pL H20, 25 pL parauga, galluskabes sStandarta vai negativas
kontroles (70% EtOH), paraugiem veidojot serialatSskaidijumus, un ka beidzamo visos
laucinos pievieno 25 uL Folin-Ciocalteu 1:1 reagentu.

2. Inkub€ 6 minttes istabas temperatiira.

3. Pievieno 100 uL 7% Na2CO3

4. Paraugu inkubg tumsa 90 minttes.

5. Absorbcijas rezultatus nolasa ar spektrofotometru pie 765 nm un rezultatus izsaka
galluskabes ekvivalentos, kas ir pienemts standarts kop&ja fenolu satura noverte€Sanai.
Standartliknes konstruéSanai TPC noteikSanas testa izmanto galluskabi, un rezultatus izsaka

galluskabes ekvivalentos.

2.2.8. Humulus lupulus ekstraktu antiradikalas aktivitates (ARA) noteikS§ana

Antiradikalas aktivitates noteikSanai tika izmantots modificéts Onder et al. 2013
sastaditais protokols, kas zinams ari ka DPPH tests. Tests katram ekstraktam tika veikts
tripletos ar serialajiem atSkaidijumiem 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,57%, 0,78%,
0,39% koncentracijas 96-laucinu mikroplatgs.

1. Laucinos iepilda 20 puL parauga vai antioksidanta Trolox standarta, paraugiem veido
serialatSkaidijumus ar dH20, un pievieno 180 pL 150 uM radikala DPPH $kiduma.

2. Atseviskos laucinos iepilda 200 uL negativas kontroles (70% etanols un 30/30
etanola-glicerina skidums) un DPPH §kidumus (150 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM,
6,25 uM).

3. Paraugu inkubg 60 miniites.

5. Absorbcijas rezultatus nolasa ar spektrofotometru pie 517 nm. Standartliknes
konstruéSanai izmanto gan Trolox ka standartu ekstraktu ARA noteikSanai, ko izsaka Trolox
ekvivalentos, gan DPPH skidumus ekstraktu IC50 vértibu noteik$anai, kas atbilst pusei no

maksimalas inhib&josas koncentracijas.

2.2.9. Humulus lupulus ekstraktu antimikrobialas aktivitates noteikSana

Antimikrobiala aktivitate tiek novertéta péc koloniju suspensiju metodes, izmantojot tris
veidu baktérijas — Gram pozitivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis un

Gram negativas Escherichia coli baktérijas, ka arT rauga séniti — Candida albicans.
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Novért§juma izmantotie mikroorganismi tika iegiiti no Latvijas Mikroorganismu kulttru
kolekcijas. Minimalas inhib&josas un minimalas bakteriostatiskas, vai minimalas fungicidas
koncentracijas tika noteiktas pec modificetas Wiegand et al. 2008 metodes.

1. Bakteriju kultvésanai izmanto BBL™

Mueller Hinton II agarizétas barotnes ar pH
7,3+0,1, bet rauga sénu kultivésanai — iesala ekstrakta agarizétas barotnes ar pH 4,7+0,1. Tas
inkubgé 37°C temperatiira.

2. P& 24 stundu inkub&Sanas kolonijas ar sterilu bakteriologisko cilpinu suspendé
sterila Gident, ta lai suspensijas optisko blivums pie 625 nm vilna garuma biitu robezas no 0,08
Iidz 0,1.

3. Sterila 96-laucinu mikroplaté ienes test§jamo ekstraktu ar 6 serialajiem
atSkaidfjumiem 25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,27%, 0,76% Mullera-Hintona vai iesala
ekstrakta barotné. Parauga tilpums laucina — 0,1 mL.

4. Mikroorganismu suspensijas atSkaida attieciba 1:100 ar kultivéSanas barotni un 0,1
mL no atSkaiditas suspensijas ienes katra 96-laucinu plates laucind ar ekstraktu
atSkaidfjumiem.

5. Papildus ekstraktiem testa tika ieklautas skidinataju kontroles — etanola Skidums,
tidens un tdens-glicerina $kidums, ka ari pozitiva kontrole — mikroorganismu suspensija bez
pievienotiem ekstraktiem vai $kidinatajiem, un negativa kontrole — kultivéSanas barotne.

6. Mikroplates inkub€ 24 stundas 37°C temperatiira.

7. Péc inkubg&Sanas nosaka minimalo inhib&joso koncentraciju (MIC) — test€jama
ekstrakta lielako atSkaidijumu jeb zemako koncentraciju pie kuras mikroorganismu augSana
netika noverota.

8. Tika noteikta minimala bakteriostatsika (MBC) vai fungicida koncentracija. 4 puL no
96-laucinu plates lauciniem izs€j uz atbilstoSam agariz€tam barotn€m. Plates inkub& 24
stundas 37°C temperatiira. Peéc inkub&sanas mikroplatei nosaka atbilstoSo lielako atSkaidijumu

jeb zemako koncentraciju pie kuras uz agarizétam platém augsana netiek noverota.

2.2.10. Datu analize

Statistiska analize paraugkopu salidzinasanai tika veikta izmantojot two-way ANOVA,
kam sekoja Bonferroni tests. Batiskuma Itmenis tika definéts ka p<0,05. TPC un ARA

rezultati tika savstarp€ji salidzinati ar Pirsona korelacijas analizi.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Eksplantu un séklu sterilizéSana

30 dienas péc parasta apina eksplantu steriliz€$anas un ievietoSanas Petri platés ar
agariz€tu barotni, tika aprékinats kontamin&to barotnu skaits (5.tabula). No sakotngji
veidotajam 137 sterilizéto eksplantu platém, izdevas iegut 55 plates, uz kuram netika novérota
mikroorganismu augsana.

7.tabula
Petri plasu procentualais daudzums uz kuram tika konstatéta mikroorganismu augsana.

Table 7
Percentage of Petri dishes with no visible microorganism growth.

Eksplantu veids

Skirne Lapas Stumbri Lapu kati Mezglu segmenti
’ 20% 50% 20% 50% 20% 50% 20% 50%
ACE ACE ACE ACE ACE ACE ACE ACE

FD 28,3% 0% 100% | 100% 75% 55% 100% 100%
ISTR 8,3% 7,7% 100% | 100% | 100% | 83,3% | 100% 50%
SMO 63,6% | 30,8% | 100% | 100% | 100% | 73,3% | 100% 100%

Lai novertétu balinataja steriliz€Sanas efektivitati, eksplantu virsmas steriliz€Sanas

procesa tika izmantotas divas dazadas komerciala lidzekla ACE koncentracijas: 20% un 50%.
Balinataja eso$a hipohlorskabe (HOCI) un hipohlorita jons (OCI) darbojas ka spécigi
oksidétaji bioorganiskas molekulds. Sie savienojumi reagé ar proteiniem, aminoskabem,
lipidiem un DNS. Izteiktaka antimikrobiala iedarbiba ir hipohlorskabes (HOCI) savienojuma
forma. Ta var izklGt cauri $§inu membranai, inaktivgjot vai parveidojot citoplazmatiskos
enzimus, signalproteinus un DNS molekulas (Fukuzaki, 2006).

Tika konstatéts, ka eksplantiem ar skiedrainaku un cietaku struktiiru virsmas
steriliz€Sanas efektivitate bija zema, un bilitu nepiecieSams izveleties citu metodi.
Antimikrobialie agenti nebija sp&jigi 100% novérst nevélamu mikroorganismu augSanu
plates. Visefektivak tika nosterilizéti lapu eksplanti. Smolstij Skirnes apinu ekstplantu
steriliz€Sanas efektivitate bija viszemaka, ko, iesp&jams, varétu skaidrot ar to, ka uz konkrétas
Skirnes auga bija lielaks mikroorganismu daudzums. 50% ACE skidums bija efektivaks par
20% ACE skidumu, tacu augstaka koncentracija tika novérota eksplantu bring&sana.
Palielinoties balinataja esoso oksidétaju (HOCI un OCI") koncentracijai, ta negativi ietekmé
augu audu regenerésanas kapacitati un var veicinat to bojaeju (Yildiz, 2012).

Parasta apina s€klu sterilizéSanas efektivitate un digtsp&ja tika novertéta 3 nedélas pec

to ievietoSanas cietas agarizétas barotn€s Petri plates (8. tabula). No 293 seklam péc

27



sterilizeé$anas izdevas iegiit 233 no mikroorganismiem brivas s¢klas, no kuram izdiga 57, kas
kopuma ir 19,45 %.

8.tabula
Seklu virsmas sterilizéSanas efektivitate un digtspéja.
Table 8
Seed surface sterilization efficiency and germination rate.
Sakotngjais seklu Seklu
) Sekmigi nosterilizetas seklas
skaits digtspéja, %
FD 23 19 52,63%
SMO 159 123 7,31%
ISTR 111 91 41,75%

Pétijumos ir konstatéts, ka apinu séklu digtspja ir zema (3-5%). To ietekmé
necaurlaidigais s€klapvalks un sveku saturs, kur§ nelauj sékla absorbéties tdenim un
skabeklim, izraisot organisko mieru (Liberatore et al., 2018). Lai miera periodu partrauktu,
butiski ir izveleties vispiemérotako metodi (Baskin and Baskin, 2014). Parasta apina séklam
ta ir auksta stratifikacija, kimiska apstrade un augSanas regulatoru pielietoSana (Liberatore et
al., 2018). Izmantojot auksto stratifikaciju un kimisko apstradi ar s€rskabi, tika iegtta

salidzino$i augsta digtsp€ja intervala no 7,31% lidz 52,63%.

3.2. Kallusu un in vitro augu kultiiru iegiiSana un uzturé$ana

Stabilas kallusu kultiras izdevas ieglit no lapu eksplantiem visam trim parasta apina
Skirném. Tika iegtits arT neliels daudzums kallusu no Smo/stij in vitro augu lapam, rogam un
ziedkatiem, tacu biomasa nebija pietiekoSi liela talakiem eksperimentiem. Lai noteiktu
piemérotako barotnes veidu, tika veikts 18 dazadu barotnu skrinings, kas ietvéra pirms tam
literatiira izpétitu dazadu komercialo barotnu (Murashige & skoog, McCown Woody Plant,
Schenk & Hildebrandt) un augSanas hormonu kombinaciju testéSanu, vizuali noveértgjot
kallusu krasu, struktaru un biomasas pieaugumu. Dzivotsp&jigi kallusi veidoja gaisu,
viendabigi graudainu masu, ta¢u boja gajuSie bija tums$i brini, bez manama biomasas
pieauguma. Dzivotsp&jigi kallusi tika novéroti uz Woody plant (WP) barotnes, kurai
pievienota 1,5 mg/L 2,4-dihlorfenoksietikskabe (2,4-D), 2 mg/L 6-benzilaminopurins (BAP),
1 mg/L 1-naftiletikskabe (NAA), 0,1 mg/L tidiazurons (TDZ) (1. pielikums).
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No visam trim apinu Skirpu séklam tika izaudz&ti in vitro augi agarizéta 50% MS
barotng bez papildu augganas regulatoriem augu kultivésanas burcinas (2. pielikums). Siem
augiem tika konstateta izméra mazaka un planaka lapu struktiira, salidzinot ar brivi augoSiem
augiem. Salidzinot ar dabiskajiem apstakliem, augiem bija pieejama mazaka augSanas telpa,

lidz ar to netika sasniegts potencialais briedums.

3.3. Parasta apina ekstraktu raksturo$ana péc kopgja fenolu satura un

antiradikalas aktivitates

Savstarp&jam aktivitates salidzinajumam no trim apinu $kirné€m tika veidoti 39 dazadi
ekstrakti, no tiem 21 lapu drogu, 6 in vitro augu lapu un 6 no lapam iegtitu kallusu ekstrakti
(9.tabula). P&tijumam tika izvéleti $kidinataji, kuri ir nekaitigi gan lictoSanai partika, gan

kosmétika (Doble and Kruthiventi, 2007).

9.tabula
Parasta apina ekstraktu uzskaite.
Table 9
Accounting of common hop extracts.
Ekstrakta veids
30/30 (etanols/glicerins) 70% etanols dH20
Augu e _ _ _ _ _ _ kars.éts. _
materials Skirne karséts nekarséts | karséts | nekarséts | karséts | nekarséts augstsple_dli:na
(autoklava)
SMO X X X X X X X
Droga ISTR X X X X X X X
FD X X X X X X X
SMO X X X
Invitro | ISTR X X X
FD X X X
SMO X X X
Kallus | ISTR X X X
FD X X X

Drogu ekstraktiem tika novérteta fizikali kimiska faktora — kars€Sanas - ietekme uz
kopgjo fenolu saturu (TPC) un antiradikalo aktivitati (ARA). Tika izmantoti trTs $kidinataju
veidi — 30% un 30% v/v (turpmak 30/30) etanols-glicerins, 70% etanols un destiléts tidens, un
tika pielietotas divas ekstrakcijas metodes — ekstrakcija augstspiediena un 18h ekstrakcija
kratitaja, istabas temperatara, pirms tam kars€jot vai nekars¢jot. Tika konstatéts, ka 50°C
temperatira 15 mintites karsétu drogu ekstraktiem kopgjais polifenolu daudzums un
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antiradikala aktivitate ir augstaka ka nekarsétiem ekstraktiem (3., 4. pielikums). Karsésana
tdens vanna ir svariga termiska metode ar kuras palidzibu tiek inaktiveti enzimi, tadgjadi
saglabajot vertigos savienojumus. Piem&ram, augu materiala plasi izplatita ir polifenolu
oksidaze un peroksidaze. Polifenolu oksidazes ietekmé& fenolu savienojumi tiek oksidéti, ka
rezultata notiek augu materiala brinéSana un (detektéjama) polifenolu kopé&ja satura
samazinasSanas augu materiala. Peroksidazes un tidenraza klatbtitn€ noris fenolu savienojumu

oksidésanas par fenoksi radikaliem un hlorofila oksidésanas (Li et al., 2018).

Ekstraktu skidinataju talakai salidzinasanai péc kopg&jo fenolu satura un antiradikalas
aktivitates tika izmantoti tikai termiski apstradati (karseti) ekstrakti (5.,6. pielikums).
Visaugstako ekstrakcijas efektivitati Fredos Derlingieji un Itrinskij-15 apinu Skirném veica
30/30 etanola-glicerina skidums, taéu Smolistij — 70% etanola $kidums. Viszemaka $kidinataja
efektivitate tika konstatéta destilétam tdenim, ekstraggjot augstspiediena autoklava. Kaut arT augu
materiala tidens ekstrakcija ir videi draudzigaka metode, paaugstinata temperatiira ne visi parasta
apini esoSie polifenolu savienojumi ir ident $kistosi un dala savienijumu var tikt degradéti (Shi et
al., 2002, Almaguer et al, 2014). Etanola skidums nodro$ina atraku ekstrakciju, kas var bt
saistits ar etanola zemo blivumu (d = 0.789 g cm™®). S1 ipasiba atvieglo $kidinataja icklasanu
cietas dalinas, veicina atru polifenolu S§kiSanu un parneSanu ekstrakta tidens-etanola sist€émas
polaritates dél. Veicot ekstragéSanu ar 30/30 etanola-glicerina $kidumu, glicerina ietekmé
noris léna ieks$€ja difuzija, kas nodroSina sekmigaku polifenolu parneSanu ekstrakta.
Ekstragésanas process ir 1&€naks, ta¢u var bit efektivaks. To varétu skaidrot ar polaraku fenolu
(Apostolakis et al., 2014), paaugstinot ekstraktu kop&jo fenolu saturu un lidz ar to —
antiradikalo aktivitati. Ar etanola Skidumu var iegtit ekstraktus, kas ir bagati ar apinu
fenoliem, tacu literatira ir minétas efektivakas metodes, kur tos veiksmigak var izdalit
izmantojot n-heksana, etilacetata, metanola un tdens Skidumu (5:5:4:3), ka ari CO:
ekstrakciju augstspiediena paaugstinata temperatira (Chen et al., 2012, Roj et al., 2015).
Svarigi ir nemt véra ari to, ka in vivo ievakta materiala polifenolu koncentracija un sastavs var
atskirties sezonas un mikroklimata ietvaros (Apostolakis et al., 2014).

TPC un ARA analizes tika atkartoti veiktas uz izvélétiem 14 apinu ekstraktiem, kas
papildus tika iegiti no attieciga augu materiala biologiska atkartojuma veikSanas nolikos.
Rezultatiem tika veikta statistiska analize, lai noteiktu bitiskuma Itmeni starp paraugkopam
sugu ietvaros, un tika veikta arT korelacijas analize starp TPC un ARA. P&tfjumos ir pieradits,
ka augu ekstraktos esoSo kop&jo polifenolu saturs, kas ir batiski augu attistibai, savstarpgji
korelé ar antiradikalo aktivitati (Piljac-Zegarac et al., 2009, Piluzza and Bullitta, 2011).
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Veicot TPC datu analizi, butiska atskiriba tika novérota starp drogu ekstraktu dazadiem
ekstrakcijas veidiem visam apinu Skirném. Istrinskij-15 un Fredos Derlingieji s$kirném
savstarpgji butiska atskiriba tika konstatéta starp karsétiem un nekarsétiem 70% etanola un
30/30 etanola-glicerina ekstraktiem un dazadam augu materiala izejvielam, ka arT starp visiem
Skidinataju veidiem SMO drogu ekstraktu gadijjuma (4. attéls). TPC gadijuma labakos
rezultatus FD un ISTR augiem uzradija karstéta 30/30 $kidinataja izmantoSana, bet SMO
gadijuma — karséts 70% etanols. Grafikos tika uzraditas tikai ar specifisko metodi detekt&tas
ekstraktu vertibas. Lidzigi novérojumi tika konstatéti ari p€c ARA datu analizes (5. attéls).
Papildus tam, rezultati uzrada, ka ekstraktu antiradikala aktivitate korelé ar kop&jo fenolu

saturu (Pirsona korelacijas koeficients r=0,944, p<0.0001).

Drogu ekstraktiem kopg€jais fenolu saturs bija robezas no 40 lidz 111 mg/g DW
galluskabes ekvivalentu, bet antiradikala aktivitate ir no 922 lidz 1548 ug/mL Trolox
ekvivalentu, kas ir lidzvertigas vai pat augstakas vértibas ka citos p&tijumos ar apini (Barbosa-
Pereira et al., 2013, Abram et al., 2015, Onder et al., 2013). In vitro augu un kallusu kultiiru
audzeSana noris kontrol&tos apstaklos, méginot atdarinat optimalus dabiskos apstaklus, tacu
nav ties$as sezonalas, vides apstak]u un biologisko faktoru, pieméram, patogénu, ietekmes, kas
butiski var palielinat sekundaro metabolitu produkciju (Apostolakis et al., 2014). In vitro
sisttmas augu un audu kultiiras galvenokart ir tend€tas uz primaro metabolitu razoSanu
izdzivoSanas vajadzibam. Ir pieradits, ka nobriedusu apinu sastava ir augstaka polifenolu
koncentracija ka jaunos ipatnos (Almaguer et al., 2014). Lai sekmé&tu sekundaro metabolitu
produkciju, butu nepiecieSams variét ar biotisku vai abiotisku elicitoru iedarbibu (Shasmita et

al., 2018, Karuppusamy, 2010).
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4. attéls. Apinu ekstraktu kopéjais fenolu saturs tris dazadam apinu Skirném (FD, ISTR,
SMO). Rezultati ir noraditi ka vidgjas vertibas ar £ SD mg/g DW, * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, n=2, FD un ISTR rezultati izteikti logio skala (A-augstspiediena; EG — etanols-
glicerins; E — etanols, FD — Fredos Derlingieji, SMO -Smol/stij, ISTR — Istrinskij-15 ).

Figure 4. Total phenolic content of three hop varieties (FD, ISTR, SMO). Results are
expressed as mean + SD mg/g DW, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, n=2, FD and ISTR
results are expressed on a logio scale (A — high pressure; EG — ethanol-glycerol; E — ethanol,
FD — Fredos Derlingieji, SMO -Smolstij, ISTR — Istrinskij-15).
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5. attéls. Apinu ekstraktu antiradikala aktivitate tris dazadam apinu Skirném (FD, ISTR,
SMO). Rezultati ir noraditi ka vidgjas vertibas ar + SD ug/mL, * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, n=2, FD un ISTR rezultati izteikti logio skala (A-augstspiediena; EG — etanols-
glicerins; E — etanols, FD — Fredos Derlingieji, SMO - Smolstij, ISTR — Istrinskij-15 ).

Figure 5. Antiradical activity of three hop varieties (FD, ISTR, SMO). Results are
expressed as mean + SD ug/mL * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, n=2, FD and ISTR results
are expressed on a logio scale (A — high pressure; EG — ethanol-glycerol; E — ethanol, FD —
Fredos Derlingieji, SMO -Smo/stij, ISTR — Istrinskij-15).
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Individualu ekstraktu radikala DPPH neitraliz€Sanas sp&ja tika izteikta procentuali ar

ICso, kas atbilst ekstrakta koncentracijai, kas ir nepiecieSama, lai nodroSinatu absorbcijas

samazinasanos par 50% jeb lai neitraliz€tu 50% no kop&ja izmantota DPPH daudzuma

(Abram et al., 2015). DPPH neitralizésana visefektivakie ir visu Skirnu drogu ekstrakti, kas

50% DPPH neitralizé koncentracijas no 13-17% (10. tabula). In vitro augu un kallusu

ekstraktiem antiradikala aktivitate ir zema, un bitu nepiecieSama to iekoncentréSana (FD

karséta 30/30 kallusu ekstrakta gadijuma pat vairak ka 5x), lai sasniegtu pietiekami lielu

fenolu - antioksidantu daudzumu, kas nodrosinatu absorbcijas samazinasanu lidz 50%.

10. tabula

Apinu ekstraktu procentula koncentracija 50% DPPH neitralizéSanai.

Table 10

Percentage of hop extracts capable to neutralize 50% DPPH.

Ekstrakta veids IC50 +SD, %
Fredos Derlingieji karséts drogu 30/30 20,35+ 2,13
etanola-glicerina ekstrakts
Fredos Derlingieji drogu 30/30 etanola- 16,98 +1,16
glicerina ekstrakts
Fredos Derlingieji karséts in vitro augu 19,65+ 1,17

30/30 etanola-glicerina ekstrakts

Fredos Derlingieji karséts kallusu 30/30
etanola-glicerina ekstrakts

527,69 £ 50,81

Istrinskij-15 karséts drogu 30/30 etanola-
glicerina ekstrakts

389,11 + 31,78

Istrinskij-15 drogu 30/30 etanola-glicerina 20,02 +£2,78
ekstrakts
Istrinskij-15 drogu 70% etanola ekstrakts 13,97 £ 0,89
Istrinskij-15 karséts drogu 70% etanola 23,42+ 0,92
ekstrakts
Istrinskij-15 drogu 70% etanola ekstrakts 18,97 £ 1,74

Istrinskij-15 karséts in vitro augu 70%
etanola ekstrakts

146,81 +11,64

Istrinskij-15 karséts kallusu 70% etanola
ekstrakts

200,01 + 20,20

Smolstij drogu 30/30 etanola-glicerina 23,79+2,93
ekstrakts

Smolstij karséts drogu 70% etanola ekstrakts 13,30 £ 4,19
Smolstij kallusu ekstrakts tident 24,44 +5 33

augstspiediena
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3.4. Parasta apina ekstraktu antimikrobialas aktivitates raksturoSana

Ka cilveku adas patogéni tika izveleti petijumos plasi izmantoti 4 mikroorganismu
celmi (Bocquet et al., 2018), skatit 6. tabulu. 39 dazadu apinu ekstraktiem tika veikts
antimikrobialas iedarbibas skrinings péc koloniju suspensiju metodes, izmantojot tris veidu
baktérijas — grampozitivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis un
gramnegativas Escherichia coli baktérijas, ka ari rauga seéniti — Candida albicans (7., 8.
pielikums). Visaugstaka antimikrobiala iedarbiba tika konstatéta uz rauga sénites Candida
albicans kulttru, tacu nebija nozimigas ietekmes uz visu tris baktériju kultoram, kaut arl
literatira ir noradita antibakteriala apinu ekstraktu iedarbiba uz Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis un Escherichia coli (Bartmanska et al., 2018, Langezaal et al.,
1992). Salidzinot ar $kidinataju pozitivajam kontrolém, kopuma zema iedarbiba ir Gidens
ekstraktiem, augstaka ta bija 30/30 etanola-glicerina un 70% etanola ekstraktiem (8. tabula).
Lai parbauditu datu precizitati, tika veikti biologiskie atkartojumi 12 atlasitajiem ekstraktiem,
kuriem tika novérota efektivitate, un atkartoti novértéta minimala inhibg&josa koncentracija
(MIC) uz Candida albicans (8.tabula). Minimala inhib&josa parauga koncentracija svarstijas

robezas no 1.56% lidz 6.25% uz plates laucinu.

11. tabula
Apinu ekstraktu antimikrobiala aktivitate uz Candida albicans.
Table 11
Antimicrobial activity of hop extract on Candida albicans.
Ekstrakta veids MIC (parauga konc. uz laucinu)
Smolstijkallusu ekstrakts tident augstspiediena 6,25 %
Fredos Derlingieji karséts drogu 30/30 etanola-
o 6,25 %
glicerina ekstrakts
Fredos Derlingieji ~ drogu 30/30 etanola-glicerina 6.25 %
ekstrakts
Fredos Derlingieji karséts in vitro augu 30/30 etanola-
o 1,56%
glicerina ekstrakts
Fredos Derlingieji  karséts kallusu 30/30 etanola-
o 1,56%
glicerina ekstrakts
Istrinskij-15 karséts drogu 30/30 etanola-glicerina 6.25 %
ekstrakts
Istrinskij-15 drogu 30/30 etanola- glicerina ekstrakts 6,25 %
Istrinskij-15 drogu 70% etanola ekstrakts 3,13%
Istrinskij-15 karséts drogu 70% etanola ekstrakts 6,25 %
Istrinskij-15 drogu 70% etanola ekstrakts 6,25 %
Istrinskij-15 karséts in vitro augu 70% etanola ekstrakts 3,13%
Istrinskij-15 karséts kallusu 70% etanola ekstrakts 3,13%
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Antifungalas iedarbibas atskiribas ir novérojamas ne tikai ekstraktu skidinataju ietvaros,
bet ar1 visu tris apinu Skirnu ietvaros. Viszemaka ta bija apinu Skirnei Smolistij, bet iedarbibu
ne tikai drogu, bet arT kallusu un in vitro augu ekstraktiem uzradija art Istrinskij-15 un Fredos
derlingieji. Starp kop€jo fenolu saturu, antiradikalo un antimikrobialo aktivitati netika
noverota korelacija. Bez TPC var but ar1 citi faktori vai savienojumi, kas var ietekmét
antimikrobialo aktivitati, kuru noskaidro$sanai papildus butu javeic ekstraktu kimiskas

analizes.

Apinu ekstraktos flavanoni un 6-prenilnaringenins ir identificéti ka antifungali
savienojumi (Bocquet et al., 2018, Mizobuchi and Sato, 1985), tapéc butu veértigi veikt
kimiskas analizes un uzzinat, vai test€tajos brivi augoSu augu lapu ekstraktos S$adi
savienojumi ir detekt€jami. Apinos esoSo dabigo savienojumu aktivitate izradijas zemaka ka

sintgtiskiem fungicidiem (Bocquet et al., 2018).

3.5. Talakie pétijuma merki

Praktiska darba izstrades laika tika iegiits arT neliels daudzums kallusa materiala no
nenobriedusam sieviskajam ziedkopam - rogam. Attistot stabilu kultlru, varétu tikt analiz&ts
kallusu ekstraktu kimiskais sastavs, jo pétijjumos minéts, ka tadas aktivas vielas ka
ksantohumols, kuru sekreté lupulina dziedzeri, paaugstinata daudzuma daba, ka jau tika
minéts ieprieks, ir atrodams tikai apinu rogas (Almaguer et al, 2014). Ir pieradits, ka neliela
daudzuma ksantohumolu var iegilit ari no lapu eksplantu suspensijam. Tadgjadi no lapu
eksplantiem iegiitas apinu kallusu kultiiras var kalpot par izejmaterialu ksantohumola sintézei,
tas papildus elicit&jot vai izmantojot metaboliskas inZenierijas metodes (Gatica-Arias, 2012).
Turpinot attistit kallusu kultiras un papildus iegtistot Stinu suspensiju kulttras, varétu
paaugstinat ari to antimikrobialo efektivitati un citu sekundaro metabolitu sintézi (Shasmita et
al., 2018).

Pétijumos ir konstatéts, ka parastaja apini esoSie savienojumi var izraisit kairinajumu
cilveka adai (Karabin et al., 2016), tadel butu nepiecieSsams salidzinat iegiito ekstraktu
citotoksicitati un iedarbibu uz adas stinu modelsistémam in vitro.

Balstoties uz Weber un vina kolégu veiktajiem pétjjumiem, ir pamats domat, ka apinu
ekstraktiem ir potencials izmantoSanai pretaknes kosmeétikas lidzeklu razoSana, tapéc Si
pétijuma turpinajuma ekstraktu antimikrobialo iedarbibu biitu nepiecieSams parbaudit ar1 uz

Propionibacterium Acnes baktérijam (Weber et al., 2019).
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SECINAJUMI

Tris parasta apina Skirnu — Smo/stij, Istrinskij un Fredos Derlingieji — kallusu kulttiras
tika iegttas uz agarizétas McCown Woody Plant barotnes, kurai pievienoti augSanas
regulatori: auksini 1,5 mg/L 2,4-D, 1 mg/L NAA, ka ari citokinini 2 mg/L BAP, 0,1
mg/L TDZ.

20% un 50% ACE balinataja skidums kombinacija ar etanolu un sérskabi ir efektivs
lidzeklis eksplantu un séklu virsmu sterilizé8anai in vitro augu un kallusu kulttru
ieguv€. Vienlaikus biitu nepiecieSama steriliz€Sanas metodes optimize$ana rezultatu

uzlabosanai.

Visaugstakais kop&jo fenolu saturs un antiradikala aktivitate tika novérota, ka
skidinataju izmantojot karsétu 30/30 etanola-glicerina $kidumu. Antimikrobialas

aktivitates testos lidzveértigu efektivitati uzradija arT karséti 70% etanola ekstrakti.

. No iegiitajiem ekstraktiem lielako fenolu savienojumu saturu un augstako antiradikalo
aktivitati uzradija visu petito Skirnpu drogu ekstrakti, tacu antimikrobiala aktivitate bija
novérojama ari Istrinskij-15 un Fredos Derlingieji in vitro augu un kallusu

ekstraktiem.
Lai objektivi izvertetu parasta apina in vitro augu kallusu kultiiru ekstraktu potencialo

pielietojumu, biitu nepiecieSams veikt papildus kimiskas un antimikrobialas aktivitates

analizes, ka arT kultiiru elicitéSanas eksperimentus.
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1. pielikums

Parasta apina Smolistij kallusi agarizétaja WP barotné Petri platg.
Common hop Smolistij calluses in Petri dish on WP agar medium.
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2. pielikums

Parasta apina Fredos Derlingieji in vitro augs augu kultivésanas trauka.

Common hop Fredos Derlingieji in vitro plant in plant culture container.
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3. pielikums

Karsgsanas ietekme uz kop€jo fenolu saturu parasto apinu - Fredos Derlingieji (FD),
Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO) — tidens (H20), 30/30 etanola-glicerina (EG) un 70%

etanola (E) drogu ekstraktos. Rezultati norméti uz ekstraktiem izmantoto sauso biomasu.

Effect of heat treatment on total phenolic content in water (H20), 30/30 ethanol-

glycerol (EG) and 70% ethanol (E) wild plant extracts of common hops Fredos Derlingieji
(FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO). Results are normalized to the dry biomass used
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4. pielikums

Karsg€sanas ietekme uz antiradikalo aktivitati parasto apinu - Fredos Derlingieji (FD),
Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO) — tidens (H20), 30/30 etanola-glicerina (EG) un 70%

etanola (E) ekstraktos.

Effect of heat treatment on antiradical activity in water (H20O), 30/30 ethanol-glycerol

(EG) and 70% ethanol (E) extracts of common hops Fredos Derlingieji (FD), Istrinskij-15

ug/mL Trolox ekvivalenti
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5. pielikums

Dazadu skidinataju ietekme uz kop&jo fenolu saturu parasto apinu - Fredos Derlingieji
(FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO) — tidens (H20), 30/30 etanola-glicerina (EG) un
70% etanola (E) ekstraktos.

Effect of different solvents on total phenol content in water (H20), 30/30 ethanol-

glycerol (EG) and 70% ethanol (E) extracts of common hops Fredos Derlingieji (FD),
Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO).
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6. pielikums

Dazadu skidinataju ietekme uz antiradikalo aktivitati parasto apinu - Fredos Derlingieji
(FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO) — tdens (H20), 30/30 etanola-glicerina (EG) un

70% etanola (E) ekstraktos.

Effect of different solvents on antiradical activity in water (H20), 30/30 ethanol-

glycerol (EG) and 70% ethanol (E) extracts of common hops Fredos Derlingieji (FD),

ug/mL Trolox ekvivalenti
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7. pielikums

Parasto apinu - Fredos Derlingieji (FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO) — tidens
(H20), 30/30 etanola-glicerina (EG) un 70% etanola (E) ekstraktu antimikrobiala iedarbiba uz
Candida albicans un Staphylococcus aureus.

Antimicrobial activity of the water (H20), 30/30 ethanol-glycerol (EG) and 70%

ethanol (E) extracts of common hops Fredos Derlingieji (FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij
(SMO) against Candida albicans and Staphylococcus aureus.

C.albicans | S.aureus

Parauga koncentracija laucina

Paraugu atdifréjumi | 25% 12,50% 6,25% 3,13% 1,56% 0,78% | 25% 12,50% 6,25% 3,13% 1,56% 0,78%

FD-D'H20 A

FD-VZH20 A

FD-K* H20 A

FD-D H20K

FD-D H20

ISTR-D H20 A

ISTR-VH20 A

ISTR-K H20 A

ISTR-D H20 K

ISTR-D H20

SMO-D H20A

SMO-VH20 A

SMO-KH20 A

SMO-D H20K

SMO-D H20

FD-D 30/30 EG K

FD-D 30/30 EG

FD-V 30/30 EGK

FD-K 30/30 EG K

ISTR-D 30/30 EG K

ISTR-D 30/30 EG

ISTR-V 30/30 EG K

ISTR-K 30/30 EG K

SMO-D 30/30 EG K

SMO-D 30/30 EG

SMO-V 30/30 EG K

SMO-K 30/30 EG K

FD-D 70% EK

FD-D 70% E

FD-V 70% E K

FD-K70% E K

ISTR-D 70% E K

ISTR-D 70% E

ISTR-V 70% E K

ISTR-K70% EK

SMO-D70% EK

SMO-D 70% E

SMO-V 70% E K

SMO-K 70% E K

70% E

30/30 EG

H20

2 in vitro augs; ® kalluss; A- augstspiediena; K karséts; zal§ laucin$ — augsanu

1 droga;
inhib&josa ekstrakta koncentracija; sarkans laucin$ — ekstrakta koncentracija nav inhib&josa.

L wild plant; 2 in vitro plant; 2 callus; * high pressure; ** heat treatment; green field —
inhibitory extract concentration; red field — non inhibitory extract concentration.

8. pielikums
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Parasto apinu - Fredos Derlingieji (FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO) — tidens
(H20), 30/30 etanola-glicerina (EG) un 70% etanola (E) ekstraktu antimikrobiala iedarbiba uz
Escherichia coli un Staphylococcus epidermidis.

Antimicrobial activity against Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis using

water (H20), 30/30 ethanol-glycerol (EG) and 70% ethanol (E) extracts of common hops
Fredos Derlingieji (FD), Istrinskij-15 (ISTR), Smolistij (SMO).

E.Coli | S.epidermidis
Parauga koncentracija laucina

Paraugu atdifréjumi | 25% 12,50% 6,25% 3,13% 1,56% 0,78% | 25% 12,50% 6,25% 3,13% 1,56% 0,78%

FD-D' H20 A

FD-V2H20 A

FD-K® H20 A

FD-D H20 K

FD-D H20

ISTR-D H20 A

ISTR-VH20 A

ISTR-KH20 A

ISTR-D H20 K

ISTR-D H20

SMO-D H20 A

SMO-VH20 A

SMO-KH20 A

SMO-D H20K

SMO-D H20

FD-D 30/30 EG K

FD-D 30/30 EG

FD-V 30/30 EGK

FD-K 30/30 EG K

ISTR-D 30/30 EG K

ISTR-D 30/30 EG

ISTR-V 30/30 EG K

ISTR-K 30/30 EG K

SMO-D 30/30 EG K

SMO-D 30/30 EG

SMO-V 30/30 EG K

SMO-K 30/30 EG K

FD-D70% EK

FD-D 70% E

FD-V 70% E K

FD-K70% E K

ISTR-D 70% E K

ISTR-D 70% E

ISTR-V 70% E K

ISTR-K 70% E K

SMO-D 70% E K

SMO-D 70% E

SMO-V70% E K

SMO-K 70% E K

70% E

30/30 EG

H20

2 in vitro augs; ® kalluss; A- augstspiediena; K karséts; zal§ laucin$ — augsanu

1 droga;
inhibgjosa ekstrakta koncentracija; sarkans laucin$ — ekstrakta koncentracija nav inhibg&josa.
L wild plant; 2 in vitro plant;  callus; * high pressure; ** heat treatment; green field —

inhibitory extract concentration; red field — non inhibitory extract concentration.
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Bakalaura darbs ,Parasta apina (Humulus lupulus) in vitro augu un audu kultiiru
izveide un no tam iegiitu ekstraktu antiradikalas un antimikrobialas aktivitates raksturoSana”
izstradats LU Biologijas fakultate.
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