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KOPSAVILKUMS

Saja darba parbauditas un salidzinatas antioksidativas un antimikrobialas aktivitates
krammellenu Vaccinium corymbosum (8kirnes “Duke” un “Bluecrop”) ekstraktiem, kas iegti
no kallusu kulttram, kas audzetas uz piecam lidzigam barotném un tris dazados temperatiiru
rezimos. Ekstraktiem noteiktas antioksidativas 1pasibas, kopgjo fenolu un flavonoidu saturs,
organisko un fenolskabju koncentracija, ka arT antimikrobiala aktivitate pret Escherichia coli,
Staphylococcus aureus un Cutibacterium acnes. Domajot par potencialo pielictojumu,
atseviskiem ekstraktiem veikts arT citotoksicitates tests.

Testu rezultati paradija, ka kallusu biologisko aktivitati un kimisko saturu ietekmé gan
barotne, gan audzeSanas temperatiiras rezimi, ka ar1 auga Skirne. AtseviSku kallusu ekstrakti
uzradija lapu ekstraktiem tuvas antioksidativas 1pasSibas un kop€jo fenolu vértibas, kas bija
ieveérojami augstakas par ogu ekstraktiem. Parbauditajas koncentracijas antimikrobialu
aktivitati pret baktériju kultiram uzradija tikai dala ekstraktu. Aktivitati pret E.coli uzradija
lielaks skaits ekstraktu neka pret S.aureus. Viszemaka efektivitate tika uzradita pret C.acnes
bakterijam.

legitie rezultati noradija uz krimmellenes V.corymbosum kallusu kultiiru piem&rotibu
paaugstinatai sekundaro metabolitu razoSanai laboratorijas apstaklos. Augsta ekstraktu
biologiska aktivitate noradija uz to potencialo izmantoSanu partikas ripnieciba, farmacija un
citas jomas.

Atslégvardi: krimmellenes, kallusu kulttras, antioksidativa aktivitate, antimikrobiala

aktivitate



SUMMARY

This study assays and compares antioxidative and antimicrobial activities of highbush
blueberry Vaccinium corymbosum (cultivars “Duke” and “Bluecrop”) extracts made from
callus cultures grown on five similar media in three different temperature settings. Extracts
were tested for their antioxidative activity, total phenolic and flavonoid content, organic and
phenolic acid content and antimicrobial activity against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Cutibacterium acnes cultures. In regard to potential practical application some of
the extracts were tested for cytotoxicity.

The results show that the biological activity and chemical composition of calli are affected
by both media and growth temperature, as well as the cultivar itself. Several calli extracts
showed antioxidative activity and total phenolics content close to those of leaf extracts, higher
than those for berries. At the assayed concentrations only some of the extracts showed
antimicrobial activity. More extracts showed some activity against E.coli compared to S.aureus.
The lowest activity was seen against P.acnes.

The results point to suitability of high-bush blueberry V.corymbosum callus cultures for
enhanced secondary metabolite production in laboratory settings. The high biological activity
of the extracts indicates to their potential use in food industry, pharmacology and other fields.

Keywords: highbush blueberry, callus culture, antioxidative activity, antimicrobial

activity
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IEVADS

Pieaugot kada produkta pieprasijumam, liekas logiski, ka no razotaju puses jabit atbildei
ar pieaugosu piedavajumu — ne tikai kvantitates, bet ar1 kvalitates un daudzveidibas zina.
Misdienas, kad cilveki Tpasi pievers uzmanibu klimata parmainam un sak aktivak piekopt videi
draudzigu, bezatkritumu dzivesveidu, zinatnieku un inzenieru uzdevums ir sabiedribai piedavat
inovativus un ilglaicigus ‘zalos’ risinagjumus un produktus. Biotehnologija ir viena no nozarém,
kas var palidzét So problému risinasSana. Ar dazadu biologijas metozu starpniecibu ir iesp&jams
palielinat kultiiru razigumu samazinot nepiecieS$amo resursu daudzumu, paatrinat dazadu
partikas riipnieciba, farmakologija un citas tautsaimniecibas nozar€s nozimigu savienojumu
ieguvi un veikt to sakotngjo drosibas un ietekmes parbaudi lieki neizmantojot dzivas radibas.

Saja darba tika veikta nesenu popularitati guvusas un tautsaimnieciba jau nozimigas
ogulaju kultiiras - augstas krimmellenes Vaccinium corymbosum — divu izplatitu Skirpu
(“Bluecrop” un “Duke”) biotehnologiski veidotu kallusu fizikalo parametru, biokimiska sastava
un dazadu apstak]u ietekmes uz to izpéte, lai noskaidrotu optimalakos apstaklus maksimalai
biologiski aktivu vielu ieguvei. Ta ka krimmellenes sabiedriba un tautas medicina zinamas to
antioksidantu dgl, tad Sis darbs koncentréts uz kallusos konstatéjamiem fenolu savienojumiem,
galvenajam organiskajam skabém un to biologisko aktivitati, lai identific€tu potencialo
praktisko pielietojumu un formu.

Darba mérkis: Paaugstinat kraimmellenu V.corymbosum kallusu ekstraktu antioksidativo
un antimikrobialo aktivitati, pielagojot kallusu kultiiru barotnes sastavu un augSanas
temperaturu reZimu.

Darba uzdevumi:

1. Nomeérit un salidzinat biomasas pieaugumu kriimmellenu kallusu kultiram uz piecam

lidzigam barotném tris dazados temperatiiru reZimos;

un DPPH radikala neitralizéSanas testiem un organisko skabju satura;

3. Izvertét ekstraktu antimikrobialo aktivitati pret Escherichia coli (Gram (-)),
Staphylococcus aureus (Gram (+)) un Cutibacterium acnes (Gram (+)) baktérijam, nosakot
minimalas inhibitoras un minimalas baktericidas koncentracijas;

4. P&cieprieksgjo testu rezultatu izvertésanas atlasit 4 kallusu ekstraktus, kam noteikt ietekmi

uz 3T3 Stinu kulttiras dzivotsp&ju (citotoksiska ietekme uz pelu fibroblastiem).



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Oksidativais stress un antioksidativa aizsardziba

Oksidativais stress ir brivo radikalu un antioksidantu disbalanss, kas guvis pé&tnieku
uzmanibu ka nozimigs faktors dazadu slimibu etiologija (Aziz, Diab & Mohammed, 2019).

Brivie radikali ir atomi un molekulas ar nesaparotu vienu vai vairakiem elektroniem. Tos
iedala reaktivas skabekla (Reactive Oxigen Species, ROS), slapekla (RNS) un séra (RSS)
formas. Tie var veidoties endogéni organisma metabolisma laika, vai tikt uznemti no vides.
Normalos apstaklos organisma tie pilda signalmolekulu lomu, un $iinas spgj tos neitralizet, ta
kontrolgjot to daudzumu. Ja brivo radikalu daudzums parsniedz eso$o antioksidantu
neitraliz€Sanas kapacitati, tie boja Sinu makromolekulas — lipidus, oglhidratus, proteinus,
nukleinskabes -, ta izraisot sist€misku novecosanos un dazadas slimibas (Gedik et al, 2002; Lu
et al, 2010; Marrocco, Altieri & Peluso, 2017; Aziz, Diab & Mohammed, 2019). Ar oksidativo
stresu tiek saistitas tadas slimibas ka v&zis, diab&ts, Alzheimera slimiba un citas (Aziz, Diab &
Mohammed, 2019).

Antioksidanti ir savienojumi, kas neitralizé brivos radikalus, tiem atnemot vai atdodot
elektronus, inhibe radikalus-veidojosos enzimus vai stimul@ radikalus-neitraliz&joSos enzimus.
Organisma tie arT inhibé oksidéSanas reakcijas. Tie, tapat ka brivie radikali, var buit endogénas
un eksogénas izcelsmes, un var biit gan enzimi (superoksidu dismutaze, katalaze), gan ne-
enzimatiskas molekulas (vitamini A, C, E, dazadas partika esosas molekulas) (Marrocco, Altieri
& Peluso, 2017 ;Aziz, Diab & Mohammed, 2019). 1.attéla apkopota ROS veidu un avotu un
antioksidantu iedarbibas vietu shéma. Papildus radikalu neitraliz€Sanai, antioksidativa
aizsardziba ietver ar1 bojato molekulu likvideéSanu vai laboSanu, noveérSot to uzkrasanos Stina
un nelabveligas izmainas metabolisma. Organisma §is funkcijas veic proteolitiskas sistémas un
specifiski enzimi (Poljsak, Supt & Milisav, 2013).

Lai ar1 organismam normalai darbibai ir nepiecieSami dazadi mikroelementi, dala no tiem
(Cu*, Fe?") var pastiprinat oksidativo stresu, reakcijas ar H,O, veidojot brivos radikalus
(2.attels) (Aziz, Diab & Mohammed, 2019). P&tijjumi parada, ka So jonu uzkraSanas ir svarigs
faktors vairaku slimibu (Vilsona, Alzheimera, Parkinsona slimibas) patogenézé. Metalus
helat&josi savienojumi sp€j Sos jonus saistit un veido kompleksus, kas péc tam tiek izvaditi no
organisma. Sis princips tick izmantots arf helaté$anas terapija metalu saindé$anas gadijumos,
turklat, kombingjot helat&josos agentus ar antioksidantiem, rezultati uzlabojas (Kim, Kim &

Kumar, 2019).
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1. attels. ROS veidi (ar sarkanu), to avoti un antioksidantu iedarbibas vietas. O2—e - superoksida anjons;
HO2= - perhidroksil-radikalis; *OH — hidroksil-radikalis; H202 — adenraza peroksids; HOCI -
hipohlorskabe; ONOO— - peroksinitrits; R - lipidu alkil-radikalis; RH - lipids; ROO® - lipidu peroksil-
radikalis; ROOH - lipidu hidroperoksids; SOD - superoksidu dismutaze; CAT — katalaze; GPX -
glutationa peroksidaze (no Lu et al, 2010).

Figure 1. ROS types (in red) and sources, and action point of antioxidants. O2— - superoxide anion;
HO2-= - perhydroxyl radical; *OH - hydroxyl radical; H202 - hydrogen peroxide; HOCI - hypochlorous
acid; ONOO- - peroxynitrite; R= - lipid alkyl radical; RH - lipid; ROO= - lipid peroxyl radical; ROOH
- lipid hydroperoxide; SOD - superoxide dismutase; CAT - catalase and GPX - glutathione peroxidase
(from Lu et al, 2010).

1.1.1. Augu izcelsmes antioksidanti

Nepieméroti argjie vides apstakli un dazadi patogéni augiem rada apdraud&jumu, tadel
augi sintez€ sekundaros metabolitus ar dazadam funkcijam, kas palidz tiem izdzivot — dazadus
pigmentus un gaistoSas vielas, lai pievilinatu apputeksnétajus vai atbaiditu uzbrucgjus;
signalmolekulas komunikacijai ar citiem apkart esoSajiem augiem (Bottger et al, 2018);
fotoprotektivus savienojumus, lai izvairitos no UV negativas ietekmes; struktiiras stabiliz&joSus
savienojumus un citus (Edreva et al, 2008) (3.att). So savienojumu sintéze prasa daudz resursu,
bet, ja nepiecieSamiba ir ilgstoSa vai sintéze ir laikietilpiga, tad augi uztur So savienojumu
sint€zi nepartraukti (Bottger et al, 2018). Daudzi no Siem savienojumiem lidzas $iinas esoSajiem
enzimatiskajiem antioksidantiem piedalas antioksidativas aizsardzibas uzturéSana (Kasote et al,
2015).

Cilveki un dzivnieki izmanto Sos augu sekundaros metabolitus sava laba gan riipnieciba,
gan farmacija, gan uzturd. Auglu un darzenu lietoSana uztura tiek saistita ar samazinatu

kardiovaskularo slimibu, v&za, diab&a un citu hronisku slimibu risku un uzlabotam



kognitivajam sp&jam (Aune, 2019; Galli et al, 2006; Stanner et al, 2004), kam pamata ir
oksidativa stresa izraisitas izmainas organisma homeostaze. Augos atrodamie ne-enzimatiskie
antioksidanti ietver gan primaros metabolitus - vitaminus (A, C, E), liponkskabi, organiskas
skabes -, gan sekundaros - alkaloidus, saponinus, terpénus, karotenoidus un plasu spektru
fenolu savienojumu (Kasote et al, 2015; Aziz, Diab & Mohammed, 2019).

Primarie metaboliti

Vitamini A, C un E. Vitamins A jeb retinols ir taukos Skistoss savienojums. Lielaka dala

tiek uznemta ka provitamins A karotinoidu forma no oranZiem un dzelteniem darzeniem un
augliem, zalajiem lapu darzeniem — spinatiem, brokoliem (Chabert et al, 2014). Vitamins C jeb
L-askorbinskabe ir izplatitakais GidenT SkistoSais savienojums, kas piedalas viena elektrona
reakcijas. Ka koenzims tas piedalas v&l daudzas citas homeostazes reakcijas (Paciolla et al,
2019). Cilveki to nesp€j sintezet, tapec labakais ta avots ir augu valsts produkti — citrusaugli,
paprika, ogas. Vitamins E ir lipofilu savienojumu grupa - €etri tokoferoli un cetri tokotrienoli.
Cilveka organisma, galvenokart, ir sastopami o un y-tokoferoli, ko uznem no augu ellam un
riekstiem (Chabert et al, 2014).

Liponskabe ir séru satuross kofaktors, kam ir liela nozime energijas metabolisma. Ta
saglaba spécigu antioksidativo aktivitati gan reducétaja, gan oksidetaja forma un tai piemit ari
metalu helatgjosas spejas. Reducetaja forma tai piemit divejada aktivitate - ta sp&j gan atjaunot
citas antioksidantu molekulas, gan veidot s€ru saturoSus brivos radikalus (Navari-lzzo,
Quartacci & Sgherri, 2002). Cilveka organisma ta tiek sintezéta zema Iimeni, un ir griiti to
uznemt ar uzturu, jo gremosSanas traktd ta ir nestabila, un, nonakot asinis, tai ir 1ss
pussabruksSanas laiks. Augu valsti ta ir vairakos darzenos — spinatos, brokolos, tomatos u.c.
(Salehi et al, 2019).

Organiskas skabes. Literattra atrodams diezgan maz informacijas par organisko skabju
dalibu antioksidativas aizsardzibas joma. Vairakam skabém ir noveérota antioksidativa un
metalu jonus helatgjoSa aktivitate, bet tas nav tik izteiktas, salidzinot ar citiem jau
piemingtajiem savienojumiem. Seit var pieminét citronskabi un abolskabi, kas ir iesaistitas
Krebsa cikla, [idz ar to atrodas visa kerment. Tas lielos daudzumos ir auglos un ogas (Marques
et al, 2020; Abdel-Salam et al, 2018). Skabenskabe ir vienkarsaka dikarboksilskabe un
sastopama liela dala augu, kur ta darbojas ka pH un osmoregulators, Lielakas koncentracijas ta
ir spinatos, rabarberos un biesu saknés (Kayashima & Katayama, 2002). Fitinskabe arT sen
zinama ka metalus helatgjoss savienojums. Ta, galvenokart, atrodama seklas, klijas, kukurtza,

pupinas (Graf, 1990).



Sekundarie metaboliti

Alkaloidi ir augu sekundaro metabolitu grupa, kas satur vismaz vienu N atomu, nav
aminoskabes, un kam piemit biologiska aktivitate cilvekos. Sie savienojumi struktiiru zina ir
loti dazadi (Pelletier, 1983). Vairakos pétijumos dazadu augu alkaloidiem ir novérota
antioksidativa un jonus helat&josa aktivitate (Gulcin et al, 2009; Kolak et al, 2006; Malczewska-
Jaskola, Jasiewicz & Mrowczynska, 2016; Rehman & Khan, 2017).

Saponini ir augu izcelsmes augstas molekulmasas glikozidi, kas sastav no triterpéna vai
steroida aglikona ar piesaistitu cukura atlikumu. Augos tie tiek sintezeti dazadas augu dalas
(Hosttetmann & Marston, 2005). Triikst visparigas informacijas par to antioksidativo aktivitati,
bet atseviskas augu sugas tie ir konstatéti (Ashraf et al, 2013).

Terpéni ir dabiski acikliski lidz penta-cikliski vairaku izoprénu vienibu savienojumi.
Plasaka nozime Seit pieskaita arT degradacijas produktus un sintétiskos atvasinajumus. DaZas to
struktiru dalas var biit raksturigas kadam noteiktam augu tipam. (Eggersdorfer, 2000).
Karotenotdi ir plasi sastopami dzelteni-sarkani lipofili pigmenti, kas pieder tetraterpenoidu
grupai. Lielaka dala karotenoidu cilvéku organisma ir karotini (o un -karotini, likopéns — art
provitamina A avoti) un ksantofili (luteins, zeaksantins un B-kriptoksantins). Labakie to avoti
ir oranzie darzeni — burkani, kirbji (Chabert et al, 2014).

Fenolu savienojumi ir organiskie savienojumi, kas sastav no vismaz viena benzola
gredzena ar vismaz vienu tiesi piesaistitu hidroksilgrupu. P&c struktiiras izdala vairakas grupas:
fenolskabes, kumarini, flavonoidi, tannini, stilbéni, lignani. Tie ir popularakie un visvairak
pétitie augu izcelsmes antioksidanti (Albuquerque et al, 2021), ipaSu uzsvaru liekot uz
flavonoidiem, kuru biosintézes cel$ redzams 2. attéla.

Flavonoidi antocianini ir GidenT $kisto$i pigmenti, kas upeném, melleném, citiem augliem
un ziediem dod sarkano, violeto un zilo krasu. Visizplatitakais ir cianidin-3-glikozids.
Antocianini ir spécigi antioksidanti un cilvéku organisma piedalas brivo radikalu neitralizeéSana,
iekaisuma citokinu signaliz€Sanas cela un citos procesos (Khoo et al, 2017).

Flavan-3-oliem ir lielaka loma fenolu savienojumu uznems$ana. Tie var bit gan
monomeéru — katehina un epikatehina — veida, gan art veidot polim&rus. Lielas koncentracijas
tie ir zalaja t&ja, sarkanvina un Sokolade. Péc to metabolisma zarnu trakta, gala produkti lielaka
koncentracija nonak organisma, kur tiem tiek piedévétas iekaisumu inhib€josa aktivitate,
pretvéza, antioksidativa un vél citas veselibai labvéligas ietekmes (Campos, Stehle & Simon,

2019).
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2. att€ls. Flavonoidu savienojumu biosintezes cels augos (ar izmainam no Casanal et al, 2013).

Figure 2. Biosynthesis pathway of flavonoids in plants (with changes from Casanal et al, 2013).

Tannini ir salidzino$i lielmolekulari savienojumi, ko iedala hidroliz€jamos un
kondensétajos taninos, no kuriem visvairak pétitie ir epikatehina un katehina veidoti polimeri.
Tannini ir 1pasi ar to, ka sp€j saistities ar metalu joniem un proteiniem tos precipitéjot, tapec
tiem tiek piedéveta div€jada iedarbiba organisma (Aziz, Diab & Mohammed, 2018).

Ieveérojamakais no stilbénu grupas antioksidantiem ir resveratrols. Tas ir konstatéts 70
augos, visvairak vinogu mizas un séklas. Tam piemit arT antibakteriala, antifungala aktivitate,
pretvéza, pretiekaisuma un citi efekti. Ka antioksidants tas piedalas vazodilatacijas regulacija,

lidz ar to kardiovaskularas sist€émas veseliba (Salehi et al, 2018).
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1.2. Antibiotiska rezistence un augu izcelsmes antimikrobialie savienojumi

Mikroorganismu izraisitas infekciju slimibas vesturiski ir bijis izplatits naves c€lonis visa
pasaulé. Lidz ar medicinas un tehnologiju attistibu 20.gs., pateicoties antibiotiku atklasanai un
razoSanai, So slimibu raditie draudi ievérojami samazinajas. DiemZgl, nevajadziga un apzinata
antibiotiku lietoSana veicinaja mikroorganismu adaptaciju. Tie sp€&ja atri nodot Sos rezistences
faktorus cits citam, bet zinatnieki nespgja pietiekami atri atrast jaunus savienojumus, lai ar tiem
cinitos. Ta rezultata ir izveidojuSies multirezistenti mikroorganismi, un infekciju slimibas ir
kluvusas izplatitakas (Chokshi et al, 2019; Aslam et al, 2018; Upadhyay et al, 2014; Srivastava
et al, 2014). 2017.gada Pasaules Veselibas organizacija publicéja pirmo antibiotiku-rezistento
prioritaro patogénu sarakstu, kas ietvéra 12 veselibu apdraudosakas bakteriju dzimtas. Taja
ieklautas tadas sugas ka Acitenobacter baumanii, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori
un citas (WHO, 2017).

Ka alternativa mikroorganismu apkaroS$anai izmantojami augu izcelsmes savienojumi,
kas neizraisa rezistences veidosanos. Augu metaboliti tiek klasificti ka antimikrobiali, ja to

minimala inhibitora koncentracija ir 100-1000 pg/ml (Srivastava et al, 2014). Augu izcelsmes

terpéni, fenolu savienojumi un polifenoli un kumarini (Savoia 2012).

Jau vesturiski cilveki izmanto dazadus augu valsts savienojumus ka €dienu konservantus,
uztura bagatinatajus un garsas pastiprinatajus (Upadhyay et al, 2014). Dabiskie sveki, kas iegtiti
no augiem (ipasSi priezu Pinaceae un cipreSu Cupressaceae dzimtas), vai to sekundarajiem
metabolitiem ir uzradijusi gan antibakterialu gan antifungalu un antiprotozoju iedarbibu
(Savoia, 2012). Vairaku garSaugu ekstrakti un ellas ir uzradijusi labu efektivitati pret partikas
patogéniem un to veidoto bioplévi (Upadhyay et al, 2013; Cui et al, 2018).

Svarigs antimikrobialas aktivitates mehanismiem ir efluksa pumpja inhib&Sana, pret ko
Gram(+) bakterijas ir jutigakas, bet kombinacijas ar citiem plasi izmantotiem efluksa pumpja
ir 1pasi svarigas flavonoidiem, kas sp€jigi veidot kompleksus ar proteiniem un bakteriju
membranam un tajas integréties (Savoia, 2012).

Augu izcelsmes hinoniem un flavonoidiem ir Iidzigs antimikrobialas iedarbibas
mehanisms — piesaistiSanas adhesiniem, un enzimu inaktivésana. Polifenolu, tanninu, terpénu,
alkaloidu un &teriskajam e]lam iedarbibas mehanismi vél ieklauj substrata ierobezoSanu,
membranu bojasanu, metalu jonu piesaisti un citus (Subramani, Narayanasamy & Feussner,

2017).
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1.3. Kraimmellenes visparigs raksturojums.

Pasauleé plasa sabiedriba ar vardiem “mellenes” un “krimmellenes” (anglu valoda
“blueberry”) ikdiena apzimé vairakas Vaccinium gints sugas, t.sk. hibridsugas. Tas var radit
parpratumus un neskaidribas mekl&jot izzinoSu informaciju par Siem augiem, pasi, ja rakstu
autori nenorada precizu sugas nosaukumu.

Krimmellenes ir daudzgadigi kriimu ogulaji, kas pieder pie virSu dzimtas (Ericaceae)
mellenu gints (Vaccinium) Cyanococcus sekcija. Latvija pazistamakas un literatiira visvairak
aprakstitas krimmellenu sugas ir augstas krimmellenes V.corymbosum, zemas krimmellenes
V.angustifolium un Esa krimmellenes V.virgatum (jeb V.ashei.). Krimmellenu dzimtene ir
Ziemelamerikas kontinenta austrumi, bet ka kultiraugi tas saktas audz&t un selekcionét 20.gs.
sakuma Frederika Kovila vadiba. Eiropa $ie kultiraugi ievesti 20.gs. 20-tajos gados Niderlandg,
velak arT Vacija un Lielbritanija. Pirmie komercialie stadijumi ierikoti 70-tajos gados Polija,
Niderland€ un Italija, vélak ar1 Dienvidrietumeiropas valstis (Retamales and Hancock, 2018).
Latvija pirmie $o kultiru p&tijumi sakti 70-tajos gados Salaspils Botaniskaja darza, bet 1pasu
popularitati V.corymbosum guvusi 2000-8ajos gados, kad ierikoti pirmie lielu platibu stadijumi
ar komercialu noluku (Maltenieks, 2008).

V.corymbosum kriimi izaug 1 — 3 m augstuma, tiem ir Iidz 7.5cm garas, gludas, ovalas
lapas ar smailu galu, to virspuse ir tumsak zala neka apakSpuse, un rudent tas krasojas sarkanas
(3.att). Mellenu ziedi ir sakartoti kekaros, balta vai gaisi roza krasa un zied pavasari. Vasara
nobriest augli, kas ir apalas vai saplacinatas formas ogas 11dz 2.5cm diametra, tumsi zila krasa
ar baltu apsarmi un daudz mazam séklinam (Kloet, 1980; Gough, 1994).

Krammellenes, lidzigi ka citas virSu dzimtai piederigas gintis, vislabak jitas labi aercta
nabadziga skaba augsné (Hancock & Hanson, 1986, Korcak, 2011), un tam nepiecieSams miera
periods, kas sagada problémas to audzéSana lielas platibas un siltakos regionos (Luby et al,
1991, Gough, 1994, Retamales and Hancock, 2018). Svarigs faktors ir arT nokrisnu daudzums
un gaisa temperatiiras svarstibas — salnas un karstuma vilni - vegetacijas perioda, kas ietekmé
augu razibu un ogu garSu (Luby et al, 1991; Yang, Bryla & Strik, 2019). Pertidis ar kolegiem
(2018) sava petijuma Lielbritanija noskaidroja, ka arT gaismas intensitatei un tas
vienmeérigumanm ir liela ietekme uz raZigumu un ta stabilitati vairaku sezonu perioda. Augstas
kriimmellenes ogu nobrieSanas laika neveido oglhidratu rezerves lapas, tadel auglu attistiba ir
atkariga no fotosintézes gaismas fazes laika sarazotajiem un piegadatajiem cukuriem, kas,

turklat, Iidzigos apjomos tiek piegadati arT citam auga dalam, radot konkurenci.
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Neraugoties uz potencialajam lielapjoma audz€Sanas problémam, ANO Partikas un
lauksaimniecibas organizacijas (FAOSTAT, FAO, 2021) dati liecina, ka krimmellenu audzu
platibas turpina pieaugt gan Latvija, gan citur pasaulg, kas neties$i norada ar1 uz pieprasijuma
pieaugumu. Augsto kriimmellenu un to radniecigo sugu ogas tiek patérétas uztura gan svaiga
veida, gan ar1 dazadi sagatavotas — biezenos, ievarjjumos, sulas, saldetas, citu partikas produktu

sastava un ka uztura bagatinataji.
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3. att€ls. Augstas krimmellenes V.corymbosum ilustracija ar aprakstiem anglu valoda (Falkoni &
Hollender, 2013).

Figure 3. Illustration of highbush blueberry V.corymbosum with descriptions in English (Falkoni&
Hollender, 2013).

Krimmellenes tiek uzskatitas par loti vertigam, galvenokart, augsta antioksidantu satura
del, no kuriem lielaka dala ir antocianini un citi flavonoidi, ka ar7 fenolskabes (Skrovankova et

al, 2015; Rothwell et al, 2013). Tas ir arT labs makro- un mikroelementu un vitaminu avots
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(Karlsons et al, 2018; Starast et al, 2007). STm ogam ir pieraditas vairakas veselibu uzlabojo3as
pasibas, piem., neiroprotektiva un kognitivo funkciju uzlabojosa (Galli et al, 2006; Strathearn
et al, 2014; Hong et al, 2017), pretiekaisuma (Driscoll et al, 2019; Lagha, Howell & Grenier,
2020), pretvéza (Bunea et al, 2013; Diaconeasa et al, 2015; Ribera-Fonseca et al, 2020),
antimikrobiala (Shen et al, 2014), antidiabétiska (Liu et al, 2019) aktivitate.

Izsenis tautas medicina tiek lietoti ari Vaccinium gints augu lapu uzl&umi pret
gremosSanas trakta problémam, ka pretickaisuma un antiseptisku lidzekli brucu dziedeésana un
asins cukura ITmena regulacijai gan Ziemelamerika, gan Eiropa un Azija, kas norada uz gintij
raksturigu biologisko aktivitati neatkarigi no augSanas vietas. Ari zinatnieki, paraléli ogu
petijumiem, veic lapu, ziedu un citu auga dalu biologiskas aktivitates izpé&ti, pieradot, ka
vertigas ir ar citas auga dalas un parstrades atlikumi, kas biezi vien paliek neizmantoti (Khanal
et al, 2009; Pervin, Hasnat & Lim, 2013; Wan et al., 2015; Stefanescu et al., 2020). Ehlenheldt
& Prior (2001) pétijuma salidzinot mellenu ogu un lapu kop&jo fenolu daudzumu un
antioksidativo aktivitati, konstat§ja lapu iev@rojamu parakumu abos raditajos. Riihinen ar
kolégiem (2008) salidzinaja fenolo savienojumu profilus divas mellenu sugas vairakas augu
dalas, abas sugas atrodot saméra liela koncentracija ferulinskabi, p-kumarinskabi, apvienotos
antocianinus un kvercitinu, un paradija koncentraciju un profilu atskiribas starp augu dalam.
Tika noskaidrots, ka meza mellenés (V.myrtillus) to kop&jais daudzums bija lielaks neka
krimmellengs. Japiebilst, ka arT vienas sugas vairaku Skirnpu starpa biologiski aktivo
savienojumu koncentracijas var pat vairakkartigi atSkirties (Kalt et al, 2001, Yousef et al, 2013).

Dembinska-Migas et al (1998) péc veiksmigas “Bluecrop” skirnes kallusu kultiru
izveidoSanas uz dazadam barotn€m tajas konstatgja un salidzinaja kvercetina-3-O-glikozidu un
-galaktozidu, ka ar1 vairaku fenolskabju koncentracijas, bet nekadas sakaribas nekonstatgja.
SVelak tam pasSam autoru kolektivam kallusu kulttiras izdevas sintez€t triterpénu savienojumus,
ko neatrada lapas (Migas, Cisowski & Dembinska-Migas, 2005), paradot, ka §is kulttras ir

izmantojamas biotehnologija sekundaro metabolitu sintézei.

1.4. Augu in vitro kultiiras

In vitro augu audu kulttiru tehnologija ir no mates auga izol&tu §tnu, audu un organu
audzeSana kontrol€tos apstaklos uz maksligi veidotam barotném (Hussain et al, 2012; George,
Hall & De Klerk, 2008). ST metode balstas uz $inu totipotenci — sp&ju daloties ekspresét visus
genoma esoSos génus-, un speju pielagot metabolismu un attistibu (Shahzad et al, 2017). Tas
pirmsakumi mekl€jami jau 1902. gada, kad vacu fiziologs Gotlibs Haberlands veica pirmo
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méginajumu kultivét izolétu lapas parenhimas slani, un novéroja $iinu pieaugumu un cietes
uzkrasanos, bet ne Stnu dali$anos (Hussain et al, 2012).

Misdienas augu mikropavairo$ana ir loti nozimiga zinatnes disciplina, kas piedava plasas
iespéjas dazada meroga vajadzibam. Augu audu kultiiru pielietojumus var iedalit pamatizpétes,
vides problému risinasanas un komercialu noliiku vaditos (Bhatia, 2015a). Augu audu kulttiras
tieck izmantotas augu klonalai pavairo$anai, kas ir svarigi retu un aizsargdjamu sugu
saglabasanai, selekcija un hibridizacija jaunu izturigaku un razigaku Skirpu veidoSanai,
genétiskaja modificéSana vélamo metabolitu razo$ana un citur (Johns, 2018; Shahzad et al,
2017; Ievins, 2016; Espinosa-Leal, Puente-Garza & Garcia-Lara, 2018). Ka prieksrocibas tiek
minétas 1) liela méroga ii) genétiski vienadu iii) no slimibam brivu iv) veselu augu, to dalu vai
v) to sekundaro metabolitu vi) atra pavairosana vii) mazaka telpa viii) izmantojot mazak resursu
ix) neatkarigi no sezonas (Shahzad et al, 2017). Ka minusi minami augstas izmaksas (barotnes
komponentes, elektriba, darbaspéks), augu genétiska nestabilitate, [éna biomasas augSana un
metabolitu razo$ana salidzinajuma ar mikroorganismu kurtiiram (Espinosa-Leal, Puente-Garza
& Garcia-Lara, 2018).

Morfologiski audu kultiiras var iedalit organizétas un neorganiz&tas. Audu kultiiras $So
morfologijas nemainibu nosaka barotnes kompozicija un veids — cieta vai $kidra. Organiz&tas
kultiiras tiek veidotas ar mérki veidot vai uzturét noteiktas definétas strukttras - augu organus.
Iz8kir galigas kultiiras, kas attistas 11dz nobriest vai sasniedz noteiktu formu vai izméru (piem.,
ziedi, augli), un bezgaligas, kas turpina augt neierobezZoti, lidz resursu izsikumam (Bhatia,
2015b). Izplatitakas organizetas kultiiras ir dzinumu, dzinumu galu vai dzinumu meristému
kultoras (Ievins, 2016).

Neorganizetu kultiru meérkis ir iegiit lielaku nediferencéto Stinu masu, ko sauc par
kallusu. (Bhatia, 2015b). Sadu kultiiru radi$anai izmanto jebkuras ievainotas auga dalas, ko
novieto uz barotnes, kam pievienoti augSanas regulatori — auksini un citokinini. Kalluss
veidosies uz ievainojuma dalas un sastavés gan no diferencétajam eksplanta, gan
nediferencétam Stnam, kas turpinas dalities nepartraukta augSanas regulatoru ietekmé (Ievins,
2016, Bhatia, 2015b). Ilglaicigi uzturot §Ts kulttiras tajas var notikt genétikskas un epigenétiskas
izmainas. Kallusu kultiiras var izmantot suspensiju kultiru izveidoSanai, buitiski paatrinot Stinu
masas palielinaSanos. (Bhatia, 2015b).

Atkariba no kultivéSanas mérka un eksplantu veida nepiecieSams izvéleties atbilstoSu
barotnes kompoziciju. Vairaki parametri, kas janem vera optimizgjot barotni ir tas pH, salu

precipitacija, augSanas faktoru izmantoSana. Svarigi to steriliz€t, lai izvairitos no
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kontaminacijas (Bhatia, 2015b). Barotnei jasatur visas auga normalai attistibai nepiecieSamas
baribas vielas — organiskas vielas, vitamini, oglekla avots, mikro- un makroelementi, pH
regulétajs, augSanas regulatori, cietajam barotném ari Zelgjosais agents. (Hussain et al, 2012).
AugSanas regulatori stimul€ Stnu daliSanos, ta regul&jot ar audu diferencéSanos. Tiem
jabut noteiktas koncentracijas un attiecibas, lai veidotos kalluss, saknes vai dzinums. Auksini
ierosina Stnu daliSanos un pagarinasanos, apikalo dominenci, sakniSu veidoSanos. Popularakie
izmantotie ir naftalén-etikskabe (NAA), 2,4-dihlorofenokietikskabe (2,4-D), indoletikskabe
(IAA) un indolsviestskabe (IBA). Citokinini veicina $tinu daliSanos, dzinumu veidoSanos,
ietekmé auksinu transportu un art aizkavé novecoSanos; plasak izmantotie ir zeatins, kinetins,
6-benzilaminopurins (BAP), tidiazurons (TDZ). Giberilini ir strukturali savstarpgji lidzigi
savienojumi, ko izmanto augu regeneracija. Augu kulttiras izmanto giberelinskabi (GA), kas
pagarina starpposmus un meristému augs$anu. Abscizskabi izmanto somatiskas embriogenézes
ierosinasanai un kokaugiem (Bhatia, 2015b; Kyte & Kleyn, 1996). Ancimidols kavé augSanu,
saisina dzinumus un ierosina pumpurosanos. Paklobutrazols kavé augsanu. Floroglucinols var

tikt izmantots ka antioksidants un audu hiperhidratacijas noveérsanai (Kyte & Kleyn, 1996).

1.4.1. Sekundaro metabolitu razo§ana audu kultiiras

Augu sekundarie metaboliti $iinas veic aizsardzibas funkcijas un atbild par adaptaciju
jauniem vides apstakliem. Dabiski augos tie ir zemas koncentracijas — tikai tik, cik augam
pasam nepiecieSams veiksmigakai izdzivoSanai. BieZi Sie augi ir reti un aizsargajami, vai
interes€joso savienojumu Iimenis tajos ir parak zems, lai biitu iesp&jams tos iegiit no veseliem
augiem (Ochoa-Villarreal, 2016; Guerriero et al, 2018) In vitro kultiiru izveidosana lauj vieglak
manipulét ar augu §tinu masiné€riju, lai sintez€tu interes€josos savienojumus, kas varbiit gan
augam raksturigi, gan nedabiski (Karuppusamy (2009); Bhatia & Bera, 2015).

Veiksmigai sekundaro metabolitu raZzoSanai svarigi atrast Isto mérki uz ko iedarboties,
taCu problémas var radit informacijas trikums par auga biosintéZu celu, iesaistitajiem enzimiem
un mehanismiem (Karuppusamy (2009); Bhatia & Bera, 2015). Ka viens no iesp&jamiem
mérkiem ir §linas sieninas — mutacijas celulozes sintazu struktiiras paaugstinaja antimikrobialu
sekundaro metabolitu sint€zi un lidz ar to rezistenci pret dazadiem patogéniem (Hernandez-
Blanko et al 2007); ar1 barotnei pievienojot celulozes sint€zes inhibitorus vai samazinot bora
koncentraciju izdevies paaugstinat fenolu savienojumu metabolismu (Melida et al, 2011;

Camacho-Cristobal et al, 2004).
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Pielietojamas metodes var iedalit klasiskajas un modernajas. Pie klasiskajam pieminamas
selekcija, barotnes optimizacija izmainot komponensu (mikro- un makroelementi,
aminoskabes, augsanas regulatori) koncentracijas un attiecibas, un vides apstaklu maina (pH,
gaisma, temperatiira u.c.). Modernas metodes ietver elicit€Sanu, piebaroSanu ar prekursoriem,
biotransformaciju, metabolisko un genétisko inzenieriju, mérogosanu u.c. (Karuppusamy
(2009); Bhojwani & Dantu, 2013; Bhatia & Bera, 2015).

Pareizas barotnes izvélei un izveidei ir svariga loma dazados augu audu attistibas
procesos. Audu biomasas pieaugums parasti saistams ar zemaku sekundaro metabolitu sintézi,
bet aktivaka metabolitu sint€ze notiek v€lu augSanas stacionaraja faze. Tas norada, ka 1pasi
efektiva varétu biit divejada sist€éma — biomasas saaudz€$ana uz vienas barotnes, tad parnesana
uz citu, kas piemerota sekundaro metabolitu razosanai (Bhojwani & Dantu, 2013).

Augus loti ietekmé apkart€ja vide — temperatiira, gaisma, toksiskas gazes, radiacija, idens
pieejamiba (sausuma vai saluma ietekm€). Zemas temperattiras augi paaugstina krioprotektivu
molekulu sintézi — cukurus, cukuru spirtus, mazmolekularus slapekla savienojumus. Siinas
sieninu stiprinasanai tiek sintezeti tadi fenolu savienojumi ka suberins un lignins. Salu
koncentracijai barotn€ var biit dazada ietekme atkariba no auga — sals tolerantos augos var
paaugstinaties antocianinu limenis, bet sals jutigos augos to daudzums bis mazaks. (Akula &
Ravishankar, 2011)

Optimalas kultivéSanas rezultata no kultiiras iesp&jams iegiit savienojumus, kas pieder
pie fenilpropanoidu, alkoloidu, terpenoidu, hinonu un steroidu grupam, var nebiit atrodamas
veselos augos daba, un ko var izmantotas dazadas jomas — farmacija, partika, kosmétika

(Karuppusamy (2009); Bhatia & Bera, 2015; Ochoa-Villarreal, 2016; Guerriero et al, 2018).
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2. METODES

2.1. Izmantotas iekartas

1. tabula.
ST pétijuma izstradé izmantoto iekartu saraksts.
Table 1.
List of equipment used in this study.
Iekarta Modelis Specifikacija Razotajs Valsts
_ _ MLR- )
Gaismas skapis Sanyo Electric Co. Japana
352H
] BJ 1000c | Precizitate: 0.01g ] ] ] 5
Svari Precisa Gravimetrics AG | Sveice
XB 220A | Precizitate: 0.1mg
Martin Christ
o Alpha 1-4 )
Liofilizators LD ol 0.040mbar, -58°C | Gefriertrocknungsanlagen | Vacija
us
P GmbH
Mikroplasu Infinite ] .
Tecan Trading AG Sveice
spektrofotometrs 200Pro
Ultra augsti
efektivas Skidrumu 1290
hromatografijas Infinity
iekarta ar diozu series ) _
] Agilent Technologies ASV
matricas detektoru
Augstas
6230 TOF
1z8kirtsp€jas
LC/MS
masas spektrometrs
Kratitajs - ] B
] ES-20 Biosan Latvija
inkubators
NanoDrop ) S
Spektrofotometrs Thermo Fisher Scientific | ASV
2000c
Stinu CO; .
) CB 150 5% CO», 37 °C Binder GmbH Vacija
inkubators
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2.2. Krummellenes Vaccinium corymbosum kallusu Kultiiru kultivésana

P&tijuma izmantotas krimmellenu Vaccinium corymbosum skirnu “Bluecrop” (BC) un
“Duke” (DK) kallusu kultiiras, kas tika izveidotas LU Biologijas fakultates Mikrobiologijas un
biotehnologijas katedra Mag.biol. Baibas Silamikeles vadiba 2018.gada jalija (BC) un oktobri
(DK) pirms §1 magistra darba izstrades.

Krammellenu augu lapas tika ievaktas un nogadatas laboratorija, kur tas tika sterilizétas
péc sekojosas shémas: 1) mazgatas virsmaktivas vielas $kiduma (Fairy, Lielbritanija vai
Tween20, Sigma Aldrich, Vacija) Skiduma 30 min; 2) skalotas tekosa tideni 1h; 3) skalotas 70%
EtOH 1 min; 4) skalotas 5-20% balinataja (ACE, Lielbritanija) 5-30 min; 5) sterilos apstaklos
3 reizes skalotas ar sterilu tideni. P&c apstrades lapas sterilos apstaklos ar skalpeli tika sagrieztas
aptuveni Smmx10mm izm@&ra gabalinos, kas tika novietoti uz agarizétas Murashige&Skoog
(MS) barotnes, kam pievienoti augSanas faktori dazadas koncentracijas. Visam barotném
sastava bija MES monohidrats (0.5 g/1), saharoze (30 g/l) un agars (7.5 g/l) (visi reagenti no
Duchefa Biochemie, Vacija). Eksplanti tika inkub&ti 25°C temperatira ar 16h/8h
gaismas/tumsas periodu Iidz izveidojas nediferenc€tu stnu sakopojumi, kas sterilos apstaklos
tika parnesti uz svaigam barotném un kultiveti tados pat apstak]os.

S1 darba vajadzibam kallusi tika parnesti un kultivéti uz MS vai McCown Woody Plant
(WP) pamata barotném, kam pievienota 2,4-dihlorofenoksietikskabe (2,4-D) divas dazadas
koncentracijas - 0.2 pg/ml vai 0.5 pg/ml. Visam barotném sastava bija MES monohidrats (0.5
g/1), saharoze (30 g/1) un agars (7.5 g/1). Visi reagenti no Duchefa Biochemie (Vacija). 2.tabula
redzami darba izmantoto barotnu apzim&umi un attiecigas atSkiribas to sastava un pH.

Kultivésana notika tris dazados temperatiiru rezimos (3.tabula).

2. tabula.
P&tijuma izmantoto barotnu sastavs un pH.
Table 2.
Composition and pH of the media used in this study.
Barotnes apzZim&jums | Pamata barotne 2,4-D konc., ug/ml | pH
MS-2D MS 0.2 57-58
WP-2D WP 0.2 57-58
WP-2D5 WP 0.2 4.8-49
MS-5D MS 0.5 57-58
WP-5D WP 0.5 57-58
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3. tabula.

P&tfjuma izmantotie temperatiiras rezZimi.

Table 3.
Temperature settings used in this study.
ReZzima Temperatiira gaismas perioda (16h), | Temperatiira tumsas perioda
apzime&jums °C (8h), °C
25°C 25 25
20/15°C 20 15
25/10°C 25 10

Kallusi tika kultivéti 3-4 nedélas 11dz sasniedza ievérojamu biomasas pieaugumu vai saka
briinét. Dzivas dalas tika parnestas uz svaigam barotn€m, un to kultivéSana turpinata, vai

ievaktas no barotném un uzglabatas -80 °C temperatiira talakai apstradei.

2.3. Biomasas pieaugums

Kallusu kulttiram tika noteikts biomasas picaugums 24 dienu perioda. 0.diena 0.05-0.08g
smagi kallusu gabalini sterilos apstaklos tika parnesti uz svaigam barotn€m un sanumuréti, tad
ik péc 3 dienam tie tika atkartoti nosverti, un piefikseta katra gabalina masa (n=10). Izveidotas
augSanas liknes, péc kuram spriests par katrai Skirnei piemeérotakajiem apstakliem lielakas

biomasas iegiiSanai.

2.4. Ekstraktu iegiSana, to sausnes noteikSana.

Kallusi tika liofilizéti 48h -56°C 0.04mbar atmosféra, pirms un p&c tam tos nosverot, lai
noteiktu Gidens daudzumu svaigos kallusos. Liofilizeti kallusi tika saberzti piesta un iesverti
mégené. Tiem tika pievienots silts (~55-60°C) 70% EtOH. Mégenes tika noslégtas un inkub&tas
55-60°C tudens vanna 15min, tad ievietotas maisitaja uz nakti istabas temperatiira. Ekstraktus
centrifuggja pie 3700rpm 10min, un supernatantus parnesa uz jaunam sterilam mégeném un
uzglabaja tumsa istabas temperatiira.

Ekstrakti taisiti 1:100 w/v attieciba - 0.01g sausas masas uz 1ml 70% EtOH. Katras
barotnes kallusiem uztaisiti tris ekstraktu atkartojumi (no tris dazadam paaudzeém), iznemot DK
WP-2D5 25/10°C, WP-5D 20/15°C un WP-5D 25/10°C (katram pa diviem atkartojumam), ko

neizdevas saaudzet pietickama daudzuma.
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Ekstrakti vienados tilpumos tika iepilditi mikromégenés ar zinamu svaru, tad zavéti 40°C

temperattira un atkartoti nosverti. Izrékinata sausa ekstrakta masa uz Iml 70% EtOH.

2.5. Kopéja fenolu daudzuma noteikSana

Iegiitajos ekstraktos tika noteikts kop&jais fenolu daudzums péc Herald, Gadgil un Tilley
(2011) metodes. Tas pamata ir ekstraktos esoso fenolu sp&ja sarmaina vid€ veidojot fenolatu
jonus, kas reducé Folin-Ciocalteau reagenta komponentes, kas iekrasojas zila krasa (Sanchez-
Rangel et al, 2013).

96 laucinu platg tika sapilditi 25ul ekstraktu dupletos 8 serialatskaidijumos sakot no 50%.
Katra laucina pievienoti 75ul dH2O un 25ul 1N Folin-Ciocalteau (Firma Chempur, Polija)
reagenta. P&¢ 6 min inkubacijas istabas temperatira pievienoti 100ul 7% Na2COs (Enola,
Latvija) Skiduma un plates inkub&tas 90 min tumsa istabas temperatiira. Lauciniem mérita
absorbcija pie 765nm vilnu garuma — jo lielakas absorbciju vértibas, jo vairak fenolu
savienojumu ir parauga. Ka pozitiva kontrole izmantota gallusskabe (Sigma-Aldrich, Vacija).

legitie rezultati izteikti ka mg gallusskabes ekvivalenti (GSE) / mg sausa ekstrakta (SE).

2.6. Flavonoidu daudzuma noteikSana

Flavonoidu daudzums iegiitajos ekstraktos tika noteikts ar Deivisa metodi (Huang et al.,
2018), to pielagojot mikroplatém.

Platés péc plana tika sapilditi 20ul ekstraktu dupletos 4 serialatSkaidijumos sakot no 50%.
Laucinos tika pievienoti 74ul dH20, 100ul 90% dietilenglikola un 8ul 1M NaOH. Plates
inkub&tas 10 min 40°C iidens vanna, tad atdzes€tas lidz istabas temperatiirai. Plateém lasita
absorbcija pie 420nm vilnpu garuma — augstaka absorbcija atbilst augstakai flavonoidu
koncentracijai. Ka pozitiva kontrole tika izmantots rutins (Sigma-Aldrich, Vacija), un rezultati

izteikti ka mg rutina ekvivalenti (RE) / mg SE.

2.7. DPPH radikala neitralizéSanas spéja

Iegtitajiem ekstraktiem tika noteikta antiradikala aktivitate (ARA) ar modificeétu DPPH
radikala neitralizé$anas metodi (Herald, Gadgil and Tilley, 2011). Metode balstas uz ekstraktos
esoSo savienojumu sp&ju reducét DPPH radikali, ka rezultata tas maina krasu no violetas uz

dzeltenu.
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96 laucinu plate tika sapilditi 20l ekstraktu tripletos 8 serialatSskaidijumos sakot no 50%.
Katra laucina pievienoti 180ul 150uM DPPH (Sigma, Vacija) 96% EtOH skiduma. Plates
inkub&tas 60min tumsa istabas temperatiira, absorbcija lasita pie 517nm vilpu garuma — jo
mazakas absorbciju vertibas, jo vairak DPPH radikala reducéts. Ka pozitiva kontrole izmantots
Trolox (Sigma, Vacija), ka negativas kontroles izmantotas 70% EtOH un tdens, rezultati
izteikti ka mmol Trolox ekvivalenti (TE) / mg SE un IK50 vértiba (ekstrakta koncentracija (mg
SE /ml), kas neitraliz€ 50% no 150mM DPPH radikala).

2.8. Organisko un fenolskabju satura noteikSana ekstraktos

Organisko un fenolskabju sastava un daudzuma noteiksanu ekstraktos veica LU Kimijas
fakultates Fizikalas kimijas katedra ar augstas veiktsp&jas Skidro hromatografiju -
masspektrometriju (HPLC-MS). Skabju analizé$anai tika izmantotas divas metodes — A un B.

A metode izmantota skabenskabes, dzintarskabes, abolskabes, citronskabes, glikonskabes
un hinskabes hromatografiskai atdaliSanai ar Phenomenex Rezex ROA—Organic Acid H+ (8%),
4.6x150 mm kolonnu 55°C temperattira. [zokratiska eluésana veikta ar 0.1% skudrskabes tidens
Skidumu ar plismu 0.3 mL/min. Injekcijas tilpums bija 2uL. Masspektrometrijas apstakli:
negativas jonizacijas rezims, 285 °C Zavejosas gazes temperatiira, 10 L/min slapekla plismas
atrums, 40psi smidzinataja spiediens, 3500 V kapilarais spriegums, 75 V fragmenteSanas
spriegums. Pilnas skenéSanas masas diapazons tika uzstadits uz 50-1000 m/z. Ieksgjai kontrolei
izmantotas masas 112.9856 m/z un 1033.9881 m/z (G1969-85001 ES-TOF Reference Mass
Solution Kit, Agilent Technologies & Supelco, ASV).

B metode izmantota Sikimskabes un hlorogénskabes hromatografiskai atdaliSanai ar
Xterra MS C18, 2,1x150 mm, 3,5 um (Waters) kolonnu 30 °C temperatiira. Kustiga faze
sastavgja no 0.1% skudrskabes tident (A) un acetonitrila (B). Plismas atrums bija 0.3 mL/min
un sekojosa izmantota gradienta programma: 0 min, 2% B; 5.0 min, 2% B; 11.0 min, 95% B;
125 min, 95% B; 13.5 min, 2% B; 15 min, 2% B. Injekcijas tilpums bija 20 pL.
Masspekrometrijas apstakli: pozitivas jonizéSanas rezims, 320 °C Zavejosas gazes temperatiira,
12 L/min slapekla plismas atrums, 40 psi izsmidzinataja spiediens, 3500V kapilarais
spriegums un 130V fragmentéSanas spriegums. Pilnas sken&Sanas masas diapazons tika
uzstadits uz 100-1000 m/z. Ieks€jai kontrolei izmantotas masas 121.0509 m/z un 922.0098 m/z
(G1969-85001 ES-TOF Reference Mass Solution Kit, Agilent Technologies & Supelco, ASV).

Rezultati izteikti pg / g sausa iesvara.
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2.9. Antimikrobiala aktivitate

Ekstraktiem tika noteikta antimikrobiala aktivitate pret Escherichia coli, Staphylococcus
aureus un Cutibacterium acnes kultiram izmantojot modific€tu buljona mikroatskaidijumu
metodi (Wiegand, Hilpert & Hancock, 2008), nosakot minimalas inhibitoras un baktericidas
koncentracijas (attiecigi MIK un MBK).

Mikroorganismu tirkultiiras petri platés tika sanemtas no Latvijas Mikroorganismu
Kulturu kolekeijas.

Tika sagatavotas E.coli un S.aureus naktskultiiras, sterilos apstaklos kultiiras inokul&jot
30 ml Millera-Hintona buljona (Conda, Spanija), tad ievietotas kratitaja ar atrumu 150rpm un
inkubé&tas 37°C pa nakti. 96 laucinu platés tika sapilditi 50ul ekstraktu vai to baze (70% EtOH)
dazadas koncentracijas tos atSkaidot ar ddH20, pievienoti 50ul barotnes. Naktskultiiras tika
atSkaiditas [idz ODeoo 0.08-0.1, tad atSkaiditas vél 100 reizes ar Millera-Hintona buljonu. Platés
ekstraktiem tika pievienoti 100ul $adas mikroorganismu suspensijas, tad tas inkubétas 37°C
24h maisttaja ar atrumu 150rpm. Atseviski sagatavoti pozitivas (bakteriju kulttra tira barotng
un ar ddH20 ekstrakta vieta) un negativas kontroles (tira barotne un barotne ar ddH>O ekstraktu
vieta) laucini.

C.acnes Dbakterijas no petri plates tika inokulétas Gdeni lidz ODego 0.08-0.1, tad
atskaiditas vél 100 reizes ar divkart koncentrétu Vilkinsa-Calgrena anaerobo buljonu (Oxoid,
Lielbritanija). 96 laucinu plates tika sapilditi 100ul ekstraktu vai to baze (70% EtOH) dazadas
koncentracijas tos atSkaidot ar ddH20. Platés ekstraktiem tika pievienoti 100pul mikroorganismu
suspensijas, tad tas inkub@tas 37°C 24h kratitaja ar atrumu 150rpm. Anaerobie apstakli
nodro$inati ar BD GasPak™ EZ maisinu sisttmu ar indikatoru (BD, ASV). Atseviski
sagatavoti pozitivas (100ul ddH,O +100ul $tinu suspensija) un negativas kontroles (100ul
ddH20 +100ul divkarsa barotne) laucini.

P&c inkubacijas (E.coli un S.aureus - 24h, C.acnes - 60h) tika vizuali novertéta ekstraktu
un Skidinataja inhibitora ietekme - ja laucina Skidrums bija saglabajies dzidrs un nebija
redzamas mikroorganismu kolonijas, atbilstos§a mazaka koncentracija tika uzskatita ka MIK.

5ul no MIK un nakamas lielakas (atseviSkos gadijumos arT nakamas mazakas)
koncentracijas lauciniem tika uznesti uz cietajam barotném - Millera-Hintona agars (BD, ASV)
E.coli un S.aureus bakterijam, Vilkinsa-Calgrena anaerobais buljons ar 15g/l bakteriologisko
agaru (Conda, Spanija) C.acnes baktérijam - un inkubg&ti 37°C. Gadijumos, kad nebija
iesp&jams noteikt MIK izveidojuSos nogul$nu d€l, uz agarizétas barotnes tika uznesti Spul no

visiem neskaidrajiem lauciniem. P&c inkubacijas (E.coli un S.aureus 24h, C.acnes — 48h)
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vizuali novértéta ekstraktu un bazes inhibitora un baktericida ietekme - ja uz plates nebija
redzama neviena koloniju veidojosa vieniba (KVV) vieta, kur tika uznesta suspensija no 96
laucinu platém, tad atbilstosa koncentracija tika uztverta ka MBK. Salidzinasanai uznesti ar1
pozitivo un negativo kontrolu paraugi.

Ekstrakti un to baze (70% EtOH) testéti seSos serialatSkaidijumos sakot ar 25%

koncentraciju. Rezultati izteikti mg SE /ml.

2.10. Citotoksicitates tests

Péc antioksidativas aktivitates testa rezultatu izvert€Sanas, Cetriem ekstraktiem ar
augstakajiem raditajiem tika parbaudits to citotoksiskais efekts uz komerciali iegadatu 3T3 pelu
fibroblastu Stnu Iniju izmantojot neitralsarkanas krasvielas uznemsSanas testu saskana ar
OECD vadlinijam Nr. 129 (OECD, 2010). Tests balstas uz dzivo $tnu sp&ju uznemt $o0
krasvielu, kas Siinu fikséSanas laika atkal izpliist vide. Nolasot absorbciju, iespgjams noteikt
Stnu relativo dzivotsp&ju ekstraktu klatbiitng salidzinot ar kontroles paraugiem.

3T3 stinas (14.-15. pasaza) tika izs€tas sterilas 96 laucinu platés pa 4000 Siinam laucina
100ul S10 barotné (10% jaunlopu serums (JS) / Dulbeko modificeta Igla barotne ar 1%
penicilina/streptomicina piedevu (DMEM) (visi reagenti no Sigma, Vacija)) un inkubétas pa
nakti 37°C 5% CO; atmosféra. Nakamaja diena $tinas skalotas ar fosfatu buferskidumu (Sigma,
Vacija), pec plana (4.attels) pievienoti 100ul S5 (5% JS/DMEM) ar parbaudamo ekstraktu,
Skidinataja kontroli (70% EtOH) vai pozitivo kontroli (natrija dodecilsulfats) 8
serialatSskaidijumos sakot ar 10%. P&c 48h inkubacijas 37°C 5% CO2 atmosfera Stnas skalotas
ar fosfatu buferSskidumu, tad pievienoti 250ul S5 barotnes ar neitralsarkano krasvielu. Plates
inkubétas 3h iepriekS€jos apstaklos, skalotas ar fosfatu buferSkidumu, tad pievienoti 100ul
desorbcijas skiduma (50% EtOH / 1% ledus etikskabe / 49% dH20). Visi reagenti no Sigma
(Vacija). Plates inkub&tas 20-40 min tumsa istabas temperatira uz kratitaja, tad merita
absorbcija pie 540nm vilnu garuma - jo lielaka nolasitas absorbcijas vertiba, jo vairak dzivo
Stinu laucina. Testéto vielu ietekme uz Stinu dzivotsp&ju izteikta procentuali ka absorbciju
attieciba salidzinot ar negativo kontroli (S5 barotne), noteikta ar1 testéto vielu IKS50
koncentracija.

Rezultati izteikti ka ekstrakta koncentracija % no kopgja tilpuma.
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NKb | NKb | Psb | Pob | Psb | Psb | Psh | Psb | Psb | Psb | NKb | NKb
NKb NK P1 P2 P3 P4 Ps Ps P7 Ps NK NKb
NKb NK P1 P2 P3 Pa Ps Pe P7 Pg NK NKb
NKb NK P1 P2 P3 P4 Ps Ps P7 Ps NK NKb
NKb | NK | Pr | P2 | Ps | Pa | Ps | Ps | P7 | Ps | NK | NKb
NKb | NK | Pr | P2 | Ps | Pa | Ps | Ps | P7 | Ps | NK | NKb
NKb NK P1 P2 P3 P4 Ps Ps P7 Ps NK NKb
NKb | NKb | Pib | P2b | Psb | Pab | Psb | Psb | Psb | Psb | NKb | NKb

4. attels. Citotoksicitates testa plates plans. NK — negativa kontrole (n=12), NKb — negativa kontrole bez sinam
(n=20), P1.s — paraugi 8 koncentracijas (n=3), Pxb — paraugs 8 koncentracijas bez $inam (n=1).

Figure 4. Layout of cytotoxicity test plate. NK — negative control (n=12), NKb — negative controle withour cells
(n=20), P15 — samples in 8 cncentrations (n=3), Pxb — samples in 8 concentrations without cells (n=1).

2.11. legiito datu apstrade un analize

MikroplaSu testos plasSu absorbciju lasiSanai izmantota i-control (Tecan Trading AG,
Sveice) programma.

HPLC-MS datu apstradei izmantota MassHunter Qualitative Analyses B.07.00
programma.

Mikroorganismu kultiiru optiska blivuma noteikSanai izmantota Nanodrop 2000/2000c
programma.

Skaitlisko datu apstradet, grafiku veidoSanai un statistiskas analizes veikSanai izmantotas
datorprogrammas Microsoft Excel 365 un GraphPad Prism 8.4.2. Datu statistiska biitiskuma
noteikSanai veikti divu faktoru ANOVA testi un Takija (Tukey) tests paraugu savstarp&jai

salidzinasanai.
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3. REZULTATI

3.1. Krummellenu kallusu kultiiras un to biomasu pieaugums

Darba gaita krimmellenu kallusu kulttiras tika audz&tas uz piecam at$kirigam barotném

tris dazados temperatiiru rezZimos. P&tijuma laika tika nove@rotas atskiribas kallusu izskata un

augSanas atruma atkariba gan no izmantotds barotnes, gan arl augSanas temperatiiras

apstakliem.

Kallusu krasa bija mainiga no gaisi dzeltenbriinas 11dz dzeltenzalai un zalai, novecojot un

nelabvéligos apstaklos tie kluva tumsi briini (5att). Uz WP-2D barotnes augusajiem kallusiem

veidojas baltas-gaiSi dzeltenas apsarmes, kas mehanisko manipulaciju (parlikSana ar pinceti,

sadaliSana) laika kluva ko$ak dzeltenas. Parsvara kallusi bija stingri un viengabalaini, iznemot

uz MS-5D barotnes audzetie, kas bija miksti un irdeni. Katra kallusu paaudze tika audzeta 3-4

nedglas, I1dz saka briin€t vai sasniedza apmerus, kas apgriitinaja talaku augSanu.
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5. att€ls. P&tijuma laika novérota atskiriga mellenu kallusu morfologiju pieméri.

Figure 5. Examples of different morphologies of blueberry calli observed during this study.
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Svaigiem kallusiem tika noteikts tidens daudzums, tos nosverot pirms un péc
liofilizacijas. Udens piesatinajums starp visam kulttiram bija vidgji 92.84 + 1.60%. Zemakais
tidens daudzums (85.29%) bija DK $kirnes kallusos, kas audzeti uz WP-2D barotnes 20/15°C
temperatiiru rezima, bet augstakie — 95.21% un 95.06% - BC kallusos, kas audzéti uz MS-5D
barotnes 25/10°C un konstantas 25°C temperatiiras.

Katrai kallusu kulturai tika noteikts biomasas pieaugums 24 dienu laika p&c paaudzu
mainas, kas tika rékinats procentos no sakotngja svara péc formulas (1):

mp—ms

pieaugums % = — X 100 1)

S

kur mp — beigu masa un ms — sakuma masa.

Kallusu biomasas pieaugums tika merits 10 kallusu gabaliniem no dazadam paaudzém uz
katras barotnes. Grafiki ar biomasas augSanas likném katra temperatiiras rezima redzami
1.pielikuma, statistiskas analizes dati par pieaugumu péc 24 dienu kultivacijas apkopoti
2.pielikuma. Lielakie biomasas pieaugumi bija kallusu kultiram 25°C temperatiiras reZima —
BC skirnei uz MS-5D un DK $kirnei uz MS-2D un MS-5D barotném, attiecigi 769.67 +
215.71%, 602.144 + 180.14% un 590.17 + 295.24% (6. attéls). ArT kopuma abam $kirném
katras barotnes ietvaros lielakas biomasas tika iegiitas pie $1 konstantas temperatiiras reZima.
20/15°C temperatiiras reZima lielaks biomasas pieaugums tika konstatéts DK kallusiem uz WP-
2D un MS-5D barotném - attiecigi 251.24 + 67.64% un 212.86 + 85.72%, kamér BC kallusiem
Saja temperatiiru reZima pieaugums neparsniedza 200%.

DK $kirnes kallusi 1pasi slikti auga uz WP-5D barotnes 20/15°C un 25/10°C temperatiru
rezimos (6.attéls A), lielakajai dalai kallusu atmirstot un zaud€jot masu jau kultivacijas sakuma;
vidgjais pieaugums $Tm kultGiram bija attiecigi 0.81 + 32.70% un 13.86 £ 35.98%. Pie
konstantas 25°C DK kallusi uz §1s barotnes izdzivoja, bet biomasas pieaugums tapat bija loti
neliels - 37.32 + 32.28. Tapat loti mazs pieaugums DK kallusiem bija uz WP-2D5 barotnes
visos temperatiiru rezimos. Uz WP-2D barotnes augusie kallusi guva lidzigu pieaugumu visos
temperatiiru rezZimos — no 251.24 + 67.64% (20/15°C) 1idz 359.46 + 153.35% (25°C).

BC skirnes kallusi pie 20/15°C temperatiiras reZima lidzigi auga uz visam barotném,
giistot pieaugumu no 87.75 + 61.17% uz WP-5D lidz 187.74 + 31.96% uz WP-2D barotnes
(6.attels B). Lidzigi ka DK, arT BC kallusiem, kas kultivéti uz WP-2D5 un WP-2D barotném,
biomasas picaugums bija lidzigs visos temperattiru rezZimos — attiecigi no 113.33 + 50.17% lidz

133.69 + 60.07% un no 148.31 + 71.12% lidz 244.99 + 67.14%.
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A DK biomasas pieaugums péc 24 dienu kultivacijas

10009 | I
2]
g f
3 s00
=3
2 ]
a
ES
0 &l - e A LA
1 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1
[a] [m] wn [m] [=] [a] [=] w0 [=] [m] [=] [a] w0 [a] [m]
9 o 9 9w 9 g o O v 9 g 9 9 9w B
® o g w o © o J 9 o o o 4 o0 a
= =2 2z = = = =z z = = = =2 3z = =
\ 25°C , 20/15°C ' 25/10°C '
B BC biomasas pieaugums péc 24 dienu kultivacijas
ek
Fddk
—
I’**I ek 5
1000 T L 1
[2]
E ]
> .
g 500 : :
H ]
-
ES
1 1 I"I_, 1 1 1 1 1 T 1 1 | | 1 1 | |
2 2 8 2 2 s 9 8 g 2 9 2 8 8 8
w o f o o wn.gcnn. wn.gwn.
= 2z z = = ==z g = = == g = =
25°C 20/15°C 25/10°C

6. att€ls. DK (A) un BC (B) kallusu biomasas pieaugums (%) péc 24 dienu kultivéSanas. Ar kladu
nogriezniem att€lotas standartnovirzes, n=10. Statistiski bitiskas atskiribas noteiktas ar divfaktoru
atkartoto mérjjumu dispersijas analizi (two-way RM ANOVA) un Takija péctestu (Tukey's multiple
comparisons test) atzimétas tikai katra temperatiiru reZimu vai vienadu barotnu ietvaros, ja p<0.001:
***n<0.001, ****p<0.0001. Statistikas dati apkopti 2.pielikuma.

Figure 6. The increases in DK (A) and BC (B) calli biomass (%) after 24 days of cultivation. Error bars
represent standard deviation., n=10.Statistical significance determined by Two-way RM ANOVA and
Tukey's multiple comparisons test, and noted only within each temperature setting or for the same
medium, if p<0.001: ***p<0.001, ****p<0.0001. Statistical data combined in Annex 2.
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Veicot Spirmana korelacijas testu, tika atrasta vid&ji zema pozitiva sakariba starp kallusu
tidens saturu un 2,4-D koncentraciju barotné (r = 0.455, p<0.05), un biomasas picaugumu pec

24 dienam (r = 0.525, p < 0.05) (3.pielikums).

3.2. Kopéjo fenolu un kopéjo flavonoidu saturs

Péc kallusu liofiliz€Sanas tika sagatavoti ekstrakti, kuros noteikts kop€jo fenolu
(gallusskabes ekvivalentos) un kopg€jo flavonoidu (rutina ekvivalentos) saturs. Papildus
salidzinaSanai izmantoja tapat sagatavotus ekstraktus no veselo augu lapam un DK $kirnes
gadijuma ar1 ogam.

Augstakais fenolu saturs tika konstatéts DK lapu ekstraktos - 0.293 + 0.021 mg GSE/mg
sausa ekstrakta (SE), savukart, ogas fenolu bija aptuveni 10 reizu mazak — tikai 0.027 £ 0.006
mg GSE/mg SE (7.att). Kallusu ekstraktos fenolu saturs bija loti mainigs, turklat gan mazakais,
gan lielakais vid€jais fenolu daudzums noteikts DK Skirnes kallusu kulttras — attiecigi 0.017 £
0.011 mg GSE/mg SE (WP-5D 20/15°C) 1idz 0.281 + 0.075 mg GSE/mg SE (WP-2D 25/10°C).
Augstakas iegiitas fenolu koncentracijas bija tuvas augu lapas noteiktajam.

Kopéjo fenolu saturs
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7. attéls. Ekstraktos noteikto kop&jo fenolu saturs izteikts mg gallusskabes ekvivalentu (GSE)/ mg SE.
Ar klidu nogriezniem attélotas standartnovirzes, n=6 (3 biologiskie x 2 tehniskie atkartojumi).
Statististiskas analizes dati pievienoti 4.pielikuma.

Figure 7. Total phenolics content of extracts in mg gallic acid equivalents (GAE)/ mg DW. Error bars
represent standart deviation, n=6 (3 biological x 2 technical repeats). Statistical data added in Annex 4.
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Pie konstantas temperatiras augusie DK kallusi uzradija lidzigu fenolu daudzumu
neatkarigi no barotnes - 0.039 £ 0.005 — 0.090 + 0.028 mg GSE/mg SE -, savukart pie mainigas
temperatiiras manami paaugstinajas fenolu daudzums kallusos, kas audzgti uz barotném ar
zemako 2,4-D koncentraciju, un samazinajas pie augstakas 2,4-D koncentracijas.

BC Skirnei zemakie fenolu daudzumi konstatéti ekstraktos no kallusiem, kas kultivéti uz
MS-5D barotnes visos temperatiiru rezimos — 0.023 £0.011 — 0.043 + 0.008 mg GSE/mg SE.
Augstakie raditaji, kas ir lidzvertigi ar1 Skirnes lapu ekstraktos noteiktajam (0.250 = 0.02 mg
GSE/mg SE), ieguti no kallusiem, kas auguS$i uz WP bazes barotném pie augstakam
temperatiiram — attiecigi 0.249 + 0.046 mg GSE/mg SE (WP-2D 25/10°C) un 0.245 + 0.062
mg GSE/mg SE (WP-5D 25°C).

Augstakais flavonoidu saturs tika konstatéts lapu ekstraktos — DK tas bija 0.267 + 0.035
mg RE/mg SE un BC — 0.200 + 0.01 mg RE/mg SE (8.attéls). Lidzigi ka ar kopg&jo fenola
savienojumu daudzumu, ogas flavonoidu bija daudzkart mazak — tikai 0.017 + 0.006 mg RE/mg
SE. Kallusu ekstraktos flavonoidu saturs neparsniedza 0.115 = 0.009 mg RE/mg SE (BC WP-
2D 25°C), kas ir aptuveni divreiz mazak neka lapas.

No DK kallusiem augstakas flavonoidu satura vertibas konstatétas tajos, kas kultivéti uz
WP-2D barotnes, turklat tas ir lidzigas visos temperatiiru rezimos —no 0.054 £ 0.025 mg RE/mg
SE pie konstantas temperattras lidz 0.079 = 0.006 mg RE/mg SE 25/10°C temperattra (Sim
ekstraktam noteikts arT augstakais kopgjo fenolu daudzums skirnes ietvaros). No BC kallusiem
augstakie kop&jo flavonoidu saturi, I1dzigi ka kopgjie fenoli, konstatéti tajos, kas augusi uz WP
pamata barotnes konstanta 25°C temperatiira un 25/10°C temperatiiras reZima, bet zemakas
vertibas noteiktas uz MS-5D barotnes augus$o kallusu ekstraktos neatkarigi no temperatiiras.

Veicot Spirmana korelacijas testu visu ekstraktu datiem, redzama cieSa pozitiva sakariba
starp fenolu un flavonoidu saturu: r = 0.849, p<0.0001 (3.pielikums). Kopgjo fenolu un kopg&jo
flavonoidu saturam ir Iidziga, vid&ji vaja negativa korelacija ar barotné€ izmantoto 2,4-D
koncentraciju, attiecigi r = -0.489 un r = -0.517 (p<0.01). Statistiski butiskas korelacijas ar

biomasas pieaugumu vai kallusu tidens saturu netika konstatétas.
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Kopéjo flavonoidu saturs
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8. attels. Ekstraktos noteikto kopgjo flavonoidu saturs izteikts mg rutina ekvivalentu (RE)/ mg SE. Ar
kludu nogriezniem att€lotas standartnovirzes, n=6 (3 biologiskie x 2 tehniskie atkartojumi). Statistiskas
analizes dati pievienoti 5.pielikuma.

Figure 8. Total flavonoid content of extracts in mg rutin equivalents (RE)/ mg DW. Error bars represent
standart deviation, n=6 (3 biological x 2 technical repeats). Statistical data added in Annex 5.

3.3. Kallusu ekstraktu antioksidativa spéja

Sagatavotajiem ekstraktiem tika testéta antioksidativa aktivitate ar DPPH radikala
neitraliz€Sanas metodi.

Augstako aktivitati uzradija uz WP-2D barotnes 25°C temperatiira audzetas BC kallusu
kultiiras ekstrakts — 3.677 + 1.432 mmol TE/ mg SE, turklat tas bija vienigais, kuru
antioksidativa aktivitate parsniedza lapu ekstraktu aktivitates — attiecigi 3.188 + 0.233 mmol
TE/ mg SE DK lapam un 2.732 + 0.073 mmol TE/ mg SE BC lapam (9.attéts). Ari $aja testa
lapu ekstrakti uzradija daudzkart augstakus rezultatus neka ogu ekstrakts, kura aktivitate bija
0.210 £ 0.039 mmol TE/ mg SE.

Kallusu ekstraktu antioksidativa aktivitates testa rezultati liela méra sakrita ar kopgjo
fenolu un kop@jo flavonoidu saturiem, tika konstateta cieSa pozitiva sakariba starp Siem

raditajiem (Spirmana korelacijas koeficienti attiecigi r = 0.816 (p<0.0001) un r = 0.941
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(p<0.0001) (3.pielikums)). Vaja negativa sakariba tika konstatéta starp ekstraktu antioksidativo
aktivitati un 2,4-D koncentraciju barotng (r = -0.464, p<0.01).
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9. attels. Ekstraktiem noteikta DPPH radikala neitraliz€Sanas aktivitate izteikta mmol Trolox
ekvivalentu (TE)/ mg SE. Ar kladu nogriezniem att€lotas standartnovirzes, n=9 (3 biologiskie x 3
tehniskie atkartojumi). Statistiskas analizes dati pievienoti 6.pielikuma.

Figure 9. DPPH radical scavenging activity of extracts in mmol Trolox equivalents (TE)/ mg DW. Error
bars represent standart deviation, n=9 (3 biological x 3 technical repeats). Statistical data added in Annex
6.

DK kallusiem augstako aktivitati uzradija uz WP-2D barotnes auguso kallusu ekstrakti
Visos temperatiiru rezimos, turklat Iidzigos apjomos — no 1.158 + 0.582 mmol TE/ mg SE pie
konstantas 25°C temperatiiras 1idz 1.763 £ 0.546 mmol TE/ mg SE pie 25/10°C mainas reZima.
Skirnes ietvaros vislidzigakie rezultati starp barotném ar redzami pie konstantas temperatiiras.

BC skirnes kallusiem kopuma redzama augstaka DPPH neitraliz€Sanas aktivitate, turklat
ar1 ekstraktos, kas gatavoti no kallusiem, kas audzeti uz WP pamata barotnes. Zemako aktivitati
uzradija uz MS-5D auguso kulttiru ekstrakti visos temperatiiru reZimos — 0.391 + 0.021 mmol
TE/ mg SE (25/10°C) Iidz 0.422 + 0.032 mmol TE/ mg SE (20/15°C).

Visiem ekstraktiem arT noteiktas IK50 veértibas, kas apkopotas tabula 7.pielikuma.
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3.4. Organisko un fenolskabju koncentracijas ekstraktos.

Ar HPLC-MS metodi ekstraktos tika noteiktas septinu organisko (citronskabe, abolskabe,
glikonskabe, skabenskabe, dzintarskabe, hinskabe un Sikimskabe) un vienas fenolskabju
(hlorogeénskabe) koncentracijas. Lielakajai dalai ekstraktu tika veikti tris mérfjumu atkartojumi.
Ta ka metode prasa relativi lielu paraugu tilpumu un daudz laika, un vairakas kallusu kultiiras
auga loti 1€ni, tad neizdevas laicigi sagatavot Sos ekstraktus pietickama tilpuma, ka rezultata uz
analizé€m tika iedoti tikai viens vai divi atkartojumi. Ar1no lapu un ogu ekstraktiem uz analizém
tika iedoti pa vienam paraugam, lai dotu prieksstatu par mekléto savienojumu koncentracijam
auga. Visu skabju rezultati apvienoti 4. un 5.tabulas, bet katras skabes atseviskaja grafika (8-
15. pielikums) noradits atkartojumu skaits 1-3.

Kopuma skabju koncentracijas bija loti atSkirigas starp ekstraktu biologiskajiem
atkartojumiem, veidojot lielas standartnovirzes. Gadijumos, kad kada no atkartojumiem kads
no mekl&tajiem savienojumiem netika konstatéts (bija zem detekcijas sliek$na), rezultatu tabula
Saja pozicija tika ierakstita O vertiba, kas arT nemta vera aprékinot koncentraciju vidgjas
vertibas.

Vislielaka citronskabes koncentracija tika noteikta ogu ekstrakta - 44534 pg/g iesvara, un
ta bija aptuveni tris reizes lielaka neka augstaka kallusu ekstraktos noteikta — 13839 + 1084
Mg/g (BC WP-2D5 25°C) -, un 10-20 reizes augstaka neka lapu eckstraktos (4.tabula,
8.pielikums). BC kallusu ekstraktos citronskabe augstaka koncentracija noteikta pie zemakas
2,4-D koncentracijas barotn€ un konstantas temperatiiras, un svarstijas no 10207 + 4265 ug/g
lidz 13839 £ 1084 pg/g.

Abolskabe kopuma kallusu kultiiras bija daudzkart lielaka neka lapu un ogu ekstraktos
(4. tabula, 9.pielikums). Augstakas koncentracijas DK kallusu ekstraktos noteiktas uz MS-2D
barotnes audzetajos kallusos - attiecigi no 28292 + 2262 pg/g pie 25/10°C temperatiiras l1dz
35012 + 20194 png/g 20/15°C temperatiiras rezima. BC kallusos abolskabe bija lidzigas
koncentracijas visos paraugos.

Augstaka glikonskabes koncentracija tika konstatéta ogu ekstrakta — 859 ug/g, savukart
lapu ekstraktos netika konstatéta vispar (4.tabula, 10.pielikums). Ekstrakti no kallusiem, kas
augus$i uz barotnes ar zemako pH 20/15°C mainigaja temperatira, uzradija augstako
koncentraciju starp kallusu kulttiram katras Skirnes ietvaros; BC kallusos ta bija 550.33 +

745.69 pg/g un DK kallusos - 472.00 + 311.13 pg/g.
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4. tabula.

Ar HPLC-MS noteiktas citronskabes, abolskabes, glikonskabes un skabenskabes
koncentracijas ekstraktu paraugos. SN= standartnovirze, ND — netika detekt&ts, SE- sausais
ekstrakts.

Table 4.

Concentraions of citric, malic, gluconic and oxalic acids in extracts detected using HPLC-MS.
SN- standard deviation, ND — not detected, SE — dry extract.

Citronskabe, - _ Glikonskabe, pg/ | Skabenskabe, pug
ug /g SE Abolskabe, pg/ g SE g SE /g SE
Vid. SN Vid. SN Vid. SN Vid. SN

25°C 124.50 | 38.89 | 29013.67 | 2706.67 | 342.00 | 66.96 45.67 | 31.47
MS-2D | 20/15°C | 168.67 | 52.55 | 35012.33 | 20194.21 | 150.33 | 99.63 9.00 8.19
25/10°C [ 486.00 | 156.62 | 28292.33 | 2261.76 | 257.00 | 28.58 36.00 7.94

25°C 83.33 | 42.59 | 18369.33 | 3365.29 | 265.33 | 54.12 35.67 5.03
WP-2D | 20/15°C | 162.67 | 98.34 [ 13986.00 | 2095.37 | 290.33 | 151.51 | 21.00 | 18.36
25/10°C | 255.33 | 148.19 | 18680.67 | 2586.29 | 384.33 | 54.27 98.67 | 37.21

E 25°C 43.00 | 16.52 | 7779.33 | 3056.42 | 286.33 | 95.20 19.00 6.08
€ | WP-2D5 | 20/15°C | 185.00 | 111.00 | 19902.33 | 8838.27 | 472.00 | 311.13 | 58.33 | 49.14
é 25/10°C | 126.00 | 0.00 8709.00 | 12292.34 | 169.00 | 239.00 | 11.50 | 16.26
25°C 123.50 | 174.66 | 15592.25 | 22027.44 | 90.00 | 127.28 | 19.50 | 27.58
MS-5D | 20/15°C | 76.50 | 108.19 | 11971.50 | 16911.87 | 98.50 | 139.30 3.50 4.95
25/10°C | 81.00 | 114.55 [ 11316.00 | 15983.44 | 124.50 | 176.07 6.50 9.19
25°C ND 7.00 ND ND
WP-5D | 20/15°C ND 9.50 ND ND
25/10°C | 104.00 6099.00 392.00 5.00
25°C 194.50 | 38.89 | 22337.67 | 1962.50 | 363.00 | 485.85 | 22.00 8.54
MS-2D | 20/15°C | 269.67 | 117.86 | 19877.67 | 1412.49 | 246.67 | 101.75 | 77.33 | 60.29
25/10°C [ 463.00 | 144.25 | 29195.33 | 12390.31 | 203.00 | 61.10 40.33 | 36.47
25°C 115.50 | 60.10 [ 10705.00 | 3505.02 | 120.00 | 29.46 45.00 | 38.74
WP-2D | 20/15°C | 393.00 | 324.00 | 20184.33 | 10509.27 | 288.33 | 329.18 | 32.67 | 28.36
25/10°C [ 427.33 | 7.64 |[27173.67 | 12017.60 | 365.67 | 250.87 | 54.67 | 16.01
E 25°C 306.00 | 216.39 | 16637.00 | 5663.18 | 198.00 | 68.79 57.33 | 22.19
S | WP-2D5 | 20/15°C | 363.33 | 28.71 | 20836.33 | 9585.00 | 550.33 | 745.69 | 70.33 | 28.75
8 25/10°C [ 395.00 | 69.30 [ 16934.00 | 4918.17 | 254.00 | 205.59 | 54.67 | 23.01

25°C 495.00 | 374.77 | 21331.50 | 2981.87 | 236.00 | 80.61 28.00 | 11.31
MS-5D | 20/15°C | 421.00 | 107.48 | 21730.00 76.37 202.50 | 23.33 44.05 7.14
25/10°C [ 239.50 | 37.48 | 22431.00 | 1185.11 | 25450 | 57.28 40.50 | 24.75

25°C 194.50 | 99.70 | 14763.50 | 4615.29 | 290.50 | 37.48 30.00 | 16.97
WP-5D | 20/15°C | 154.00 | 115.97 | 15839.50 | 8255.47 | 466.55 | 109.67 | 17.00 7.07
25/10°C [ 375.00 | 1.41 [ 23119.00 | 3569.48 | 220.00 | 311.13 | 63.50 | 16.26

DK lapas | 302.00 2049.00 ND 140.00
Augi DK ogas | 150.00 7212.00 859.00 61.80
BC lapas | 166.00 719.00 ND 105.00
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Skabenskabes augstaka koncentracija tika noteikta augu lapu ekstraktos — DK lapas ta
bija 140 pg/g, un BC lapas - 105 pg/g, bet ogas Sis savienojums bija aptuveni divreiz mazaks —
61.798 pug/g. (4.tabula, 11.pielikums) Kallusu kultiiru ekstraktos noteiktas koncentracijas bija
tuvas vai mazakas neka ogu ekstrakta atrastajai.

Dzintarskabe, lidzigi ka citas parbauditas skabes, liela dala test€§jamo paraugu bija loti
atskirigas koncentracijas atkartojumu starpa (5.Tabula, 12.pielikums), veidojot lielas
standartnovirzes. Pie zemakas 2,4-D koncentracijas barotn€ dzintarskabes koncentracijai bija
tendence pieaugt mainigos temperatiiru apstaklos. Lapu un ogu ekstraktos noteiktas
dzintarskabes koncentracijas bija [idzveértigas kallusu ekstraktos esosajam — no 150 ug/g ogas
1idz 302 pg/g DK lapas.

Hinskabe daudz lielaka apméra tika konstatéta augu lapu ekstraktos, sasniedzot DK lapas
88916 ng/g un BC lapas - 84175 pg/g koncentracijas (5.tabula, 13.pielikums). Ogu ekstrakta
Sis savienojums tikai konstatéts 12074 pg/g koncentracija. Starp kallusu kultiram augstakas
hinskabes koncentracijas bija BC kallusos, kas augusi uz WP pamata barotnes ar zemako 2,4-
D koncentraciju, savukart zemakas koncentracijas bija kallusos, kas audzeti ar augstako 2,4-D
koncentraciju.

Sikimskabes koncentracijas testétajos ekstraktos parsvara bija amplitida no 29.293 =+
39.817 pg/g (BC MS-2D 25°C) lidz 659 pg/g (DK WP-5D 25°C), ar iznémumu DK WP-5D
25/10°C kultdrai, kur tas sasniedza 1579 pg/g koncentraciju (5.tabula,14.pielikums). Parsvara
katras barotnes ietvaros augstaka Sikimskabes koncentracija tika atrasta kallusos, kas audzeti
kada no mainigo temperattiru reZimiem. Ogu ekstrakta §1 savienojuma koncentracija bija 38
Mg/g, DK lapu ekstrakta - 80 pg/g, un BC lapam - 117 pg/g.

Hlorogenskabe izteikti lielaka koncentracija tika atrasta augu lapu ekstraktos, DK lapas
sasniedzot 16.624 mg/g un BC lapas — 12.399 mg/g koncentraciju (5.tabula, 15.pielikums). Ogu
ekstraktos ta bija aptuveni 2-3 reizes mazaka un sasniedza 5.790 mg/g koncentraciju, savukart,
kallusu kultiiru ekstraktos Sis savienojums bija vairak ka 700 reizes zemaks un neparsniedza

22.703 + 34.009 pg/g (DK WC-2D5 20/15°C).
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5. tabula.

Ar HPLC-MS noteiktas citronskabes, abolskabes, glikonskabes un skabenskabes
koncentracijas ekstraktu paraugos. SN= standartnovirze, ND — netika detekt&ts, SE- sausais
ekstrakts.

Table 5.

Concentraions of citric, malic, gluconic and oxalic acids in extracts detected using HPLC-MS.
SN- standard deviation, ND — not detected, SE — dry extract.

Dﬂrglt7;sl<séEt>e, Hinskabe, pg / g SE Sﬂ(ér?skglée, Hlo&;g/égsskébe,
Vid. SN Vid. SN Vid. SN Vid. SN
25°C [ 12450 | 38.89 | 290.33 | 78.05 | 120.46 | 172.20 [ 18.29 7.57
MS-2D | 20/15°C | 168.67 | 52.55 | 416.00 | 312.70 | 250.16 | 146.24 [ 10.92 | 10.57
25/10°C | 486.00 | 156.62 | 308.67 | 28.11 | 268.57 | 62.31 8.32 2.46
25°C 83.33 | 4259 | 428.33 | 207.69 | 126.93 | 189.26 | 12.24 6.18
WP-2D | 20/15°C | 162.67 | 98.34 | 626.67 | 324.00 | 312.58 | 257.55 | 3.33 2.84
25/10°C | 255.33 | 148.19 | 1032.33 | 399.55 | 508.60 | 21.81 4.68 1.19
2 25°C 43.00 | 16.52 | 203.67 | 81.75 | 42.17 | 34.63 8.03 13.49
S | WP-2D5 | 20/15°C | 185.00 | 111.00 | 865.67 | 537.09 | 208.66 | 53.41 22.70 | 34.01
a 25/10°C [ 126.00 | 0.00 | 212.50 | 300.52 | 405.99 | 254.57 | 10.49 7.80
25°C | 123.50 | 174.66 | 52.00 73.54 | 601.58 | 31455 | 5.10 5.09
MS-5D | 20/15°C | 76,50 | 108.19 | 79.00 | 111.72 | 600.45 | 344.44 | 4.62 0.30
25/10°C | 81.00 | 11455 | 111.75 | 155.92 | 416.54 | 72.78 3.97 3.91
25°C ND ND 659.00 22.00
WP-5D | 20/15°C | ND ND 456.00 6.60
25/10°C | 104.00 213.00 1579.00 6.60
25°C | 194.50 | 38.89 | 472.00 | 300.71 [ 29.29 | 39.82 3.79 1.72
MS-2D | 20/15°C | 269.67 | 117.86 | 508.67 | 389.98 | 63.51 | 15.26 9.37 8.62
25/10°C | 463.00 | 144.25 | 293.00 | 78.73 | 81.55 | 20.93 9.20 5.79
25°C [ 11550 | 60.10 | 2206.00 | 1405.58 | 125.63 | 99.85 4.26 3.00
WP-2D | 20/15°C | 393.00 | 324.00 | 1677.67 | 1296.36 | 39.01 | 4.77 5.27 3.79
25/10°C [ 427.33 | 7.64 | 3842.67 | 2996.30 | 198.43 | 89.14 4.00 3.13
2 25°C | 306.00 | 216.39 | 2077.67 | 1624.91 | 124.36 | 71.77 3.49 0.48
S | WP-2D5 | 20/15°C | 363.33 | 28.71 | 5143.33 | 3111.72 | 78.55 | 41.21 5.00 3.79
] 25/10°C | 395.00 | 69.30 | 2508.67 | 3082.48 | 302.84 | 31517 | 5.43 2.71
25°C | 495.00 | 374.77 | 22.50 31.82 | 200.12 | 199.57 | 11.78 1.73
MS-5D | 20/15°C | 421.00 | 107.48 | 36.40 51.48 | 458.42 | 45338 | 17.11 | 10.33
25/10°C [ 239.50 | 37.48 | 13550 | 34.65 | 66.07 | 37.67 16.09 3.52
25°C [ 194.50 | 99.70 | 44.00 62.23 | 324.67 | 74.48 11.90 7.08
WP-5D | 20/15°C | 154.00 | 115.97 | 134.45 | 91.29 [ 34150 | 3.53 13.10 8.34
25/10°C | 375.00 | 1.41 147.00 | 50.91 | 474.11 | 44.00 8.59 3.27
DK lapas | 302.00 88916.00 80.00 16624.00
Augi DK ogas | 150.00 12074.00 38.00 5790.00
BC lapas | 166.00 84175.00 117.00 12399.00
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3.5. Antimikrobiala aktivitate

Visiem ekstraktiem tika noteikta antimikrobiala aktivitate pret E.coli (Gram (-)) un
S.aureus (Gram (+)), un daziem ekstraktiem ar1 pret C.acnes (Gram (+)) bakteriju kulttiram.
Tika novertéta mikroorganismu augSana suspensija pie seSam ekstraktu koncentracijam 24h
laika. No lauciniem, kur nebija novérojama bakteriju augSana, 5 pl suspensijas tika parnesti uz
cieto barotni un inkubéti vél 24h.

Bakteriju suspensiju inkubé&Sanas laika liela dala ekstraktu laucinos izveidoja nogulsnes,
1pasi pie lielakajam ekstraktu koncentracijam, kas apgriitinaja baktériju augSanas noverteSanu
suspensijas 96 laucinu plate€s un minimalas inhibitoras koncentracijas (MIK) noteikSanu, tadel
uz agariz€tas barotnes tika parnestas ari suspensijas no neskaidrajiem lauciniem.
Mikroorganismu augsana tika noveértéta p&c subjektivi izveidotas gradacijas skalas, izvert&jot
bakteriju kultliru segumu uzneSanas vieta (piliena robeZas, salidzinot ar pozitivas kontroles

paraugiem — skat. pieméru 10.attela)

<50% segums, inhib&
bakt.augSanu

0% segums,

baktericids
<25% segums, inhibé
bak.augsanu
100% segums,
neinhibg bakt.
augSanu

10. att€ls. Baktériju kultiru augSanas un, attiecigi, ekstraktu antimikrobialas aktivitates novértésana pec
bakteriju kultliras seguma uz agariz&tas barotnes suspensijas uznesanas vieta pec 24h inkubacijas.

Figure 10. Evaluation of bacterial growth and consequently antimicrobial activity of extracts, by the area
coverage of bacterial culture on agar medium at the suspention transfer spot after 24h incubation.
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Katram ekstraktam bija tris biologiskie atkartojumi, kas ne vienmér uzradija vienadu
aktivitati pie vienadam koncentracijam; vairakos gadijumos kads no atkartojumiem neuzradija
nekadu inhibitoru aktivitati parbauditajas koncentracijas, bet pargjiem tika noverota pat
baktericida ietekme. 6.tabula apkopoti dati, atkartojumus apvienojot un veicot atzimes par to
iedarbibu — ar zalu iekrasoti laucini, ja visiem atkartojumiem bija baktericida ietekme (atbilst
MBK); ar dzeltenu — ja viens no atkartojumiem neuzradija nekadu aktivitati (pienemts ka MIK);
ar oranzu — ja tikai viens no atkartojumiem uzradija inhibitoru vai baktericidu iedarbibu; ar
sarkanu — ja neviens neuzradija nekadu aktivitati. Ekstraktu koncentracija izteikta ka mg SE
/ml (16.pielikums).

Kopuma ekstraktiem pret E.coli bija spécigaka aktivitate neka pret S.aureus — vairak
ekstraktu uzradija baktericidu efektu parbauditajas koncentracijas, un MBK bija zemakas. No
visiem ekstraktiem baktericidu efektu pret E.coli neuzradija tikai Cetri ekstrakti, savukart, pret
S.aureus - astoni, papildus tam, tikai astoni ekstrakti $adu aktivitati uzradija; pargjiem tika
noteikta tikai MIK. Atbilstosas gala koncentracijas etanola kontrole pret abam bakteriju
kultiiram neuzradija nekadu aktivitati.

Pret E.coli zemakas MBK bija lapu ekstraktiem — BC lapu ekstraktiem ta bija 0.600 +
0.025 mg SE /ml, bet DK lapam — 0.633 £ 0.051 mg SE /ml, kas sakrita ar attiecigo ekstraktu
MIK. No kallusiem mazaka MBK un ari MIK bija BC WP-2D5 25° (attiecigi, 0.839 £ 0.299
mg SE /ml un 0.419.+ 0.150 mg SE /ml) , savukart, lielaka MBK bija DK MS-2D 20/15°C -
1.461 + 0.410 mg SE /ml.

Pret S.aureus ekstraktu aktivitate bija vajaka, bet tapat kallusu starpa zemaka MBK bija
ta pati, kas pret E.coli, toties zemaka MIK bija BC WP-2D 25°C — 0.425 £ 0.022 mg SE /ml).
AT lapu ekstrakti bija vajaki pret S.aureus — lai arT MIK sakrita ar to pret E.coli, MBK bija
divreiz lielaka. Ogu ekstrakti pret So kultiiru izradijas neefektivi parbauditajas koncentracijas
lidz 1.722 + 0.069 mg SE /ml.

P&c noverojumiem ieprieksgjos testos ar C.acnes bakterijam, antimikrobialas aktivitates
noteik3anai tika izvéléti tikai pieci kallusu ekstrakti un ogu ekstrakts. ST bakteriju kultira bija
jutiga pret barotnes atSkaidijumiem un 70%EtOH kontroli, kas inhibgja tas augSanu pie 8.75%
gala koncentracijas un nogalindja pie divreiz lielakas koncentracijas. Rezultati tam ekstraktu
koncentracijam, kas atbilda 17.5% EtOH koncentracijai un uzradija baktericidu efektu, netika
nemti véra. Pie zemakas EtOH koncentracijas baktericidu efektu uzradija tikai divi ekstrakti —
BC MS-5D, kas audzgeti konstanta 25°C un mainiga 20/15°C temperatiira; to MBK bija attiecigi
0.464 + 0.054 mg SE /ml un 0.558 + 0.022 mg SE /ml.
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6. tabula.

Noveérojumu apkopojums par ekstraktu antimikrobialo ietekmi uz E.coli, S.aureus un C.acnes
bakterijam . Ar krasam atzimétas ekstraktu un 70% EtOH kontroles iedarbibas pie attiecigas
koncentracijas: zala — baktericida (atbilst MBK), dzeltena — spécigi inhibitora (MIK), oranza —
vaja inhibitora, sarkana — nav aktivitates.

Table 6.

Summary of observations of antimicrobial activity of extracts on E.coli, S.aureus and C.acnes
bacteria. Colors signify the nature of extract and 70% EtOH control effect at the specific
concentration: green- bactericide (MBC), yellow — strong inhibitory (MIC), orange — weak
inhibitory, red — no effect.

| Barotne | Temperatira E.coli S.aureus C.acne
Attieciga etanola gala konc. % 17.50 8.75 17.50 8.75 8.75 4.38
25°C 1.050 0.525 1.050 0.525
MS-2D 20/15°C 1.461 0.731 1.461 0.731
25/10°C 1.200 0.600 1.200 0.600
_ 25°C 1.333 0.667 1.333 0.667
£ WP-2D 20/15°C 1.083 0.542 1.083 0.542
% 25/10°C 1.172 0.586 1.172 0.586
= 25°C 0.900 0.450 0.900 0.450
= WP-2D5 20/15°C 1.244 0.622 1.244 0.622
= 25/10°C 1.250 0.625 1.250 0.625
£ 25°C 0.967 0.483 0.967 0.483
é MS-5D 20/15°C 1.239 0.619 1.239 0.619 0.619 0.310
25/10°C 1.244 0.622 1.244 0.622 0.622 0.311
25°C 1.156 0.578 1.156 0.578
WP-5D 20/15°C 1.250 0.625 1.250 0.625
25/10°C 1.317 0.658 1.317 0.658
25°C 0.944 0.472 0.944 0.472
MS-2D 20/15°C 1.128 0.564 1.128 0.564
25/10°C 1.211 0.606 1.211 0.606
_ 25°C 0.850 0.425 0.850 0.425
£ WP-2D 20/15°C 0.958 0.479 0.958 0.479
I(J/')J 25/10°C 0.956 0.478 0.956 0.478
2 25°C 0.839 0.419 0.839 0.419
— WP-2D5 20/15°C 1.289 0.644 1.289 0.644
é 25/10°C 1.044 0.522 1.044 0.522
g 25°C 0.928 0.464 0.928 0.464 0.464 0.232
8 MS-5D 20/15°C 1.117 0.558 1.117 0.558 0.558 0.279
25/10°C 1.100 0.550 1.100 0.550 0.550 0.275
25°C 1.039 0.519 1.039 0.519
WP-5D 20/15°C 1.117 0.558 1.117 0.558
25/10°C 1.439 0.719 1.439 0.719
DK lapas 1.267 0.633 1.267 0.633
Augi, ug SE/ml | DKogas | L722 | o086l | 1722 |Wosel| ose1 |No%ad
BC lapas 1.200 0.600 1.200 0.600

3.6. Ekstraktu citotoksicitate

Péc kopgjo fenolu, kop&jo flavonoidu un DPPH neitraliz€Sanas testu rezultatu

izvertesanas tika izveleti Cetri kallusu (DK WP-2D 25/10°C, BC WP-2D 25°C, BC WP-2D5
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Dzivotspéja, %

25°C un BC WP-5D 25°C), ka ar1 lapu un ogu ekstrakti to citotoksiskas ietekmes uz 3T3 Stiinam
noteikSanai. Ekstrakti tika testeti astonas koncentracijas veidojot serialos atskaidijumus sakot
no 10% koncentracijas. Ka kontroles izmantotas barotne (S5), SDS un 70% EtOH. Sinu
dzivotspgja izteikta procentos, par 100% pienemot tira S5 barotn€ auguso Stinu raditaju.
Kopuma kallusu un ogu ekstrakti uzradija lidzigu ietekmi uz 3T3 §tinu dzivotsp&ju visa
testetaja koncentraciju diapazona, savukart, lapu ekstraktiem bija spécigaka negativa ietekme
(11.attels). Pie lielakas ekstraktu koncentracijas (10%) $tinu dzivotsp&ja tuvojas 0% , savukart
pie loti mazam koncentracijam (<0.625%) dala ekstraktu pat stimul&a Stnu daliSanos,
sasniedzot 130.704 + 7.478% (BC WP-2D 25°C). Jaatzimé gan, ka lidzigs efekts bija ari tira
EtOH kontrolei, pie mazakas koncentracijas sasniedzot 119.614 + 14.170% dzivotspgju. Pie
1.25% un 2.5% koncentracijas, kallusu ekstraktu ietekmé $iinam bija augstaka dzivotspgja neka

pie EtOH kontroles tada pat koncentracija, bet §1 starpiba nebija statistiski butiska.

3T3 $anu dzivotspéja ekstraktu klatbatné = /0% EtOH
175+ -= SDS 10mg/ml
BC WP-2D 25°C
-~ BC WP-2D5 25°C
150 I -~ BC WP-5D 25°C
: - DK WP-2D 25°C/10°C
125+ -~ BC lapas
-o- DKlapas
(55)190_ ........ -
75+
50
25+
0
Ekstrakta, kontroles koncentracija (%)
-25-

11. attels. 3T3 $tinu dzivotspgjas testeto ekstraktu un kontrolu klatbiitne grafiks.

Figure 11. Graph of 3T3 cell viability in the presence of tested extracts and controls.

legitie dati tika apstradati ar GraphPad Prism programmu, un ekstraktiem un kontrolém

noteiktas 1K50% vertibas péc nelinearas regresijas analizes (“Absolute I1C50, X is
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concentration”) veiksanas. Zemaka IK50 vértiba bija DK lapu ekstraktam (0.933%, atbilda
0.047 mg SE/ml), bet augstaka — DK ogam (4.573%, 0.315 mg SE/ml) (7. tabula). Kallusu
ekstraktiem IK50 vértibas bija robezas no 4.298% lidz 5.007% (0.146 — 0.212 mg SE/ml), bet
EtOH — 4.778%.

7. tabula.

GraphPad Prism programma izrékinatas ekstraktu citotoksicitates IK50 vértibas % un péc tam
izteiktas mg SE/m.

Table 7.

IC50 values of extract cytotoxicity in % calculated by GraphPad Prism software and expressed
in mg SE/ml afterwards.

Ekstrakts IK50 % IK50 mg SE /ml
DK WP-2D 25/10°C 4.520 0.212
BC WP-2D 25°C 4.298 0.146
BC WP-2D5 25°C 5.007 0.168
BC WP-5D 25°C 4.794 0.199
DK lapas 0.933 0.047
DK ogas 4,573 0.315
BC lapas 1.436 0.069

EtOH 4,778
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4. DISKUSIJA

Sobrid literatiira ir loti maz salidzino$u p&tijumu par vides apstaklu ietekmi uz Vaccinium
corymbosum kallusu kulttru biologisko aktivitati, kas apgriitina iegiito datu salidzinaSanu un
interpretaciju. Galvenokart, nozinotie p&tijumi par V.corymbosum in vitro kultiiram saistami ar
kallusu iegtisanu (piem., Tetsumura et al, 2008), dzinumu regeneraciju no eksplantiem un to
mikropavairoSanu (piem., Vescan et al, 2012). Dazos pétijumos nozinoti ari novérojumi par
kallusu fizikalajiem parametriem atkariba no barotnes (Dembinska-Migas et al, 1998) un
kimisko sastavu (Migas Cisowski &Dembinska-Migas, 2005), bet vairak $adi pétiti tiek veselie
augi un to dalas — ogas un lapas (piem., Prior et al, 1998, Inostroza-Blancheteau et al, 2011).
A1 optimalas temperatiiras izpéte veikta tikai augiem lauka apstaklos (Zheng et al, 2017; Hao
et al, 2019).

4.1. Krimmellenu kallusu morfologijas un biomasas pieauguma atkariba no barotnes

un vides temperatiiras.

Salidzinot izmantotas MS (Murashige & Skoog, 1962) un WP (Lloyd & McCown, 1980
péc Tetsumura et al, 2008) pamata barotnes, redzamas vairakas atskiribas to kompozicija, no
kuram svarigi liekas izcelt kobalta un joda jonu klatbtni, lielaku amonija un kalija jonu un
mazaku tiamina HCI koncentraciju MS barotné. ST pétijuma gaita lielakie biomasas pieaugumi
tika noveroti pie augstakam temperatiiram (25°C un 25/10°C) uz MS barotném auguSajiem
kallusiem. Tas liela méra sakrit ar Tetsumura et al (2008) in vitro jauno dzinumu eksperimentos
noveroto, kur BC Skirnei ievérojami labaku jauno dzinumu vitalitati konstatgja uz MS barotnes
salidzinot ar WP. Interesanti, ka citam salidzinatajam Skirném uz MS bija zemaks izdzivojuso
dzinumu skaits, kas Skietami norada uz BC un, péc §1 pétijjuma rezultatiem spriezot, ari DK
Skirpu specifiku. Tapat, ar So barotni visam Skirn€m sanaca iegiit ar1 lielakos hiperhidratéto
(vitrificeto) dzinumu skaitus salidzinot ar citam barotném, kas varétu noradit uz
hiperhidratacijas tendenci arT miisu laboratorija uz §is pamatbarotnes audzétajos BC kallusos,
kam bija lielakais Gidens saturs un loti irdena strukttira. Tam ka iemesls var bt tieSi MS barotné
esosa kalija un paraka amonija jonu koncentracija, kas izmaina $iinu osmolaritati, ka rezultata
tas uznem vairak tdeni (Paques, 1991). Japiebilst, ka $Tm kultiram pie ilgakiem kultivéSanas
laikiem bija ievérojamas plaisas barotné zem kallusiem, indic€jot par resursu izsikumu.

Salidzinot Gidens saturu svaigajos BC kallusos ar Dembinska-Migas et al (1998) novéroto
uz Schenk & Hildebrandt barotnes ar dazadu augSanas faktoru piedevam, tidens daudzuma

amplitiida bija lidziga, robezas 89.2 — 98.2%. Lielakais biomasas pieaugums tika noverots pie
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0.5mg/l 2,4-D un 0.2mg/1 zeatina piedevas, bet par hiperhidratacijas pazimém netika zinots.
Hiperhidratacija tiek saistita ar Stinas metabolisma trauc€jumiem — §tinu sieninu bojajumiem un
fenolu sintézes inhibiciju (Ziv, 1991). Vairakas sugas palielinata augu kallusu biomasa novérota
pie augstakam auksinu koncentracijam, kas sakrit ar Saja darba novéroto — mazaku biomasas
picaugumu pie zemakas 2,4-D koncentracijas barotné (Leshem, Werker & Shalev, 1988; Dipti
et al, 2015). Apvienojot Sos faktorus, biitu iesp&jams izskaidrot liclakus biomasu picaugumus,
bet mazakas kopé&jo fenolu un kopgjo antocianinu koncentracijas pie MS barotnes un lielakas
2,4-D Kkoncentracijas, jo limitétas fotosintézes laika sarazotie cukuri tiek vairak novirziti
biomasas veidoSanai, nevis sekundaro metabolitu cela.

Mazako biomasas picaugumu pie 20/15°C temperatiiras iesp&jams skaidrot ar zemaku
temperattiru negativo ietekmi uz fotosintezes aktivitati krimmellenu kallusos, kas pieaugusiem
krimmellenu augiem tika novérota eksperimentalos lauka apstaklos (Petridis et al, 2018).
Lidziga peétijuma ar krimmelleném tuvu radniecigu sugu lielogu dz&rveni V.macrocarpon,
kallusu audzésanai piemérotaka izradijas modificeta WP barotne, bet pie konstantas zemas
temperatiiras (15°C) kallusi neauga, savukart, piemé&rotakais barotnes pH bija 7.0 (Zhou &
Singh, 2007), kas ir parsteidzosi skabo aug$nu augam.

Ka viens no augu aukstumcietibas mehanismiem tiek minéts SkistoSo cukuru uzkrasana
dazadas auga dalas. Petridis et al (2018) noveroja, ka petijuma izmantotie krimmellenu augi
neveido ieverojamas cietes rezerves auglu attistibas laika, bet fotosintézes produktus novada uz
auga dalam SkistoSo cukuru veida, Iidz ar to bitu interesanti salidzinat ar So cukuru saturu
kallusu kulturas dazadajas temperatiiras, lai noskaidrotu ka $§is princips attiecinams uz
nediferencétam Stinam — cik liela méra veidojas cietes uzkrajums un cik tiek saglabata Skistosa
cukuru forma. Interesanti ari, ka, samazinoties vides temperatiirai, fotosintézes piesatinajums
tika sasniegts pie zemaka apgaismojuma Iimena, bet, pievadot papildus CO2 un paaugstinot
gaismas intensitati, iesp&jams panakt augstaku oglekla asimilacijas koeficientu (Petridis et al,
2018), kas, iespgjams, varétu vismaz dalgji atspeékot zemas temperatiiras ietekmi un veicinat
cukuru sintézi un, attiecigi, primaro un sekundaro metabolitu pieaugumu. Tapat, butu
interesanti noverot kallusu biomasas un polifenolu koncentraciju pieaugumu un profila
izmainas atkariba no fotoperioda garuma — lidzigos pétijumos ar citu sugu kallusiem, tie tiek

uzturéti konstanta apgaismojuma vai tumsa.
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4.2. Antioksidativas aktivitates atkariba no sekundaro metabolitu daudzuma.

Sagatavotajiem ekstraktiem tika konstateéta speciga pozitiva korelacija starp kopgjo
fenolu un kopgjo flavonoidu daudzumu, un antioksidativo aktivitati, bet vidgji vaja negativa
sakariba ar sakotn€jo auksinu koncentraciju barotné. Visvairak kopgjo fenolu tika noteikts augu
lapas un WP bazes kallusos ar zemako 2,4-D koncentraciju. Ta ka katra no Siem testiem tiek
izmantotas dazadas standartvielas, nav iesp&jams izteikt un salidzinat dazado fenolu
savienojumu grupu dalu no kopg&jiem fenoliem, kas btitu vertiga informacija un lautu spriest par
resursu pardali sekundaro metabolitu cela.

Fenolskabes. Saja darba ar HPLC-MS metodi tika noteiktas hlorogénskabes
koncentracija paraugos - lapas 12 - 16 mg/g sausa iesvara, ogas 5 mg/g iesvara, bet kallusos
tikai 2jug/g iesvara. Literatiira hlorogénskabe tick minéta ka galvena krimmellenu ogas esosa
fenolskabe un tas koncentracija dazadu skirnu ogas noteikta robezas no 24 — 65mg/100 g
svaigas masas (Gavrilova et al, 2011; Moze et al, 2011; Yousef et al, 2013; Costa,
Almeida&Pintado, 2018). Diemzgl triikkst datu par S§is skabes daudzumu lapas un kallusu
kultiiras, 11dz ar to nav iesp&jams salidzinat ieglitos rezultatus. Hlorogénskabe augos tiek
izmantota aizsardzibai pret dazadiem augedajiem insektiem (Kundu & Vadassery, 2018), kas
augiem lauka apstaklos ir loti nepiecieSams un, acimredzot, tiek uzkrata dazadas auga dalas.
Par samazinatu hlorogénskabes koncentraciju citu sugu kallusos salidzinadjuma ar sakotnéja
auga lapam zinojusi ari Wang et al (2003) un Trajtemberg, Apostolo & Fernandez (2006),
savukart, Stickland & Sunderland (1972) ievéroja paaugstinatas 2,4-D koncentracijas negativo
ietekmi uz hlorogénskabes daudzumu, lai arT neviena no iepriek§Sminétajiem pétijumiem S§is
atSkiribas nebija tik lielas, ka $aja magistra darba konstatétas. No $1 var spriest, ka
hlorogénskabes sintézi un uzkraSanu ietekmé gan suga, gan audu veids (diferencéti vai
nediferenceti), gan art 2,4-D koncentracija barotn€. Vel viens faktors varétu but hlorogénskabes
iesp€jama talaka izmantoSana ligninu sinteézeé Siinas (Volpi e Silva, Mazzafera & Cesarino,
2019), kas varetu izskaidrot kallusu cietibu salidzinot ar ogam un lapam, un kuru daudzumu
noteikSana palidz€tu izgaismot resursu pardali sekundaro metabolitu sinteze.

Flavonoidi. Flavonoidu noteikSanai iesp&ams izmantot vairakas kolorimetriskas
metodes, no kuram popularakas ir AICI3 un NaNO-, bet katra no tam ir specifiskaka kadai no
flavonoidu apakSgrupam, tade] iegiitie rezultati biitu jauztver kritiski (Pekal & Pyrzynska, 2014;
Huang et al 2018). Tapat §is metodes paredz€tas liela tilpuma reakcijam (10ml), kas nav
racionali pie liela paraugu skaita, tadél nepiecieSams tas parnest uz mikroplatém. Méginajumi

laboratorija to darit ar iepriek§ pieminétajam metodém bija nesekmigi, tadel tika mekléti citi
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varianti. Izvéléta Deivisa metode ir specifiskaka flavanoniem, bet uzradija pictickami augstu
sakrittbu ar HPLC iegiitajiem datiem par visiem parbauditajiem savienojumu standartiem
(Huang et al, 2018), un izradijas viegli parnesama uz mikroplatém.

Visvairak kopgjo flavonoidu noteikts augu lapas un WP bazes kallusos ar zemako 2,4-D
koncentraciju, kas sasaucas ar kop&jo fenolu saturu. Diemzel, ar1 Saja sadala triikst literatiiras
ar ko salidzinat, jo ir maz pétjjumu ar krimmellenu kallusu kultiram. Augu dalu ekstraktu
analizei parsvara izmanto hromatografijas metodes, un kolorimetrisko metozu zina Deivisa
metode nav izplatita. Vadoties péc rutina ekvivalentiem, salidzinot datus ar Wu et al (2019),
lapu kopgjo flavonoidu rezultati ir atSkirigi: BC 96.6 un DK 56.3 mg RE uz g sausa iesvara pret
Saja darba uzraditajiem BC 41.7 un DK 53.4 mg RE uz g sausa iesvara (rezultati pietuvinati
parrekinati uz atbilstoSam mérvienibam, nemot vera sausa iesvara un sausa ekstrakta masu
attiecibu). Sadas atskiribas iespgjams skaidrot ar augu dzivotnes lokaciju (DA Kina un Latvija),
attiecigo klimatu un skirnu pieme&rotibu tam, ka ari, protams, ar izmantoto metozu dazadajiem
principiem.

Veicot HPLC-MS datu analizi, tika konstatétas vairakas izteiktas joslas lapu, ogu un BC
un DK WP-2D kallusu hromatogrammas, Viena no tam, balstoties uz literattiru (LIPID MAPS®
Classification System; Veberic et al, 2015) un eksperimentali iegtitajiem datiem (molekularais
jons m/z 465 8.40min, fragmentjons m/z 303), norada uz delfinidina — 3 — galaktozidu vai -

glikozidu, kas, ietilpst flavanoidu antocianinu apakSgrupa. Standartu neesamibas dé| nevargja

veikt absoliito kvantifikaciju, bet izmantojot hlorogénskabes kalibracijas likni, tika konstatéts,
ka lielaka koncentracija Sis savienojums bija lapas Iidzigos daudzumos abas Skirnés (ogas 2x
mazak, kallusos 8-10x mazak). Sis novérojums sakrit ar Kader et al (1995), Rodriguez-Mateos
et al (2012), Veberic et al (2015) zinotajiem petijumu rezultatiem par delfinidinu ka vienu no
domingjosajiem antocianidiniem krimmellenu ogas. Yousef et al (2013) p&tijuma par 10 augsto
krimmellenu Skirném konstatgja, ka antocianidinu profili loti vari€ atkariba no genotipa, bet
vairakuma ir malvidina un delfinidina bazes antocianu.

Attieciba uz lapu ekstraktiem §1 darba dati nesakrit ar Wang et al (2015), kur cianidins
bija vienigais detektetais antocianidins. Svarigi atzimét, ka Wang et al (2015) pétijjums veikts
ar sarkanam lapam no 3 radniecigo krimmellenu sugu 104 skirném, bet $aja magistra darba
ekstrakti taisiti no zalam lapam, kas var€tu bt galvenais iemesls Sai nesakritibai — Riihinen et
al (2007) sava pétijuma noteica antocianu un proantocianidinu daudzumus un profilus dazadas
augu dalas, taja skaita izdalot zalas un sarkanas lapas, un antocianinus konstat&ja tikai zema

koncentracija sarkanas lapas (cianidina glikozidus), bet abu krasu lapas - liela daudzuma
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proantocianidinus, turklat prodelfinidinu lielaka daudzuma neka procianidinu. Iesp&jams, ka art
Skirnes genotipam ir liela nozime lapu kimiskaja satura, ka tas ir ogu gadijuma.

Divas no hromatogramma izteiktakajam joslam tika identificetas ka katehins un
epikatehins (abam m/z 291, viena pie 7.90 min un otra - 8.08 min — bez standartiem nevar

precizi noteikt kura ir kura), kas pieder flavonoidu flavan-3-olu apaks$klasei. lzmantojot

hlorogénskabes kalibracijas likni, tika konstatets, ka kallusos $o savienojumu ir aptuveni 10x
vairak neka ogas aptuvenas 1:1 attiecibas. Lapas So savienojumu ir vidgji 40-70x mazak neka
kallusos, turklat attiecibas 7:1. Ogas §1 attieciba ir 2:1. Sadas atskiribas atkal liecina par resursu
pardali flavonoidu sint€zes cela salidzinot ar 1sto augu. Ta ka katehina un epikatehina prekursori
ir antocianidini, tad tas, iesp&ams, vargtu skaidrot arT iepriek§ pieminéta delfinidin-3-
galaktozida /-glikozida zemo koncentraciju kallusos salidzinot ar lapam un ogam. Visvairak Sie
flavan-3-oli bija konstanta temperattra audzetos kallusos, bet ta ka paréjam kallusu kulttiram
§1s analize vél netika veikta, tad nevar spriest par barotnes ietekmi uz $o savienojumu daudzumu
un attiecibu.

Ta ka Millera-Hintona barotne, kas tika izmantota S.aureus un E.coli bakteriju kultoras,
satur liellopu serumu, un dala ekstraktu tika noteikta ar1 katehina un epikatehina klatbiitne, tad
loti ticams, ka par nogulSnu veidoSanos mikroplasu bakteriju kultiras antimikrobialas
aktivitates testa laika bija atbildigi $o flavan-3-olu poliméri — tannini, kas saistas ar proteTniem
un tos precipité (Aziz, Diab & Mohammed, 2018).

Salidzinot ar citam sugam, abelu kallusu kultiras lielakais biomasas pieaugums bija
tumsa pie optimalas temperatiiras (24°), bet augstakais antocianinu daudzums — pie zemakas
temperatiiras (16°C) konstanta apgaismojuma salidzinot ar konstantas tumsas kultiram (Wang
et al, 2016), turpreti, mellenei radniecigajai lielogu dz€venei lielaku antocianu daudzumu
izdevas iegiit pec 48h inkubacijas sarkanaja gaisma, pie vides temperatiiras nomainas garaka
perioda (3 nedélas 25°C, tad 1 ned&la 15°C) un pH 6.5 visus eksperimentus veicot pie konstanta
apgaismojuma (eksperimentus veicot uz ieprieks tumsa uzglabatam kultiram) (Zhou & Singh,
2007), kas norada uz zemas temperatiras, paaugstinata pH un sarkanas gaismas stimul&josSo
ietekmi uz antocianinu sintézi kallusos. Nemot véra, ka krimmellenes augiem piemérota skaba
augsne (pH 4.2-5.5), iesp&jams, ka standartiz&ti izmatotais paaugstinatais barotnu pH 5.8 ar1
pozitivi ietekmgjis fenolu savienojumu sintézi salidzinot ar izméginato barotni ar zemako pH
4.8.

Kopuma skatoties un salidzinot iegtitos rezultatus pa komponentém, var secinat, ka triikst

vél loti daudz informacijas par atsevisko fenolsavienojumu apaksgrupu savstarpgjam daudzumu
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attiecibam un to 1patsvaru kopé€ja antioksidativaja aktivitate, galvenokart atskirigo noteikSanas
metozu dél.

Redzot kallusu kopgjo antioksidativas aktivitates Itmeni, var uzskatit, ka tie ir labs
antioksidantu avots, bet ir perspektiva So raditaju vel palielinat lidz ar biomasas picauguma
paatrinaSanu. Papildus izmainam barotnes sastava, gaismas un temperatiiras rezZima, viens no
optimizacijas virzieniem biitu kultiru audzesana suspensijas, lai notiktu pilnvertigaka barotnes

resursu izmantoSana, un CO2 koncentracijas palielinasana.

4.3. Organisko skabju profili.

Lapu, ogu un kallusu ekstraktos tika noteiktas vairakas organiskas skabes. To savstarpgja
saistiba augu metabolisma redzama 12.attcla.

Lapas izteikta parakuma bija hinskabe, (DK > BC), citronskabe (DK < BC) un abolskabe.
Ogas domingja Sis pats skabju trio, bet citronskabe bija galvena, kam sekoja hinskabe un tad
abolskabe. Tas dalgji sakrit ar Ehlenfeld, Meredith & Ballington (1994) nov@rojumu, kur bija
mazak abolskabes, bet vairak dzintarskabes. Citronskabe, abolskabe un dzintarskabe ir
iesaistitas aminoskabju sint€z€ un Krebsa cikla, kur var tikt uzkratas ka fikséta oglekla rezerves
auga redoks reakcijam energijas regulacijai. Atkariba no reakciju atruma, §is rezerves vari¢
(lgamberdien & Epritsev, 2016).

Skabenskabe var uzkraties Skistosa forma vai ka kalcija sals, veidojot kalcija rezerves. Ta
aktivi saista dazadu metalu jonus ta gan kav&jot to toksisko iedarbibu, gan ierobezot to
pieejamibu metabolisma celos. Lielos daudzumos ta ir kaitiga veselibai (Makkar, Siddhuraju &
Becker, 2007; Walker & Famiani, 2018), tadel svarigi §is skabes daudzumu ierobeZot, ja planots
produktu izmantot uztura. Saja darba iegiitajas kallusu kultiiras ta ir 1idziga daudzuma ka gatava
oga, kas lauj spriest, ka §1 skabe nav skérslis kallusu izmantoSanai partika.

Hinskabe augos tiek uzkrata vakuolas ka rezerve fenolo savienojumu sintézei atgriezoties
Siktmskabes cela vai hlorogénskabes sintezé (Walker & Famiani, 2018). Krimmellenu ogas
nobrieSanas laika tas koncentracija samazinas (Forney et al, 2012), iesp€jams, iesaistoties
Sikimskabes cela, kur ta ir fenilalanina prekursors, kas talak piedalas fenolo savienojumu un
auksina feniletikskabes sintézé (Walker & Famiani, 2018; Cook et al, 2016). Tas var€tu but
skaidrojums lielajai variacijai tas koncentracija dazadajos auga audos, atkariba no to vajadzibas
So skabi izmantot ka resursu kadam no talakajiem procesiem.

Glikonskabei ir plaSas pielietoSanas iesp&jas. Ta veidojas glikozei dehidrogengjoties un
augliem dod svaigi skabenu garSu, un nav toksiska. Natrija glikonatam sarmaina vidé tiek
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piedévetas labas metalu helat€Sanas sp€jas, kas ir viens no antioksidativas aktivitates
parametriem, un uztura var tik izmantots kalcija un dzelzs trikuma arsteSanai. Udens vide tas
inhib& oksideésanas un reduc€Sanas procesus augsta temperatiira, un koncentréta veida ir
antiseptisks (Ramachandran et al, 2006). Sis varétu biit viens no savienojumiem, kas veicina
kallusu kopgjo antioksidativo aktivitati, un metalu helatéSanas sp&ju dél kopuma padara tos

vertigakus pielietojumam uztura un dazados kosmétikas produktos.
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12. attels. Vienkarsota metabolisma iesaistito organisko skabju saistibas shéma, FEP —
fosfoenolpiruvats, OAA — oksaloetikskabe (ar izmainam no Walker & Famiani, 2018).

Figure 12. Simplified scheme of relations of organic acids involved in plant metabolism; FEP —
Phosphoenolpyruvate, OAA — oxaloacetic acid (with changes from Walker & Famiani, 2018.

Kopuma paskatoties, ar organisko skabju profilu loti izcelas DK WC-5D 25 °C un
20/15°C kultuiras — tam nav ne citronskabes, ne abolskabes, ne dzintarskabes, ne glikonskabes,
kas norada uz to zemo energijas bilanci un, vadoties péc pargjo kallusu sp&jas dehidrogenizét
glikozi, tas neesamibu $tinas, un varétu skaidrot ar1 kallusu biomasas neveidosanos, jo nenotiek
fotosintéze. Relativi augstais Sikimskabes un hlorogénskabes Iimenis varétu but uzkrajums no

kallusu iepriek$&jas paaudzes, kas saglabajies kallusa parlikSanas bridi.
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4.4. Krummellenu ekstraktu ietekme uz E.coli un S.aureus baktériju kultiiram.

Pieaugot baktériju rezistencei pret antibiotikam ir nepiecieSams mekleét jaunus
savienojumus un lidzeklus bakteriju infekciju apkarosanai. Lidz ar sabiedriba noverojamo
tieksmi uz ‘zalaku’ dzivesveidu, pieaug pieprasijums pec dabiskiem augu izcelsmes lidzekliem.
Literatura atrodami vairaki pétijumi par dazadu augu ekstraktu antimikrobialo aktivitati pret
partiku kontamingjo$am kultiiram (Salaheen et al, 2014; Mostafa et al, 2018; apkopots Tako et
al 2020) un nozokomialu infekciju izraisitajiem (Silva et al, 2015) un citam bakteriju kulttram.

Saja pétfjuma tika noteikts, ka krimmellenu lapu ekstraktiem bija spécigaka
antimikrobiala iedarbiba pret Gram(-) E.coli, salidzinot gan ar ogu, gan kallusu kultiru
ekstraktiem. Kallusu starpa MBK varigja starp 0.85-1.46 mg SE /ml, un visas sakrita ar 17.5%
skidra ekstrakta gala koncentraciju, kas apgriitina objekttvu salidzinajumu. Biitu bijis vajadzigs
parrékinat un novienadot sausa ekstrakta sausnes 1patsvaru visiem ekstraktiem, lai dati butu
salidzinami pie mg SE/ ml mérvienibam.

Pret Gram(+) S.aureus aktivitati uzradija tikai dazi ekstrakti, turklat, interesanti, ka to
starpa nebija tie, kas inhhibitoru aktivitati uzradija pret otru Gram(+) bakteriju kultiru -
C.acnes. Nekadas acimredzamas sakaribas ar citiem noteiktajiem parametriem — kopgjo fenolu,
vai flavonoidu saturu vai antiradikalo aktivitati -, nebija iesp&jams noteikt.

Kopuma literatiira atrodami pretrunigi pétijumi par augu ekstraktu antimikrobialo
ietekmi, kas parasti tiek saistita ar fenolu savienojumiem- flavonoidiem, antocianiem,
fenolskabem. Werlen et al (2005) sava pétijuma parbaudija vairaku fenoliem bagatu ogu
ekstraktu un attiritu antocianu kombinacijas (cianidina un delfinidina bazes) ietekmi uz
vairakam mikroorganismu sugam, un konstat€ja atSkirigu ekstraktu un kombinacijas iedarbibas
efektivitati uz dazadam mikroorganismu sugam, ar dazbrid pretrunigiem datiem. Arf Silva et al
(2016) sava petijuma ar attiritu krimmellenu ekstraktu (galvenokart malvidina, delfinidina,
cianidina atvasinajumi) dazas bakteriju kultliras noveéroja pretrunigas aktivitates — augSanas
inhibiciju pie zemakam ekstrakta koncentracijam un augSanas stimul&Sanu pie augstam. Zhou
et al (2020) pétyja krimmellenu ogu ekstrakta antocianu ietekmi uz zarnu mikrobiomu, un
konstatg€ja ta pozitivo ietekmi kopuma — dazu sugu augSanas inhibiciju, un citu sugu augSanas
veicinasanu, kas liecina par augu ekstraktu selektivu aktivitati. Pervin, Hasnat & Lim (2013)
petijuma noteica kriimmellenu lapu ekstraktu inhibitoro aktivitati uz piecam Gram(-) un divam
Gram(+) bakteriju kultiram un spécigaku ietekmi kopuma konstatgja pret Gram(-) bakterijam.
Puupponen-Pimia et al (2001) parbaudot atsevisku tiru fenolsavienojumu $kidumus un dazadu

ogu ekstraktu ietekmi uz vairakam bakteriju kultiram vislielako jutibu novéroja E.coli CM871
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celmam, kas bija arT vienigais, kura augSana tika inhibéta tiro fenolsavienojumu klatbiitné,
iznemot miricetinu, kas tapat ka ogu ekstrakti spgja inhibét vairakas bakteriju kultiiras. Tas
kopa vedina domat, ka augu ekstraktu antibakteriala aktivitate nav tik loti atkariga no
fenolajiem savienojumiem, bet gan no vairaku sastava komponensu sinergijas. Ekstrakta
organiskas skabes apvienojot tas ir ieveérojami lielaka koncentracija un lielai dalai no tam
atseviski ir konstatéta antimikrobiala aktivitate (apkopots Coban, 2019; Nieto-Penalver et al,
2014).

4.5. Krimmellenes ekstraktu citotoksiska aktivitate ziditaju Stinas.

Citotoksicitates noteikSana ir svarigs posms vielu un produktu izpete, ja tos planots
izmantot dziviem organismiem. Ta ir metode, kuras laika tiek noteiktas Sinam nekaitigas vielas
koncentracijas in vitro, ko péc tam var izmantot talaka pé&tnieciba citu biologisko aktivitasu
noteikSanai relevantas devas.

Saja pétfjuma izvértgjot &etru kallusu kultiru, augu lapu un ogu ekstraktus, tika
noskaidrots, ka lapu ekstraktiem piemit ievérojami lielaka citotoksiska aktivitate neka tiram
ekstraktu $kidinatajam 70% EtOH vienadas koncentracijas. Ta ka $is tests netika veikts visiem
kallusu ekstraktiem, tad nevar spriest vai Sis efekts ir unikals lapas esoSajiem savienojumiem
vai tikal nepiemit pargjiem izve€letajiem un notestétajiem kallusu ekstraktiem. Nemot véra, ka
kallusu antioksidativa aktivitate un kopg€jais fenolu daudzums bija tuvaks lapu ekstraktiem,
liekas parsteidzosi, ka ietekme uz ziditaju Stnu dzivotspgju ir Iidzigaka ogu ekstraktam, jo
antioksidantu ietekmé tika gaidita augstaka dzivotspéja salidzinot ar 70% EtOH Saja darba
legiitais rezultats arT nesakrit ar ieprieks public€tiem augu ekstraktu citotoksicitates petijjumiem,
kuros paradas ekstraktu duala daba — pret vézu Stinu kultiiram tie ir ievérojami toksiskaki neka
pret normalam veselam §tnu kultiram (fibroblastiem, keratinocitiem, endotélija $Gnam).
AtseviSkos gadijumos ir noverots, ka tie ir pat $iinu proliferaciju un migraciju veicinosi, turklat,
tas noverots vairakam attali radniecigdm augu sugam un dalam (Massarotto et al, 2016; Ankola
et al, 2020; Zaklos-Szyda & Budryn, 2020), kas liek domat, ka darbibas princips ir lidzigs un
nevarétu biit atkarigs no kadai sugai specifiskas ekstrakta komponentes. Atkartojot $adu
eksperimentu ar vairakam S§tinu linijam vajadz€tu ar1 iekoncentrét ekstraktu, lai mazinatu

Skidinataja ietekmi uz rezultatiem.
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4.6. Iesp€jamie virzieni turpmakajam darbam

Kopuma iegiitie rezultati liecina, ka V.corymbosum kallusu kultiiras ir piemérotas
dazadam manipulacijam ar mérki iegiit augstaku sekundaro metabolitu limeni. To sastavs un
biologiska aktivitate norada uz iesp&jam tas izmantot gan ka antioksidantu piesatinatu uztura
bagatinataju un kosmétisko Iidzeklu komponenti, gan ka antimikrobialu lidzekli.

Zinot, ka augos esoSo savienojumu antioksidativa darbiba ir saistita ne tikai ar brivo
radikalu neitraliz€Sanu, bet arT ar dazadu oksidativa stresa veicinoSu faktoru inhib&Sanu, biitu
vertigi noteikt arT ekstraktu metalu jonu piesaistiSanas sp€ju un fotoprotektivas ipasibas uz Stinu
kulttram in vitro.

Balstoties uz literatiira atrodamo informaciju (t.sk., tas trikumu dazas jomas), talakos
petijumos noteikti bltu verts turpinat ar apkartgjas vides un barotnu sastava dazadosanu un to
ietekmes noveértésanu. Ir loti daudz mainamu faktoru, ar kuru palidzibu varétu iegtt vél
augstakas labvéligas biologiskas aktivitates — gaismas daudzums un spektrs (taja skata UV),
divu fazu barotnu izmanto$ana, pH Iimenis barotn&s un citi. Ipasi interesanti kiet petfjumi ar

paaugstinatu CO2 koncentraciju.
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5. SECINAJUMI

Pielagojot barotni un temperatiiras rezimus, kallusu kultiram ir iesp&ams iegtt
antioksidativo un antimikrobialo aktivitati, kas lidzinas lapu ekstraktiem;

Optimalas audzesanas temperatiiras un barotnes atskiras p&c talaka pielietojuma mérka - ar
MS pamata barotni kallusu kultiiras vislabak pardzivoja temperatiiru rezimu radito stresu,
ar WP barotni tika iegiitas augstakas parbauditas biologiskas aktivitates;

Pastav spéciga pozitiva korelacija starp kop€jo fenolu saturu, kopgjo flavonoidu saturu un
antioksidativo aktivitati.

Kallusu un lapu ekstraktos ir ievérojami atskirigas vairaku organisko un fenolskabes
koncentracijas, kas piedalas kop€jas antioksidativas un antimikrobialas aktivitates
veidoSana;

Lapu ekstrakti bija citotoksiskaki par ogu un kallusu ekstraktiem, ar 2-7x zemakam IK50
vertibam; ogu un vairakums kallusu ekstraktu nav citotoksiski 11dz 0.625% koncentracijai

un nav ieverojami kaitigaki par 70%EtOH Iidz 10% koncentracijai.
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1-1.pielikums
Kallusu biomasu augSanas liknes ar standartnovirzém 25°C (A), 20/15°C (B) un 25/10°C (C)
temperatiiru rezimos (n=10).

Growth curves with standard deviation of calli biomass at 25°C (A), 20/15°C (B) and 25/10°C
(C) temperature settings (n=10).

25°C
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Biomasas pieaugums, %

Biomasas pieaugums, %

1-2.pielikums

20°C/15°C
4007 .. DKMS=2D
-u- DK WP-2D
-m- DK WP-2D5
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2-1.pielikums
DK (A) un BC (B) kallusu biomasas pieauguma 24.diena statistiskas analizes dati. Atkartoto
mérfjumu divu faktoru ANOVA un Takija salidzinasanas tests skirnes ietvaros, n=10.

Data of statistical analysis of DK (A) and BC (B) callus biomass growth on day 24. Repeated
measures two-way ANOVA and Tukey’s comparison test within each cultivar, n=10.

A
DK
Variacijas avots P vértiba Bitisks?
Dienas x Barotne <0.0001 | **** Ja
Dienas <0.0001 | **** Ja
Barotne <0.0001 | **** Ja
Kallusa Nr <0.0001 | **** Ja
Takija salidzinaSanas tests P vértiba
24 .dienas rezultati
DK MS-2D 25°C vs. DK WP2D5 25°C 0.0002 loal
DK MS-2D 25°C vs. DK WP-5D 25°C 0.0001 lokel
DK MS-2D 25°C vs. DK MS-2D 20/15°C 0.001 il
DK WP-2D 25°C vs. DK WP2D5 25°C 0.009 el
DK WP-2D 25°C vs. DK WP-5D 25°C 0.0032 *x
DK WP2D5 25°C vs. DK MS-5D 25°C 0.0138 *
DK MS-5D 25°C vs. DK WP-5D 25°C 0.008 **
DK MS-2D 20/15°C vs. DK WP-2D5 20/15°C 0.042 *
DK MS-2D 20/15°C vs. DK WP-5D 20/15°C 0.0126 *
DK WP-2D 20/15°C vs. DK WP-2D5 20/15°C <0.0001 | *#***
DK WP-2D 20/15°C vs. DK WP-5D 20/15°C <0.0001 | ****
DK WP-2D5 20/15°C vs. DK MS-5D 20/15°C 0.002 **
DK MS-5D 20/15°C vs. DK WP-5D 20/15°C 0.0006 falalel
DK MS-2D 25/10°C vs. DK WP-2D5 25/10°C 0.0034 *x
DK MS-2D 25/10°C vs. DK WP-5D 25/10°C 0.0014 **
DK WP-2D 25/10°C vs. DK WP-2D5 25/10°C 0.0014 el
DK WP-2D 25/10°C vs. DK WP-5D 25/10°C 0.0003 il
DK WP-2D5 25/10°C vs. DK MS-5D 25/10°C 0.044 *
DK MS-5D 25/10°C vs. DK WP-5D 25/10°C 0.0206 *
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BC
Variacijas avots P vértiba Bitisks?
Dienas x Barotne <0.0001 | **** Ja
Dienas <0.0001 | **** Ja
Barotne <0.0001 | **** Ja
Kallusa Nr <0.0001 | **** Ja
Takija salidzinaSanas tests P vértiba
24.dienas rezultati
MS-2D 25°C vs. MS-5D 25°C 0.0019 il
WP-2D 25°C vs. WP2D5 25°C 0.0203 *
WP-2D 25°C vs. MS-5D 25°C 0.0007 | ***
WP-2D 25°C vs. WP-5D 25°C 0.0231 *
WP2D5 25°C vs. MS-5D 25°C 0.0002 | ***
WP2D5 25°C vs. WP-5D 25°C <0.0001 | ****
MS-5D 25°C vs. MS-5D 20/15°C 0.0001 | ***
WP-5D 25°C vs. WP-5D 20/15°C <0.0001 | ****
WP-2D 20/15°C vs. WP-5D 20/15°C 0.0216 *
WP-5D 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C 0.027 *

2-2.pielikums
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3.pielikums

Spirmana korelacijas tests, r vertibas; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
Spearman correlation test, r values; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
2,4-D
1 koncentracija, 1
pg/ml
Biomasas
2 pieaugums péc 24 0.055 1
dienam, g
Kallusu tdens
3 | saturs, % no svaigas 0'155 0'225 1
masas
Sausa ekstrakta
4 masa, % no skidras | 0.161 -0.330 | -0.305 1
masas
mg SE / g svaigas -0.481 | -0.891 0.643
5 g magas g -0.209 * FhKk *% 1
Kopgjie fenoli, -0.489 | ) )
6 mg GSE/mg SE o 0.141 0.352 0.241 0.153 1
Kopgjie flavonoidi, | -0.517 | ) ) 0.849
7 mg RE/mg SE - 0.010 0.344 0.214 0.131 ok 1
DPPH
8 | neitralizesana, | C%% | 0066 | -0.331 | -0285 | 0129 | 9816 | 094l
mmol TE/mg SE
DPPH IK50, 0.393 -0.821 | -0.931 | -0.971
9 mg SE/m * 0.005 0.263 0.301 -0.063 o A AN
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4.pielikums

Kopgjo fenolu satura testa statistiskas analizes dati. Divu faktoru ANOVA, n=6.
Total phenolics count assay statistical data. Two-way ANOVA, n=6.

DK un BC
Variacijas avots P vertiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.0003 | *** Ja
Temperatira 0.0137 * Ja
Barotne <0.0001 | **** Ja
DK
Variacijas avots P vértiba Bitisks?
Mijiedarbiba 0.0002 | *** Ja
Temperatiira 0.0004 | *** Ja
Barotne <0.0001 | **** Ja
BC
Variacijas avots P vertiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.1221 Ne
Temperatiira 0.2787 Neé
Barotne <0.0001 | **** Ja




5.pielikums

Kopgjo flavonoidu satura testa statistiskas analizes dati. Divu faktoru ANOVA, n=6.

Total flavonoids count assay statistical data. Two-way ANOVA, n=6.

DK un BC
Variacijas avots P vertiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.0479 * Ja
Temperatiira 0.2525 Ne
Barotne <0.0001 | **** Ja
DK
Variacijas avots P vértiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.7032 Ne
Temperatiira >0.9999 Né
Barotne <0.0001 | **** Ja
BC
Variacijas avots P vertiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.0125 * Ja
Temperatiira 0.0579 Né
Barotne <0.0001 | **** Ja
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6.pielikums.

DPPH radikala neitralizé$anas testa statistiskas analizes dati. Divu faktoru ANOVA, n=9.
DPPH radical scavenging assay statistical data. Two-way ANOVA, n=9.

DK un BC
Variacijas avots P vertiba Biitisks?
Mijiedarbiba <0.0001 | **** Ja
Temperatiira 0.0127 * Ja
Barotne <0.0001 | **** Ja
DK
Variacijas avots P vértiba Bitisks?
Mijiedarbiba 0.0893 Neé
Temperatiira 0.283 Ne
Barotne <0.0001 | **** Ja
BC
Variacijas avots P vertiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.0004 | *** Ja
Temperatira 0.0389 * Ja
Barotne <0.0001 | **** Ja
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7.pielikums

Ekstraktu DPPH radikala neitralizé$anas aktivitates IKS50 vértibas (mg SE/mL) (A) un
statistiskas analizes dati (divu faktoru ANOVA) (B). SN- standartnovirze, n=9 (3 biologiskie x
3 tehniskie atkartojumi).

IC50 values of extract DPPH radical scavenging activity (mg DW/mL) (A) and statistical data
(two-way ANOVA) (B). SN — standard deviation, n=9 (3 biological x 3 technical repeats).

25°C 20/15°C 25/10°C Augi
IK50 | SN ] IK50 | SN J IK50 | SN ] IK50 | SN
- MS-2D | 1.007 | 0.775] 0.610 | 0.218 | 0.365 | 0.122
= WP-2D | 0.345 | 0.198 ] 0.282 | 0.044 ] 0.183 | 0.032
g WP-2D5 | 0.478 | 0.168 | 0.914 | 1.061 ] 1.203 | 0.388
é MS-5D | 0.945 | 0.491 ] 1.187 | 0.391 | 1.068 | 0.130
WP-5D | 0.573 | 0.178 ] 1.693 | 0.743 | 0.974 | 0.244
— MS-2D | 0.424 | 0.109 ] 0.333 | 0.128 | 0.419 | 0.205
é WP-2D | 0.131 | 0.089 ] 0.320 | 0.107 } 0.214 | 0.031
g WP-2D5 | 0.187 | 0.058 | 0.203 | 0.024 ] 0.202 | 0.062
8 MS-5D | 0.927 | 0.285] 0.867 | 0.122 | 0.874 | 0.050
WP-5D | 0.210 | 0.033 ] 0.188 | 0.036 } 0.269 | 0.110
— DK lapas 0.106 | 0.005
§ DK ogas 1.738 | 0.312
BC lapas 0.124 | 0.003
DK un BC IK50
Variacijas avots P vértiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.1335 Ne
Temperatira 0.2885 Né
Barotne <0.0001 | »*** Ja
DK IK50
Variacijas avots P vértiba Biitisks?
Mijiedarbiba 0.1863 Ne
Temperatiira 0.2983 Ne
Barotne <0.0001 | **** Ja
BC IK50
Variacijas avots P vertiba Bitisks?
Mijiedarbiba 0.7013 Ne
Temperatiira 0.8987 Ne
Barotne <0.0001 | **** Ja
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8.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas citronskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita biistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of citric acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Citronskabe

= MS-2D 25
50000 B MS-2D 20/15
mm MS-2D 25/10
, 45000 1 = WP-2D 25
g —— mm \WP-2D 20/15
S 1 I — mm \WP-2D 25/10
% 40000 -
2 T 3 [ WP-2D5 25
o i 3 3 1 WP-2D5 20/15
3 15000 1
2 B WP-2D5 25/10
8 3153 [ MS-5D 25
o 3313 Bm MS-5D 20/15
S 100004
5 5 mm MS-5D 25/10
g 2,5 2 — WP-5D 25
= ; B3 WP-5D 20/15
< 5000+ 2 mm WP-5D 25/10
1 BEE lapas
1 mEm Ogas
0- - T
BC
Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.1247
Skirne <0.0001 | ****
Barotne + temperatira | 0.0079 | **
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9.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas abolskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita biistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of malic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

MS-2D 25
MS-2D 20/15
MS-2D 25/10
WP-2D 25
WP-2D 20/15
WP-2D 25/10
WP-2D5 25
WP-2D5 20/15
WP-2D5 25/10
MS-5D 25
MS-5D 20/15
MS-5D 25/10
WP-5D 25
WP-5D 20/15
WP-5D 25/10
Lapas

Ogas

Abolskibe
60000

40000 . 2
——

2
3 2
3 3 |2 3 33722 7
20000 . ;

Koncentracija, pug/g iesvara
BEROONEOOODCNEOROD

DK BC

Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.3133
Skirne 0.0345 | *
Barotne + temperatiira | 0.0042 | **
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10.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas glikonskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie licla skaita bistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of gluconic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Glikonskabhe  MS-2D 25
E MS-2D 20/15
1500 mm MS-2D 25/10
3 1 WP-2D 25
© B WP-2D 20/15
g B WP-2D 25/10
2 [ WP-2D5 25
o 1000 ] [ WP-2D5 20/15
E, 5 3 = WP-2D5 25/10
< [ MS-5D 25
i} 33 ) Em MS-5D 20/15
5 3 2 B MS-5D 25/10
§ 50093 33 1> 1 [ WP-5D 25
< 53 2 3 3 a2 22 mE WP-5D 20/15
N 3 22 2 B WP-5D 25/10
3 B Lapas
y]'\ 111 4 A Ogas
0 T T
DK BC
Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.9797
Skirne 0.3338
Barotne + temperatiira | 0.5671
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11.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas skabenskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita biistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of oxalic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Skabenskabe O/ MS-2D 25
B MS-2D 20/15
150 3 3 B MS-2D 25/10
/= WP-2D 25
© B WP-2D 20/15
§ 3 1 B WP-2D 25/10
@ 3 [ WP-2D5 25
‘= 100 1 WP-2D5 20/15
7‘2 3 3 3 3 ‘ 3 2 /| WP-2D5 25/10
3 3 1 MS-5D 25
5 1 3 2 B MS-5D 20/15
s ) 2, B MS-5D 25/10
§ 50 334 5 [ WP-5D 25
5 al|2 3 /= WP-5D 20/15
¥ 3 2 B WP-5D 25/10
ﬁ ’]_‘ 52 B Lapas
|l\ d 11 1 B Ogas
0 1 1
DK BC
Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.1143
Skirne 0.0141 | *
Barotne + temperatiira 0.0015 | **
Takija tests P vértiba
DK
MS-2D 20/15°C vs. WP-2D 25/10°C | 0.0154 | *
MS-2D 20/15°C vs. Lapas 0.0105 | *
WP-2D 20/15°C vs. Lapas 0.0306 | *
WP-2D 25/10°C vs. MS-5D 20/15°C | 0.0272 | *
WP-2D 25/10°C vs. MS-5D 25/10°C | 0.0376 | *
WP-2D5 25°C vs. Lapas 0.0258 | *
WP-2D5 25/10°C vs. Lapas 0.0254 | *
MS-5D 25°C vs. Lapas 0.0481 | *
MS-5D 20/15°C vs. Lapas 0013 | *
MS-5D 25/10°C vs. Lapas 0.0168 | *
WP-5D 25°C vs. Lapas 0.0454 | *
WP-5D 20/15°C vs. Lapas 0.0454 | *
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12.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas dzintarskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita biistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of succinic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Dzintarskabe

1 MS-2D 25
- B MS-2D 20/15
1000 mE MS-2D 25/10
2 3 WP-2D 25
S 800- BN WP-2D 20/15
> — 3 B WP-2D 25/10
2 3 [ WP-2D5 25
o 2 1 WP-2D5 20/15
3 6004 3 2 £ WP-2D5 25/10
n 5] 2 [ MS-5D 25
S 3 3 3 >  EE MS-5D20/15
5 4007 ) ] B MS-5D 25/10
§ 3| 3 225 3 WP-5D 25
< 3 52 “nll, B WP-5D 20/15
x 200128 ., 1 1 | mm WP-5D 25/10
3 1 B Lapas
0 H 11 Bl Ogas
0 T T
DK BC
Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.6701
Skirne <0.0001 | **x=*
Barotne + temperatira | 0.0219 *
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13-1.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas hinskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita biistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of quinic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

0 MS-2D 25
Hinskabe @ MS-2D 20/15
90000 BEm MS-2D 25/10
85000 N m [ WP-2D25
80000 1 mm WP-2D 20/15
g mm \WP-2D 25/10
> 10000 3 [ WP-2D5 25
2 3 7, 3 WP-2D5 20/15
2 5000 3,3 == WP-2D5 25/10
< 7RI 1 MS-5D 25
% 2000 y mm MS-5D 20/15
© 3 mm MS-5D 25/10
£ 15007 3 WP-5D 25
Q
g 10004 |, 3 53 mEm WP-5D 20/15
>3 3 5 Em WP-5D 25/10
500 3 ’]_‘ 3 3 Ill 2 ’I‘ 3 Bl Lapas
22 ! 22222 BEm Ogas
11 2 9
0 ﬁ |J-| I .Lu i__ I el
DK BC
Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.0303 *
Skirne 0.0609
Barotne + temperatira | <0.0001 | ****
Takija tests P vértiba
DK
MS-2D 25°C vs. Lapas | <0.0001 | ****
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Takija tests (turpinajums) P vértiba
MS-2D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-2D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-2D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-2D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-2D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-2D5 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-2D5 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-2D5 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

MS-5D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-5D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-5D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-5D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-5D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-5D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

BC
MS-2D 25°C vs. WP-2D5 20/15°C 0.0043 | **
MS-2D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-2D 20/15°C vs. WP-2D5 20/15°C | 0.0048 | **
MS-2D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-2D 25/10°C vs. WP-2D5 20/15°C | 0.0025 | **
MS-2D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-2D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-2D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-2D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-2D5 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-2D5 20/15°C vs. MS-5D 25°C 0.0056 | **
WP-2D5 20/15°C vs. MS-5D 20/15°C | 0.0058 | **
WP-2D5 20/15°C vs. MS-5D 25/10°C | 0.0075 | **
WP-2D5 20/15°C vs. WP-5D 25°C 0.0059 | =**
WP-2D5 20/15°C vs. WP-5D 20/15°C | 0.0075 | **
WP-2D5 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C | 0.0077 | **

WP-2D5 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-2D5 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

MS-5D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-5D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
MS-5D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

WP-5D 25°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-5D 20/15°C vs. Lapas <0.0001 | ****
WP-5D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****

13-2.pielikums.
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14.pielikums.

Ar HPLC-MS metodi noteikto sikimskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un ogu
ekstraktos. Kliidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula apkopoti statistiskas
analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita biistisku rezultatu)
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of shikimic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Sikimskabe MS-2D 25
MS-2D 20/15
MS-2D 25/10
WP-2D 25
WP-2D 20/15
WP-2D 25/10
WP-2D5 25
WP-2D5 20/15
WP-2D5 25/10
MS-5D 25
MS-5D 20/15
MS-5D 25/10
WP-5D 25
WP-5D 20/15
WP-5D 25/10
Lapas

Ogas

2000

1500

1000+ 22 2

5004 3 1

Koncentracija, png/g iesvara
(JN NUNNN RUNNRUNAREN RERNN QORN

DK BC

Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba 0.0138 *
Skirne <0.0001 | ****
Barotne + temperatiira <0.0001 | ****
Takija tests P vértiba
DK
MS-2D 25°C vs. WP-5D 25/10°C <0.0001 | ****
MS-2D 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
MS-2D 25/10°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
WP-2D 25°C vs. WP-5D 25/10°C°C | <0.0001 | ****
WP-2D 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
WP-2D 25/10°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
WP-2D5 25°C vs. MS-5D 25°C 0.0285 *
WP-2D5 25°C vs. MS-5D 20/15°C 0.0291 *
WP-2D5 25°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
WP-2D5 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
WP-2D5 25/10°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
MS-5D 25°C vs. WP-5D 25/10°C 0.0009 | ***
MS-5D 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C | 0.0009 | ***
MS-5D 25/10°C vs. WP-5D 25/10°C | <0.0001 | ****
WP-5D 25°C vs. WP-5D 25/10°C 0.0148 *
WP-5D 20/15°C vs. WP-5D 25/10°C 0.001 Fokk
WP-5D 25/10°C vs. Lapas <0.0001 | ****
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15.pielikums

Ar HPLC-MS metodi noteiktas dzintarskabes koncentracijas mellenu kallusu, lapu un

ogu ekstraktos. Klidu nogrieznis — standartnovirze, skaitlis virs tas — n. Tabula
apkopoti statistiskas analizes rezultati (divfaktoru ANOVA un Takija tests pie liela skaita
bustisku rezultatu) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

The concentrations of succinic acid in highbush blueberry callus, leaf and berry extracts as
determined by HPLC-MS method. Error bar — SD, number above it — n. Table shows summary
of statistical analysis results (two-way ANOVA and Tukey’s test for large numbers of
significant differences) *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Hlorogénskabe

o 3 MS-2D 25
20000+ ) B MS-2D 20/15
¢ mm MS-2D 25/10
15000+ O WP-2D 25
© i mEm WP-2D 20/15
5 10000 b 1 d I B \WP-2D 25/10
3 50004 - I WP-2D5 25
2 60T 3 J WP-2D5 20/15
2 = WP-2D5 25/10
g 1 MS-5D 25
g 404 B MS-5D 20/15
£ B MS-5D 25/10
] 3 1 2 1 WP-5D 25
= 3 3 2 E WP-5D 20/15
] 22
X 201 3 2 33 2 5 B WP-5D 25/10
3 33 2 20111 333 33 Bl Lapas
&2 3 3 B Ogas
o [Nmal D g
DK
Variacijas avots P vértiba
Mijiedarbiba <0.0001 | ****
Skirne <0.0001 | ****
Barotne + temperatiira | <0.0001 | ****
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16-1.pielikums.

Ekstraktu sausnes koncentracijas vidgjas vértibas un standartnozirzes, kas izmantotas
antimikrobialas aktivitates testa (n=3).

Average values and standard deviations of dry weigths of extracts used in antimicroobial
activity assay (n=3).

Sausa ekstrakta koncentracijas antimikrobialas aktivitates testa, mg/ ml

Temperatira  barotne 100% konc 25% 12.5% 6.25%
Vid. 4.2 1.050 0.525 0.262
25°C MS-2D
SN 1.1 0.267 0.133 0.067
Vid. 5.8 1.461 0.731 0.365
20/15°C MS-2D
SN 1.6 0.410 0.205 0.102
Vid. 4.8 1.200 0.600 0.300
25/10°C MS-2D
SN 0.2 0.058 0.029 0.014
Vid. 5.3 1.333 0.667 0.333
25°C WP-2D
SN 2.5 0.621 0.310 0.155
Vid. 4.3 1.083 0.542 0.271
20/15°C WP-2D
SN 0.3 0.083 0.042 0.021
Vid. 4.7 1.172 0.586 0.293
25/10°C WP-2D
SN 0.2 0.048 0.024 0.012
Vid. 3.6 0.906 0.453 0.226
25°C WP-2D5
- SN 0.6 0.150 0.075 0.038
% Vid. 5.0 1.244 0.622 0.311
= 20/15°C WP-2D5
« SN 0.2 0.054 0.027 0.013
= Vid. 3.4 0.851 0.426 0.213
25/10°C WP-2D5
SN 2.8 0.691 0.345 0.173
Vid. 3.9 0.967 0.483 0.242
25°C MS-5D
SN 0.4 0.093 0.046 0.023
Vid. 5.0 1.239 0.619 0.310
20/15°C MS-5D
SN 0.3 0.075 0.038 0.019
Vid. 5.0 1.244 0.622 0.311
25/10°C MS-5D
SN 0.4 0.100 0.050 0.025
Vid. 4.6 1.156 0.578 0.289
25°C WP-5D
SN 0.5 0.123 0.061 0.031
Vid. 3.8 0.941 0.470 0.235
20/15°C WP-5D
SN 2.9 0.716 0.358 0.179
Vid. 4.6 1.144 0.572 0.286
25/10°C WP-5D
SN 1.5 0.373 0.187 0.093
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16-2.pielikums

Sausa ekstrakta koncentracijas antimikrobialas aktivitates testa, mg/ ml

Temperatira barotne 100% konc 25% 12.5% 6.25%
Vid. 3.8 0.944 0.472 0.236
25°C MS-2D
SN 0.4 0.096 0.048 0.024
Vid. 4.5 1.128 0.564 0.282
20/15°C MS-2D
SN 0.2 0.051 0.025 0.013
Vid. 4.8 1.211 0.606 0.303
25/10°C MS-2D
SN 1.3 0.328 0.164 0.082
Vid. 3.4 0.850 0.425 0.212
25°C WP-2D
SN 0.2 0.044 0.022 0.011
Vid. 3.9 0.967 0.483 0.242
20/15°C WP-2D
SN 0.3 0.076 0.038 0.019
Vid. 3.8 0.956 0.478 0.239
25/10°C WP-2D
SN 0.6 0.151 0.076 0.038
Vid. 3.4 0.839 0.419 0.210
25°C WP-2D5
— SN 1.2 0.299 0.150 0.075
(%]
= Vid. 5.2 1.289 0.644 0.322
i 20/15°C WP-2D5
g SN 1.4 0.338 0.169 0.084
@ Vid. 4.2 1.044 0.522 0.261
25/10°C WP-2D5
SN 0.1 0.019 0.010 0.005
Vid. 3.7 0.928 0.464 0.232
25°C MS-5D
SN 0.4 0.108 0.054 0.027
Vid. 4.5 1.117 0.558 0.279
20/15°C MS-5D
SN 0.2 0.044 0.022 0.011
Vid. 4.4 1.100 0.550 0.275
25/10°C MS-5D
SN 0.3 0.076 0.038 0.019
Vid. 4.2 1.039 0.519 0.260
25°C WP-5D
SN 1.1 0.264 0.132 0.066
Vid. 4.5 1.117 0.558 0.279
20/15°C WP-5D
SN 0.8 0.196 0.098 0.049
Vid. 5.8 1.439 0.719 0.360
25/10°C WP-5D
SN 0.5 0.135 0.067 0.034
Vid. 5.1 1.267 0.633 0.317
DK lapas
SN 0.4 0.101 0.051 0.025
. Vid. 6.9 1.722 0.861 0.431
Augi DK ogas
SN 0.3 0.069 0.035 0.017
Vid. 4.8 1.2 0.6 0.3
BC lapas
SN 0.2 0.05 0.025 0.0125
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Magistra darbs ,,Barotnu sastava un augSanas temperatiiru variaciju ietekme uz
krimmellenu Vaccinium corymbosum Kallusu ekstraktu antioksidativo un antimikrobialo
aktivitati” izstradats LU Biologijas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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