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KOPSAVILKUMS

Ta ka Latvija un citviet pasaulé rododendrus plasi izmanto visa veida apstadijumos —
gan pilsétu parkos, gan ari piemajas teritorijas, ir svarigi tos pavairot iespéjami 1saka laika un
iegut kvalitativus jaunos augus. Visplasak tiek izmantotas vegetativas pavairoSanas metodes,
jo skirném ir butiski saglabat to gengtisko materialu.

Ir noverota atseviSku endofitisko sénu pozitiva ietekme uz apsaknoSanas procesu, tacu
trikst informacijas par endofitisko sénu ietekmi uz rizogen&zes procesu, pavairojot augus ar
klasiskajam pavairo$anas metodém.

Darba mérkis ir noskaidrot, ka no miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’
sakném izolétas endofitiskas senes Calcarisporium arbuscula un Mortierella sp. ietekmé §is
Skirnes vienpumpura spraudenu ar lapu rizogenézi un turpmako attistibu.

Saja pétijuma novéroja endofitiskas sénes Calcarisporium arbuscula pozitivo ietekmi
uz rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura spraudenu apsaknoSanos, ka ari
dzivotsp&ju ilgtermina, savukart apstrade ar endofitisko séni Mortierella sp. veicina atraku
inicialu un aizmetnu veidoSanos, tomér apsaknoSanas procentualais iznakums ir zems. Gan
1% ISS, gan Mortierella sp. variantiem peroksidazes aktivitates likn€s ir noverojams
sadalijums indukcijas, iniciacijas un ekspresijas fazeés, ko apstiprindja anatomiska izpéete
spraudenu pamatnés.

Eksperimentu veica no 2014. gada novembra lidz 2016. gada janvarim Latvijas

Universitates Biologijas fakultates Augu fiziologijas katedra.

Atslégvardi: endofitiskas sénes, rododendri, rizogenéze, vienpumpura spraudeni ar lapu.



SUMMARY

Rhododendrons are known as decorative plants, which are widely used in all type of
gardens — public parks and infield territories, so there is a need to improve methods of their
propagation for the shortest possible time to obtain high-quality young plants. The most
widely used methods of propagation are the vegetative ones, because they can provide with
genetically uniform plant material.

Fungal endophytes appear to have stimulating effect in rhizogenesis in plants; however
there is lack of information about fungal endophyte effect on adventitious root formation
propagating plants by cuttings.

The aim of this study was to appraise how fungal endophytes Calcarisporium arbuscula
and Mortierella sp. effect formation of adventitious roots and further development in
elepidote rhododendron ‘Babites Lavanda’ leaf-bud cuttings.

We found out that fungal endophyte Calcarisporium arbuscula promotes formation of
adventitious roots and further development in elepidote rhododendron ‘Babites Lavanda’ leaf-
bud cuttings, meanwhile fungal endophyte Mortierella sp. promotes formation of adventitious
roots, but further development of cuttings are poor. Peroxides activity in elepidote
rhododendron ‘Babites Lavanda’ leaf-bud cuttings treated with 1 % IAA and Mortierella sp
revealed phases of rooting — induction, initiation and expression, it was confirmed by
anatomical investigation.

Studies were carried out from November 2014 till January 2016 at the Faculty of

Biology, the Department of Plant Physiology, University of Latvia.

Key words: fungal endophytes, rhododendron, rhizogenesis, leaf-bud cuttings.
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IEVADS

P&éc Vitekera klasifikacijas, dzivos organismus iedala 5 grupas — augu, dzivnieku, sénu,
protistu un mon&ru valstis. Seénu valsti veidojoSie organismi ir mikroskopiskas un
makroskopiskas sénes. Mikroskopiskas sénes iesaistas dazada veida attiecibas ar augiem —
mutualistisku attiecibu gadijuma tas var veidot mikorizu, citas savukart var biit augu endoffiti,
ka arT augu paraziti vai patogéni.

Endofiti ir mikroorganismi, kas koloniz€ dzivo augu ieks$gjos audus, neizraisot tiiliteju
actm redzamu negativu efektu, bet var klut patogéni, saimniekaugam novecojot. Endofitiskas
sénes ir daudzu biologiski svarigu savienojumu sintez&tajas, tas sp&j aizsargat augus no
patog€najiem mikroorganismiem, paaugstinat augu stresa izturibu un sadalit mirstoSos un
mirusos augu audus.

Eriku dzimtai piedero$ie rododendri tiek plasi izmantoti apstadijumos, tapec ir svariga
$0 augu sekmiga pavairo$ana. Sobrid izmanto dazadus rododendru vegetativas pavairo$anas
veidus, ka viena no plasak izmantotajam metodém ir rododendru pavairo$ana ar spraudeniem.
Spraudenu rizogenézes potencials dazadam Skirném varié, tadel ir svarigi noskaidrot, ka
stimulét adventivo saknu veidosSanas rododendru spraudenos, izmantojot ne tikai sintétiskos
augSanas regulators, bet arT augu un mikroorganismu savstarp&jo mijiedarbibu.

Endofitiskas sénes Mortierella sp. un Calcarisporium arbuscula ir izolétas no miuizzalo
rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ sakném. LidzSin€jos pé€tniecibas grupas veiktajos
petijumos ir noskaidrota $o endofitisko s€nu pozitiva ietekme Uz in vitro pavairo$anu un
mikrospraudenu apsaknos$anos ex vitro.

Darba meérkis ir noskaidrot, k& no miiZzzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’
sakném izolétas endofitiskas senes Calcarisporium arbuscula un Mortierella sp. ietekmé §is
Skirnes vienpumpura spraudenu ar lapu rizogené&zi un turpmako attistibu.

Darba uzdevumi ir:

1. Peétit vienpumpura spraudenu ar lapu adventivo saknu inicialu un aizmetnu
veidoSanos dazadiem apstrades variantiem.

2. Noskaidrot peroksidazes aktivitates izmainas vienpumpura spraudenu lapas
saistiba ar adventivo saknu attistibas posmiem atkariba no apstrades varianta.

3. Salidzinat dazadu apstrades variantu ietekmi uz vienpumpura spraudenu

apsaknosanos un turpmako attistibu.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Rododendru gints iss raksturojums

Rododendru gints Rhododendron L. ar vairak neka 1000 sugam pieskaitama &riku
dzimtai Ericaceae un ir viena no lielakajam un izplatitakajam divdigllapjiem piederoSajam
kokaugu gintim (Cakir et al. 2005). Rododendri ir izplatita galvenokart Ziemelu puslodes
aukstajos un me&renajos apgabalos (Vidinola 2000), ka ari Dienvidaustrumazija un
Ziemelaustrumaustralija (Cakir et al. 2005). Vislielaka rododendru dazadiba (vairak neka 700
sugas) ir noverojama Kina, Tibeta, Birma, Indija un Nepala (Cakir et al. 2005), savukart
Eiropa ir sastopamas tikai septinas rododendru sugas (Viinola 2000).

Gints augu izméeri vari€ — tie ir zemi vai vid€ji augsti krimi, retak koki ar miizzalam,
dalgji muzzalam vai vasarzalam lapam (Terzioglu et al. 2001, Kondratovi¢s 2005). Lapas ir
katainas, aug pamisus, izméru zina var sasniegt lielu dazadibu. Ziedi ar katiem, vairogveida
kekaros, dazreiz pa vienam vai tikai daziem, parasti attistas no galotnes pumpuriem, retak —
no sanpumpuriem. Kauslapas un vainaglapas ir saaugusSas. Ziedu krasa ir loti dazada — no
baltas Iidz koSi sarkanai, no dzeltenas Iidz oranZai, no bali violetas lidz gandriz zilai
(Kondratovics 2005), biezi ir noveérojami kontrast&josi plankumi (Cullen 2005). Krasu veido
tris pigmenti — vakuola atrodamie antociani un antoksantini, ka ari citoplazma esoSie
karotinoidi (V&inold 2000). Auglis - pogala, parasti ovala lidz iegarena, atveras dalgji vai visa
garuma. S€klas sikas, 0,5-2 mm garas, daudz, ieslégtas val€ja, pagarinata Caula, gaisi vai
tumsi briinas, spidigas (Kondratovics 2005).

Rododendrus ka kultiiraugus saka izmantot 17. gs. otraja pus€ un lidz $im selekcionari
izveidojusi ap 28000 $kirnu, bet Latvija $is gints introdukcija sakusies 19. gs. divdesmitajos
gados (Kondratovi¢s 2005) un péc LU Rododendru selekcijas un izméginajumu audz&tavas

,,Babite” datiem Sobrid izveidotas 100 rododendru skirnes (Riekstina 2015).

1.2. MiiZzalo rododendru pavairo§ana

Rododendrus var pavairot generativi vai vegetativi. Komerciali izdevigaka ir augu

vegetativa pavairosana, tadgjadi iegustot lielaku skaitu genétiski vienadu augu, kas ir Ipasi

bitiski Skirnu pavairoSana. MiZzalos rododendrus pavairo ar spraudeniem, pot€jumiem un



audu kultaram (Nawrocka-Grzeskowiak 2004a; Eeckhaut et al. 2010). Viena no rododendru
pavairo$anas metodém ir pavairo$ana ar vienpumpura spraudeniem ar lapu. So metodi var
izmantot, ja ir neliels pavairojama materiala daudzums (Hartamann et al. 2014).

Spraudenu rizogenézi ietekmé daudzu faktoru kopums:

e matesauga fiziologiskis stavoklis, vecums un prickSapstrade (Husen and Pal
2003, Oinam et al. 2011, Hartamann et al. 2014);

e spraudenu fiziologiskais stavoklis, ievainojums un apstrade ar ekog€najiem
augsanas regulatoriem (Hartamann et al. 2014; Kurepin et al. 2011);

e vides apstakliem spraudenu rizogenézes laika (Hartamann et al. 2014).

Mates auga fiziologiska stavokla ietekme uz spraudenu rizogenézi. Viens no
faktoriem, kas ietekm@ spraudenu apsaknosSanos, ir matesauga vecums. Juvenilos spraudenos
adventivo saknu veidoSanas process notiek atrak neka nobriedusos augos, ka arT apsaknoSanas
procentualais iznakums ir lielaks (Husen and Pal 2003). P&tijumos par Smirnova rododendra
(Rhododendron smirnowii) spraudeniem konstatéts, ka labi apsaknojas tikai no jauniem
matesaugu stadiem nemti spraudeni (Czekalski 1988). Tomér, pagatavojot spraudenus,
svarigs ir ne tikai pasa mates auga vecums, bet arl spraudenoSana izmantojamo auga dalu
fiziologiskais vecums, ari $aja gadijuma labak apsaknojas no jaunakam auga dalam
pagatavotie spraudeni (Hartamann et al. 2014).

Lai veicinatu spraudenu apsaknosanos, izmanto ar1 tadu metodi ka matesaugu etiolaciju.
Augi vai to dalas tiek turéti tumsas apstaklos, tadgjadi izraisot anatomiskas un fiziologiskas
izmainas auga audos (Hartamann et al. 2014). Sadiem augiem ir novérojams hlorofila
trukums, dzinuma pagarinasanas, mazas lapas, ka ar1 samazinata lignina sintéze, izmainas
fenolu metabolisma un paaugstinat stumbra jutigums pret auksinu. Etiolacijas ietekmé
izmainas arl matesaugu dzinumu anatomija — samazinas sklerenhimas un peridermas
veidoSanas, ka ar1 koksnes biezums, bet palielinas mizas biezums un luksnes staru
paplasSinajumu skaits (Maynard and Bassuk 1996, Apine et al 2011, Hartamann et al. 2014).
Sada matesaugu apstrade var pozitivi ietekmét apsaknoto spraudenu skaitu un saknu skaitu
vienam spraudenim (Hansen and Potter 1997, Husen 2011).

Spraudenu rizogenézi ietekméjosie faktori. Ka iniciacijas faktors adventivo saknu
attistibai de novo kalpo spraudena ievainosana griezuma pagatavosSanas laika, ar sekojosu
ievainojuma atbildes reakciju un saknu regeneracijas procesu (Hartamann et al. 2014). Tomér
ne visam sugam spraudena atdaliSana no mates auga ir pietiekoSs stimuls adventivo saknu

veidoSanai un $adam sugam, tostarp rododendriem, ir nepiecieSama papildus ievainoSana, lai



apsaknosanas process biutu sekmigs (Well 1981). Ievainojuma rezultata ne vien izmainas
ievainoto $tinu metabolisms, bet arT palielinas augSanas regulatoru absorbcijas virsma.

Sekmigai apsaknoSanas procesa norisei, ir svarigs ne vien spraudenu pagatavosanai
nemto auga dalu vecums, bet ari laiks, kura tiek pagatavoti spraudeni. Muzzalajiem
rododendriem optimalais spraudenu pagatavoSanas laiks ir vegetacijas perioda beigas —
oktobrT (Kondratovi¢s 1993; Nawrocka-Grzeskowiak 2004a). Liela loma dalgji parkoksnétu
spraudenu adventivo saknu veidoSanas procesa ir arT spraudena lapai. Ta nodroSina saknu
attistibai nepiecieSamos oglhidratus, fitohormonus un ari citus organiskos savienojumus.
Tomeér lapas piedalas art transpiracija, tapec spraudeniem samazina lapu skaitu un izméru, lai
noverstu tidens zudumu (Hartamann et al. 2014).

Dazadam rododendru sugam atSkiras apsaknoSanas sp&ja, proti, dazam sugam
adventivas saknes veidojas bez ipaSas apstrades, savukart citam ir nepiecieSama papildus
apstrade ar auksina dabas savienojumiem. Biezak izmantotais saknu augSanas stimulators
miuzzalajiem rododendriem ir ISS (indolilsviestskabe) ar koncentraciju 0,8 — 2% atkariba no
kultivéjamas sugas vai Skirnes (Nawrocka-Grzeskowiak 2004b; Hartamann et al. 2014).

Vides faktori. Abiotiskajiem faktoriem ir butiska loma sekmiga rizogen&zes procesa
norisei, tapéc ir svarigi nodroSinat spraudenu augSanai optimalu miturumu, temperatiiru un
apgaismojumu.

Mitrums. Transpiracijas rezultata spraudeni samazinas tidens daudzums, kas var novest
pie spraudena bojaejas, tapec ir svarigi uzturét spraudent tidens balansu starp transpiraciju un
tdens uznemsanu. Udens uznem3ana spraudeni ir proporcionala fidens saturam pavairo$anas
vide, tadel nepiecieSams uzturét pastavigu mitrumu. Lielakajai dalai augu sugu tdens
uznemsSana caur lapam nav galvenais tidens uznemsSanas veids, tapeéc saknu trukuma rezultata
viszemakais tidens Itmenis spraudeni ir novérojams pirmas dienas péc spraudenoSanas un tas
pakapeniski pieaug, izveidojoties saknes aizmetniem. Parmérigi palielinot Gidens daudzumu,
var samazinaties aeracija, kas var novest pie anaerobiem apstakliem un tadgjadi pie spraudenu
bojaejas (Hartamann et al. 2014).

Temperatiira. Optimala apsaknoSanas temperatira merena klimata augiem ir
18 - 25 °C substratam, 21 — 27 °C gaisa temperatira dienas laika un 15 °C — nakti, tomer
daZas sugas labak apsaknojas zemaka temperatiira. Augstas gaisa temperatiiras nodroSina
pumpura pagarinasanos, kas veicina apsaknoSanos, tomér §ada veida tiek zaudets vairak idens
(Hartamann et al. 2014).

Gaisma. Kokaugu spraudeni labak apsaknojas relativi zema apgaismojuma. Parak liels

apgaismojums boja spraudenu lapas un samazina saknu augSanu, tacu parak zems
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apgaismojuma ITmenis palielina apsaknos$anas laiku. Rododendru rizogenézei un talakai
attistibai pec apsaknoSanas ir svarigs ari fotoperiods. Dzinuma augSanu nodroSina dienas

gaismas ilguma samazinasanas (Hartamann et al. 2014).

1.3. Miizzalo rododendra viengadiga dzinuma anatomiska uzbiive

Mizzalo rododendru viengadigiem dzinumiem raksturiga sekundara uzbtive, ko veido
segaudi, miza, liksne, kambijs, koksne, serde (Kondratovica 1986, Kondratovi¢s und Megre
1999, Strzelecka 2007) (1. att€ls). Epiderma (primarie segaudi) augu attistibas sakuma sedz
visas auga dalas — lapas, stumbru, sakni, iznemot saknes uzmavu un augSanas konusu
(Bumbura u.c. 1967). Mazzalo rododendru viengadigiem dzinumiem raksturiga no vienas
Stnu kartas sastavosa epiderma, ko sedz kutikula, médz bat ari trihomi (Jeremin and Boiko
1998, Kondratoviés und Megre 1999, Tezgiil Cakir et al. 2005).

Miza ir stumbra dala, kas atrodas starp epidermu un liiksni un to veido kolenhima,
primaras mizas parenhima un endoderma (Fahn 1990). Rododendriem raksturiga platnu
kolenhima, ko veido 2-3 garenu, blivi sakartotu $tinu karta, bez starpStinu telpam. Primaras
mizas parenhima ir irdeni audi ar lielam starpsiinu telpam. Stinas atrodami kalcija oksalata
kristali — drtzas (Fahn 1990, Tezgiil Cakir et al. 2005). Mizas parenhimas $tinam ir raksturiga
cietes uzkraSanas funkcija (Evert 2006). Miizzalajiem rododendriem ir endoderma, ko veido
blivi sakartotas, dzivas Stinas (Kondratovic¢a 1986).
luksnes Skiedras jeb sklerenhimas Skiedras (Jeremin and Boiko 1998). Sietstobri ir
prozenhimatisku $iinu rindas, kuras savstarpgji savienotas ar sietplatnitem. Pavaditajsiinas ir
specializétas parenhimas $tinas, kuras ir ontogenétiski un fiziologiski saistitas ar sietstobru
posmiem (Fahn 1990) un sietstobru bojaejas gadijuma, iet boja ari ta pavaditajStnas.
Sklerenhimu veido nedzivas Stinas ar lignificéties Stnapvalkiem, kas nodroS$ina mehanisko
izturibu. Radialo sist€ému veido liiksnes staru parenhimas $tinas. Sietstobri nodroSina asimilatu
transportu no to veidoSanas vietas uz uzkraSanas vietam ar osmotiska spiediena palidzibu. Pa
luksni tiek parvietotas arT aminoskabes, fitohormoni, RNS, proteini, signalmolekulas, tadejadi
luksnei ir nozimiga loma komunikacijas nodrosinasana auga Itmeni, ka art augSanas procesa

koordiné$ana (Evert 2006).
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1. attels. MiZzalo rododendru Skirnes ‘Cunningham’s White’ viengadiga dzinuma anatomiska uzbiive
(modificéts Kondratovi¢a 1986). | — epiderma, Il — miza, 11l — liksne, IV — kambijs, V — sekundara
koksne, VI — primara koksne, VII — serde, 1 — kutikula, 2 — platnu kolenhima, 3 — starp$iinu telpa, 4 —
primaras mizas parenhima, 5 — driiza, 6 — endoderma, 7 — luksnes $kiedras (sklerenhima), 8 —liksne,
9 - primara stara paplasSinajums, 10 — primaras serdes stars, 11 — traheja, 12 — sekundarais stars,
13 - koksnes parenhima, 14 — koksnes Skiedras, 15 — traheida.

Figure 1. Anatomical structure of elepidote rhododendron cultivar ‘Cunningham’s White’ one-year-old
shoot. | —epidermis, 1l — cortex, 11 — phloem, IV — cambium, V — secondary xylem, VI — primary xylem,
VIl — pith, 1 — cuticle, 2 — collenchyma, 3 — intercellular space, 4 — cortex parenchyma, 5 — druse,
6 - endodermis, 7 — schlerenchyma, 8 — phloem, 9 - primary ray dilation, 10 — primary rays, 11 — vessel
element, 12 — secondary rays, 13 — xylem parenchyma, 14 — xylem fibres, 15 — tracheids.

Kambijs ir sekundarie meristematiski audi (Fahn 1990), ko veido plans $tnu slanis

(Kitin et al. 2000). Tas ir veidojies no primarajiem veidotajaudiem — prokambija (Fahn 1990).
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Kambija Stnam daloties, virziena uz perifériju veidojas sekundara liksne, bet uz centru —
sekundara koksne (Larson 1994). Miizzalo rododendru viengadigam dzinumam kambija
dalisanas rezultata sekundara koksne veidojas biezaka slani neka sekundara luksne (Tezgiil
Cakir et al. 2005).

Rododendriem raksturiga diftza koksne, kura sastav no trahejam, traheidam, koksnes
Skiedram (libriforma) un koksnes parenhimas $tinam (Merev and Yavuz 2000). Trahejas
sastav no atseviskiem posmiem, kas savstarpgji savienotas ar perforacijam (Dickison 2000).
Trahejas posmus veido garenas Sunas ar lignificétiem Stnapvalkiem, augam sasniedzot
briedumu, tas klust nedzivas (Evert 2006). Sekundara koksne veido vertikalo (aksialo) un
horizontalo (radialo) sisttmu auga. Radialo transportu starp koksni un luksni nodroSina
sekundarie stari. (Evert 2006). Trahejas veic tdens un taja izSkiduSo vielu transportu
(Dickison 2000). Traheidas, koksnes skiedras un koksnes parenhimas $inas nodro$ina baribas
vielu uzkrasanas funkciju (Evert 2006).

Stumbra centralo dalu aiznem serde (Trzelecka 2007). To veido liclas, irdeni sakartotas
parenhimatiskas $tinas. Serdes parenhimas $tinas var uzkraties rezerves baribas vielas un

veidoties driizas (Kondratovica 1986, Fahn 1990).

1.4. Adventivo saknu veidoSanas anatomiskais raksturojums

Priek$noteikums pavairoSanai ar spraudepiem ir adventivo saknu veidoSanas.
Adventivas saknes ir organi, kas veidojas no $inam un audiem no ieprieks attistijusas
virszemes dalas un sakném. Daudziem ekonomiski svarigiem kokaugiem ir zema genétiska un
fiziologiska kapacitate adventivo saknu veidosana, kas ierobezo to pavairo$anu komercialiem
mérkiem (Hartmann et al. 2014).

Adventivo skanu veidoSanas ir atkariga no auga Siinu dediferenciacijas un no ta, vai
talak attistisies saknu sisttma vai virszemes dala. Dediferenciacijas process ir atkarigs no
diferencéto $tinu sp&jas ierosinat daliSanos, veidojot jaunu meristematisku augSanas punktu
(Hartmann et al. 2014).

Attistibas izmainas, kas notiek ievainojuma adventivo saknu de novo attistiba, var
iedalit Cetras stadijas:

1. specifisku diferencétu Stinu dediferencéSanas;
2. sakpu inicialu veidoSanas no S§tnam, kas atrodas vadaudu tuvuma un

dediferencéSanas rezultata kluvusas meristematiskas;
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3. saknes inicialu attistiba par saknes aizmetniem;
4. aizmetna augSana un vadaudu veidosanas starp aizmetni un spraudena stumbra
vadaudiem (Hartmann et al. 2014).

Mizzalo rododendru vienpumpura spraudeniem ar lapu raksturiga ievainojuma inducéta
adventivo saknu veidoSanas. Sakotngji arjas ievainotas $iinas iet boja veidojot nekrotisku
Stnu slani, kas pasarga griezuma virsmu no izz$anas un patogéniem (Hartmann et al. 2014,
Strzelecka 2007). Vadaudu un kambija tuvuma esos$ajam parenhimas Stinam palielinas kodoli
un citoplazma klist blivaka (San-José et al. 1992, Naija et al. 2008). Noteiktas Stinas kambija
un liksnes tuvuma sak dalities un veidot adventivas saknes de novo. Spraudenu adventivo
saknu veido$anas ir vairakfazu attistibas process. ST procesa pamata ir spraudena ievainosana,

resursu mobilizacijas un signalsistéma visa spraudena Iiment (Druege et al. 2016).

1.5. Adventivo saknu veidoSanas fiziologiskais raksturojums

Augu hormoni jeb fitohormoni ir organisko vielu grupa, kas ietekmé fiziologiskos
procesus auga jau pie nelielam koncentracijam (Davies 2010). To galvena loma ir veicinat
augu aklimatizaciju nepartraukti mainigajai apkart€jai videi, stimul&jot augu augsanu, attistibu
un stresa toleranci (Fahad et al. 2015).

Fitohormoni 1937. gada tika definéti ka vielas, kas tiek parvietotas no vienas organisma
dalas uz citu (Davies 2010). Originali $1 termina lietojums augu fiziologija ir atvasinats no
ziditaju koncepcijas par jeédzienu hormoni, kas sevi ietver lokalizétu sintézes vietu ar sekojosu
parvietosanos pa asinsrites sistému uz mérkaudiem (Evert 2006), ka arT fiziologisko atbildes
reakciju kontroli ar hormonu koncentracijas palidzibu. Lai gan pirmais identificétais augu
hormons auksins ietekm& augu augSanu attalinati no sintézes vietas, tomér lidz ar citu
misdienas pazistamu fitohormonu atklasanu, ir tapis skaidrs, ka fitohormoni neatbilst
koncepcijai par ziditaju hormoniem. Fitohormonu sinté€ze var biit lokalizeta, bet ta var notikt
ar1 dazados audos vai Siinas. Ka arT ne vienmé@r ir noveérojams fitohormonu transports,
pieméram, etiléns, iedarbojas tajos pasos audos vai pat $tna, kur tas ir sintezéts (Davies
2010). Fitohormoniem me&dz but ari inhib&josa iedarbiba, bet tas atkarigs no mérkaudu un
hormonu mijiedarbibas. Dazi augu hormoni ir sp&jigi ietekmét citu fitohormonu biosintézi
(Evert 2006).

Tradicionali ir zinamas piecas fitohormonu klases: auksini, citokinini, etiléns,

abscizskabe un giberelini (Evert 2006). Literatira atrodama informacija ar par tadiem augu
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hormoniem ka salicilskabe, brasinosteroidi, jasmonati, ka arT strigolaktons (Wani et al. 2016)
u.c. Auksinam ir liela nozime adventivo saknu veidoSanas, tomér bitisks ir visu hormu
mijiedarbiba un Iidzsavars (2. attéls) rizogenézes procesa gaita (Druege et al. 2016).

Visvairak pétita ir auksina daba savienojumu ietekme. Dabigais auksins ir
indoliletikskabe (IES), kas galvenokart sintez&jas lapu aizmetnos un jaunajas lapas (Evert
2006). Kaut gan auksinu darbibas mehanismi ir pétiti vairak neka 100 gadus, ta biosintézes,
transporta un signalsist€ému celi joprojam nav skaidri (Wani et al. 2016). IES ir iesaistita
daudzos auga attistibas posmos, tostarp, augu polaritaté, veidojot saknes un dzinuma asi
embriogenézes, ka arl Stnu pagarinasanas, diferenciacijas un daliSanas procesos un
gravitropisma un fototropisma regulacija. Polaraja auksina transporta IES parvietojas no $iinas
uz $inu, virziend no dzinuma gala un lapam uz stumbru un no saknu galiem virziena uz
saknes pamatu. ParvietoSanas atrums ir 5 — 20 cm stunda, kas ir atrak neka pasivas difuizijas
atrums (Evert 2006).

Reaggjot uz vides parmainam, nodro$inat signalistémas darbibu un $tinu specializaciju,
auksins iesaistas adventivo saknu veidoSanas procesa (Druege et al. 2016). Pastav saistiba
starp endogena auksina un peroksidazes daudzumu spraudenos rizogenézes laika un ta ka
peroksidazes aktivitate ir vieglak nosakama neka endogena IES daudzums, $o saistibu var
izmantot ka markieri (Gaspar et al. 1994).

Klasiska augu peroksidaze ir hemu saturoS$s enzims, kas katalizé dazadu organisko
savienojumu grupu oksidésanos (Dawson 1988 cit. péc Syros et al. 2004). Tiek uzskatits, ka
peroksidaze ir iesaistita vairakos metabolisma posmos, ka, piem&ram, auksina katabolisma
(De Klerk 1996, Haissig et al 1992 cit. péc Syros et al. 2004). Ar §1 markiera palidzibu
adventivo saknu veido$anos var sadalit tris attistibas fazes (2. attéls): indukcijas, iniciacijas un

ekspresijas fazé (modificéts Gaspar et al. 1997).
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2. attels. Peroksidazes aktivitates un brivas endogénas IES daudzuma izmainas rizogenézes procesa:
indukcijas, iniciacijas un ekspresijas fazeé (modificéts Gaspar et al. 1997).
Figure 2. Generally occurring changes of peroxidase activity and of endogenous free IAA level along

successive induction, initiative and expressive rooting phases.

Viszemaka peroksidazes aktivitate noveérojama indukcijas fazes beigas, Saja laika
endogéna IES daudzums sasniedz maksimumu (Nag et al. 2001). Indukcijas fazé notiek
iniciacijas fazes norisei nepiecieSamas biokimiskas izmainas (Kevers et al. 1997), savukart
histologiskas izmainas nav novérojamas (Gaspars et al. 1994). Iniciacijas faz€ notiek $tinu
daliSanas, kas rezultgjas ar iek$€jo saknu meristému un saknu aizmetnu veidosanos (Kevers et
al. 1997). Peroksidazes aktivitates maksimala un ISS aktivitates zemaka Iimena sasniegSana
norada uz iniciacijas fazes beigam. Tam seko peroksidazes limena pakapeniska kriSanas un
ISS Ilimena léns pieaugums, kas raksturigs ekspresijas fazei (Nag et al. 2001). Saja faze
norisinas saknes aizmetna augSana spraudena iekSien€ ar sekojoSu saknu paradiSanos arpus
spraudena (Kevers et al. 1997).

Fitohormonu mijiedarbiba noveérojama visu adventivo saknu veidoSanas laiku (3. attéls)
un atskirigas fazeés viens un tas pats fitohormons var biit gan ar veicinoSu, gan ar kavéjoSu

iedarbibu (Da Costa et al. 2013).
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3. attéls. Iespéjama fitohormonu mijiedarbiba adventivo saknu veidoSanas laika. NO — slapekla oksids,
CK - citokininsl, ABS — absciskabe, GB — giberelini (modificéts Da Costa et al. 2013).

Figure 3. Possible phytohormonal interactions during distinct phases of the adventitious rooting process.
NO - nitric oxide, CK — cytokinin, ABS — abscisic acid, GB — gibberellin.

Jasmonati var veicinat oglhidratu atraggjosa centra veido$anos pirms indukcijas fazes
vai indukcijas fazes sakuma. Indukcijas fazé piedalas auksins un poliamini, agrinaja
indukcijas fazé piedalas ari citokinini (CK) un etiléns, tomér vélinaja indukcijas faze gan
citokininam, gan etilénam ir inhibgjoss efekts, tapat ka abscisskabei (ABS).

Iniciacijas faz€ auksinam, poliaminiem un gibereliniem (GB) ir inhib&osa loma.
Jasmonati un auksins ir saistiti ar aminoskabém, tad€jadi samazinot So fitohormonu limenim,
ir iesp&jama sekmiga iniciacijas fazes norise. Arf strigolaktoni var samazinat auksina darbibu,
samazinot to transportu un akumulaciju, ka ar7 tie$a veida inhib&t auksina darbibu. Savukart
slapekla oksids (NO) veicina adventivo saknu veidoSanos gan indukcijas, gan iniciacijas faze.
Pastav pozitiva mijiedarbiba starp etilénu un auksinu - etiléns veicina auksina transportu un
stimul@ ta ekspresiju, savukart auksins sekme etiléna biosintezi.

Ekspresijas fazi inducé etilens un GB, savukart ABS to inhibé. Saknu augSana ir

noveérojama péc ekspresijas fazes beigam.
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1.6. Augu un mikroskopisko sénu mijiedarbiba

Augsne ir komplicéta vide, ekosistema, kas sastav no abiotiskajiem un biotiskajiem
komponentiem. Dzivie organismi: augi, sénes, bakt€rijas un augsnes fauna augsné aiznem
dazadas nisas. Tas biotiskas kompleksitates dél augsne ir visgriitak in Situ pétama ekosistéma
(Bills et al. 2004). Fiziologiski visaktivakie un visliclako biomasu sastadoSie mikroorganismi
augsné ir augsnes mikroskopiskas sénes (Bills et al. 2004). Lidz 2004. gadam bija
identificétas ap 74000 s€nu sugas, bet to skaits tiek 1&sts ap 1,5 miljoniem (Hawksworth 2001,
Muller et al. 2004, Mueller and Schmit 2005), tacu ir atrodami avoti, kuros potencialais sénu
sugu skaits sasniedz 3,5 - 5,1 miljonu (O’Brien et al. 2005, Nagy et al. 2011). Tomér, nosakot
patieso sénu sugu skaitu, janem véra, ka pastav liela varbitiba, ka dala ar nakamas paaudzes
sekvencésanas palidzibu atklatas jaunas sugas ir jau iepriek$ aprakstitas, bet nesekvencétas
sénes vai arl tadas sénes, kas nav atrodamas pieejamajas datu bazes. Sadas informacijas
triikums rada neskaidribas par patieso sénu sugu skaitu (Nagy et al. 2011). Nav ari zinams, cik
no sénu sugam mijiedarbojas ar augiem. Augstako augu saknes ir loti cie$a kontakta ar
substratu un dazadi biotiski un abiotiski faktori ietekm& to attisttbu un funkcijas.
Mijiedarbibu, kad mikroorganismi koloniz€ saimnieckauga audus, sauc par simbiozi.
Mutualiskas simbiozes, kad ieguveji ir abi partneri, augs galvenokart apgada simbiontu ar
oglekli apmaina pret aizsardzibu vai limit€tiem resursiem, ka tdens vai mineralelementi

(Peterson et al. 2004).

1.6.1. Augu un to endofitisko sénu raksturojums

Laika gaita izpratne par augu endofitiem ir attistjjusies un mainijusies, tapec literatiira
sastopamas dazada veida definicijas, kas tiek lietotas, lai aprakstitu endofitiskas sénes. Senak
visbiezak lietoja Petrini (1991) definicija — visi organismi, kas bez acimredzamiem
bojajumiem saimniekaugam kada ta dzives posma var kolonizet iek$&jos audus, uzskatami par
endofitiem (Hyde and Soytong 2008). Savukart jaunakos avotos ar terminu ,,augu endofiti”
saprot mikroorganismus, kas koloniz€ augu audus, neizraisot tiilit€ju, acim redzamu, negativu
efektu, bet var kliit patogéni, saimniekaugam novecojot (Aly et al. 2011, Partida-Martinez and

Heil 2011), lidz ar to §1 endofitu definicija sevi ietver epifitiskus organismus, latentos
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patogénus (Ghimire et al. 2004) un saprotrofus (Promputtha 2007), ka arT mikroorganismus,
kas veido mutualistiskas attiecibas ar saimniekaugu (Schulz 2006).

Mikroskopiskas sénes kolonizé visus augu organus, tas atrodamas uz lapu un zaru
virsmas (epifiti), lapu ieks€jos audos (lapu endofiti), miza (mizas endofiti), koksné (koksnes
endofiti un noarditaji), saknés (saknu endofiti) (Stone et al. 2004).

Endofitiskas sénes auga var tikt parnestas (transmitétas) vertikali ar seéklam no mates
auga (Hartley and Gange 2009), vai horizontali - ar sénu sporam auga dzives laika. P&tijumos
ir pieradijies, ka vertikali parnestajiem endofitiem ar saimniekaugu biezak nove€rojamas
mutualiskas attiecibas, savukart horizontali (ar sporam) parnestie endofiti nereti ir augam
kaitigi (Saikkonen et al. 2004, Aly et al. 2011). P&c iekliiSanas saimniekauga audos,
endofitiem raksturigs latentais periods, kas var ilgt visu saimniekauga mizu vai art Iidz s€ném
labveligam parmainam apkartéja vidé vai ari lidz noteiktam auga ontogenézes posmam (Aly
et al. 2011, Partida-Martinez and Heil 2011). P&c latenta perioda endofitiskas sénes var klit
par patogé€niem, saprotrofiem Vvai epifitiem, ka ari mijiedarboties ar citam augu audos
atrodamajam séném (Porras-Alfaro and Paul Bayman 2011).

Tas, vai endofitiskas sénes un saimniekauga attiecibas ir mutualiskas vai parazitiskas, ir
atkarigs no saimniekauga genotipa (Redman et al. 2001, Rodriguez and Redman 2008), jo
endofitu génu ekspresija ir atbildes reakcija saimniekaugam. Tadgjadi, nelielas genétiskas
izmainas abu organismu genomos kontrol€ attiecibas starp saimniekaugu un endofitu (Kogel
et al. 2006, Aly et al. 2011). Tas pierada, ka atseviSkas sénu sugas, kas sp&j izmanit attiecibu
modeli, var noradit uz evolucionaro pareju vai norada, ka §Tm séném ir augsts ekologiskais
plastiskums (Rodriguez and Redman 2008). Sénu un auga attiecibu modelis ir atkarigs arT no
saimniekauga sugas, jo vienas un tas paSas endofitiskas sénes dazados augos uzvedas
atskirigi, pieméram, Colletotrichum gints sénes tiek klasificétas ka patogéni, tomér ta var
iesaistities arT mutualiskas attiecibas ar augiem un nodro§inat tiem aizsardzibu pret slimibam,
sausumu un/vai veicinat augSanu (Redman et al. 2001).

Mutaciju cela ari no endofitiem var veidoties patogéni. Arabidopsis kolonizgjosa
Piriformospora indica viena géna mutants samazina auga augsanu, ka arT sénes iedarbibas
rezultata samazinas séklu raza salidzinajuma ar nekoloniz&tiem augiem vai tiem augiem, kuru
Piriformospora indica ir bez mutacijam. Izmainas génu ekspresija, izplatibas vieta, baribas
vielu daudzuma vai stresa ietekme endofitiem aridzan var izraisit patogenitati (Porras-Alfaro
and Bayman 2011).

Endofitiskas sénes sintez€ ar1 citus vertigus sekundaros metabolitus, pieméram, plasi

izplatita Festuca pratensis endofitiska séne Neotyphodium uncinatum sintezé savienojumus,
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kas nodroSina saimniekauga aizsardzibu pret zaledajiem. Citas endofitiskas sénes nodroSina
augu aizsardzibu pret baktérijam, piem&ram, Alternaria sp., kas izoléta no Sonneratia alba,
nodro$ina aizsardzibu pret Staphylococcus aureus, bet Chalara sp., kas izoléta no Artemisia
vulgaris, nodrosina aizsardzibu pret Bacillus subtilis (Aly 2010), savukart Beauveria bassiana
darbojas gan ka patogéno sénu, gan insektu antagonists (Porras-Alfaro and Bayman 2011).

Endofitiskas sénes spgj aizsargat augus no patogéniem mikroorganismiem, aktivét augu
aizsardzibas sist€mu, paaugstinat augu izturibu pret oksidativo, sals un karstuma stresu,
producét augu sekundaros metabolitus (Aly et al. 2011, Partida-Martinez and Heil 2011) un
fitohormonus, ka ari mobilizét saimniekauga baribas vielu uzpems$anu no rizosféras un
veicinat augganu (Schulz 2006). So Tpasibu dél §is sénes iesp&jams izmantot pavairo$ana,
pieméram, pétijums ar saknu endofitisko séni Piriformospora indica pieradija, ka augu
apstrade ar séni veicina augu augSana un biomasas pieaugumu (Varma et al. 1999).
Visizteiktak endofitisko sénu pozitiva ietekmi uz saimniekaugu augSanu novérojamsa
apstaklos, kad saimniekaugs ir paklauts stresam. Sads pozitivs efekts saistits ar endofitsiko
sénu speju producét fitohormonus — giberelinu un IES. Lidz Sim augsSanu veico$s efekts
novertos tadam endofitisikajam séném ka Phoma glomerata, Penicillium sp. (Wagas et al.
2012), vairakam Fusarium sugam (Fusarium proliferatum, Fusarium verticillioides,
Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum, Fusarium tricinctum) (Tsavkelova et al. 2012,
Khan et al. 2015), Paecilomyces formosus (Khan et al. 2012) un Alternaria alternata (Khan et
al. 2015). Tiesa endofitisko sénu ietekme uz augSanu atklata ari vairakam kokaugu sugam.
Skotijas priedes un Norvégijas egles saknu endofiti veicina saknu attistibu gan stadiem, gan
spraudeniem (Doty 2011).

Tie endofiti, kas ir latentie saprotrofi, klust aktivi tulit péc saimniekauga organu
atmirSanas. Tadgjadi saprotrofi, kas ir sp&jigi kolonizét dzivus saimniekauga audus var sakt
augt uzreiz péc audu atmirSanas, iegiistot prieksrocibas attiecibas pret tiem saprotrofiem, kuri
organiskaja materiala iekltst vélak (Porras-Alfaro and Bayman 2011, Oses et al. 2008). Ir
pieradits, ar1 tas, ka liela dala nobiras atrodamo saprotrofu ir c€lusies no endofitiem
(Promputtha et al. 2007).

Sakotng&ji augu materialu kolonize tadas saprotrofas sénes ka Mucor, Rhizopus un citas
zigomicéSu nodalijuma s€nes, kas biezi ir sastopamas augsnes vai tridvielam bagatos
materialos, ka arT augu rizosfera. Saja kategorija ietilpst ar dazas Pithyum sugas, kas kolonizé
augsné atrodamas augu atliekas, bet vél labak pazistamas ka saknu galu un citu suligu augu

audu patogeni (Deacon 2006).
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1.6.2. Rododendru saknu mikroskopiskas sénes

Zinamie rododendru endofiti ir Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Gliocladium,
Aureobasidium. Sos endofitus var atrast ari lapas, kuram ir sterilizéta virsma. ST briza
pétijumos visbiezak novérotas sénu gintis rododendru lapas in vivo ir Phomopsis, Phoma,
Alternaria, Collectotrichum un Cladosporium. So gindu sénes ir atrodamas dazados
neradnieciskos saimniekaugos. Tas ir konstatétas rododendros Japana un Polija. Latvija
izolétas Guignardia un Pestalotiopsis ir plasi sastopams rododendru lapu endofits ari Japana
(Purmale et al. 2012). Savukart no Somija augo$a Rh. tomentosum lapam izol&tas tadas
endofitiskas sénes ka Penicillium raciborskii, Fusarium sp., Sphaeriothyrium filicinum,
Penicillium namyslowskii, Sordaria fimicola, Pleosporales sp., Penicillium canescens,
Arthrinium phaeospermum, Lecythophora sp., tostarp Fusarium oxysporum, kuras sintez&tos
savienojums izmanto pretvéza lidzeklos (Tejesvi et al. 2011).

Ir veikti pétfjumi par endofitisko s€nu ietekmi uz auga pavairo$anu in vitro, kuros
novérota endofitisko sénu pozitiva ietekme uz augu augSanu un biomasas veidosanu (Varma
et al. 1999), tacu $adu pétijjumu tritkst par klasiskajam pavairoSanas metodém.

Vel viens augu un sénu mijiedarbibas veids ir mikoriza. Lielaka dala sauszemes augu
atrodas mutualiskas attiecibas ar saknes kolonizgjo$am mikorizas séném (Cairney 2000).

Erikoida mikoriza (4. att€ls) veido mutualiskas attiecibas ar virSu rindai piederosajam
Ericaceae un Epacridaceae dzimtam. Sis mikorizas veids ir Ipasi nozimigs neaugligas
augsnés augoSiem augiem, kur augsn€ esoSais slapeklis ir saistits dazados organiskos
savienojumos. Slapeklis augiem galvenokart ir pieejams tikai caur séném, kuras atrodas
smalkajas saknés (Peterson et al. 2004). Smalkako saknu epidermas Stinas koloniz€joSo sénu
hifas veido iek$Stinu hifu tinumus (Read 1996, Peterson et al. 2004). Identificétas sénu sugas
galvenokart pieder Ascomycotina apaksnodalijumam (Peterson et al. 2004). Vislabak
pazistama erikoido mikorizu veidojosa séne ir Hymenoscyphus ericae, kas ir dominanta suga
Eiropa (Straker 1996, Berch et al. 2002). Tacu zinams, ka erikoido mikorizu sp&j veidot ari

Pezizella ericae un Oidiodendron maius (Lin et al. 2010).
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4. attels Erikoida mikorizas kolonizétas Epacris impressa saknes epidermas $iinas (Read 1996).

Figure 4. Epacris impressa root epidermal cells root epidermal cells ericoid mycorrhiza.

No mizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ divus gadus veca stada sakném ir
izolétas tadas sénes ka Mortiarella sp., Hansfordia, divas Acremonium gints sénes, ka ari
Calcarisporium arbuscula (Dokane et al. 2012).

Calcarisporium arbuscula ir asku séne, kas pieder Hypocreales rindai, Clavicipitaceae
dzimtai (Hyde et al. 2011, Wijayawardene 2012).

Sakotngji C. arbuscula tika izol&ta no veseliem Russula un Lactarius auglkermeniem un
tika uzskatits, ka C. arbuscula ir endofits (Watson 1955). Pétijumiem turpinoties, tika atklats,
ka C. arbuscula piemit zemas saprotrofas sp&jas, ka arT parazitiskas Tpasibas (Watson 1965) —
sp&ja sadalit hitinu (Gray and Baxby 1968). Léno augSanas ipaSibu dél, §1 séne ir spé&jigi
izdzivot augsné tikai Tsu laika periodu, ka ari nav sp€jiga konkur€t ar augsnes séném
kolonizgjot sterilu substratu, kas lieck domat par §is sénes parazitiskajam IpaSibam. Tacu C.
arbuscula sintezg antibiotikas, kas inhibé daudzu sénu augsanu, tadgjadi sénu auglkermeni,
kurus inficgjusi C. arbuscula ir rezistenti citu sénu izraisitajam infekcijam. Sis Tpasibas dél
var uzskatit, ka C. arbuscula ir spgjiga veidot endofitiskas attiecibas ar atseviskiem

saimniekaugiem un pasargat tos no mazak specializétu sénu infekcijas (Watson 1965).
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Calcarisporium arbuscula ir izoléta ari no dazadiem augiem — Dendrobium candidum,
D. noble (Yu et al. 2002), ka arT Fagus sakném (Watson 1965).

Mortierella gintij piederosie organismi ir plasi izplatitas augsnes s€nes (Bue'e et al.
2009, Nagy et al. 2011), Sobrid ir identificétas apméram 100 sugas (Nagy et al. 2011). Gints
pieder ZigomicéSu (Zygomycota) nodalijumam, Mortierellomycotina apakstipam,
Mortierellales rindai, Mortierellaceae dzimtai (Poll et al. 2010, Hoffmann et al. 2011).
Mortierellomycotina apakstips izveidots 2011. gada, atdalot Mucorales un Mortierellales
rindas, kuras Iidz §im veidoja Mucoromycotina apastipu (Hoffmann et al 2011).

Mortierella veidotas kolonijas ir balta krasa un biezi vien vilnveidigi parklajas, dazam
sugam ir kiploku vai sipolu aromats (Alexopoulos et al. 1996). Sai gintij piedero$ajam senem
ir neregulari septétas hifas, ka arT raksturigi bazalie rizoidi. Sporangijnesgji veidojas no
micélija vai gaisa hifam, tie parasti ir zaroti, retak vienkarSi. Sporangijos ir tikai viena vai
vairakas sporas. Kolumella nav attistijusies. Sporas ir apalas vai elipsveida, ar gludu vai
rievotu virsmu. Mortierella spp. veido Kkailas zigosporas. Mortierella sugas var biit
homotalliskas, bet liclakoties tas ir heterotalliskas (Voigt and Woestemeyer 2001, Cannon and
Kirk 2007, Shelest and Voigt 2014).

Sakotngji Mortierella gintij piederosas mikroskopas sénes tika izol&tas no sénu
auglkermeniem, kuros tas parazit€ja. Tomer Mortierella sp. ir tipiski augsnes saprotrofi, tas
aug uz ekskrementiem, mirstoSiem augiem un makroskopiskajam séném. Atseviskos
gadijumos ir novérots, ka Mortierellales ir cilvéku un dzivnieku oportiiniskie patogéni
(Hoffmann et al. 2011).

Mortierella gints séném ir ari plass komerciali izmantojamo Tpasibu spektrs, tas ir
sp&jigas noardit herbicidus (Badawi et al. 2009.) un hitinu (Zhao et al. 2008), tomér visplasak
tas pazistamas ar sp&ju sintez&t lipidus (Wu et al. 2015, Harde et al. 2016).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Eksperimentos izmantota muZzalo rododendru Skirne

Eksperimenta izmantoja muzzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura
spraudenus ar lapu. Skirni 1979. gada no Katavbas rododendra (Rh. catawbiense Michx.)
brivas apputeksné$anas s€jeniem izdalijis R. Kondratovi¢s. Ta apstiprinata 2000. gada
(Leslie 2004). Miizzalo rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ krimi médz but 2-2,5 m augsti

un 1,5 m plati un zied ar violetiem ziediem (Kondratovics 2005).

2.2. Eksperimentos izmantotas mikroskopiskas senes

Endofitiskas sénes Calcarisporium arbuscula un Mortierella sp. ir izolétas no
miizzalo rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ 2 gadus vecu stadu sakném. Tas audz&ja uz
kartupelu dekstrozes agara barotném. Mortierella gints s€nes turja tumsa, istabas
temperatira, bet C. arbuscula tumsa +4°C temperatira (atbilstosi apstakliem, kados tas

izdalitas no sakném).
2. 3. Rododendru pavairo$ana ar vienpumpura spraudeniem ar lapu.
Eksperimenta no svaigi grieztiem kartgja gada dzinumiem pagatavoja vienpumpura
spraudenus ar lapu, kas sastav€ja no pieaugusas lapas ar paduses pumpuru un 2-3 cm garu

dzinuma fragmenta (5. attéls). Lapu platnes saisinaja par 1/3, lai samazinatu transpiracijas

virsmu.
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5. attéls. MuZzalo rododendru vienpumpura spraudenu ar lapu pagatave$ana. A — rododendra dzinums,
B — vienpumpura spraudenis ar lapu; 1 — griezuma linijas (Kondratovi¢a 1981).

Figure 5. Making of elepidote rhododendron leaf-bud cuttings. A - rhododendron shoot, B - leaf-bud
cuttings; 1 — cutting lines.

Eksperimenta izmantoja Cetrus eksperiemntalos vienpumpura spraudenu variantus — tris
apstrades variantus un kontroli. Divu apstrades variantu spraudeniem stumbra ievainojuma
virsmu apstradaja ar rododendru saknu endofitisko sénu Mortierella sp. un Calcarisporium
arbuscula sporu suspensiju un talka pulveri. Vienam apstrades variantam spraudenu stumbra
ievainojuma virsmu apstradaja ar 1 % indolilsviestskabes (ISS) - talka pulveri. Kontroles
varianta spraudeniem stumbra ievainojuma virsmu apstradaja ar tiru talka pulveri.

Abas eksperimenta izmantotas endofitiskas sénes iepriek§ ir izolétas no miuZzalo
rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ divgadiga stada sakném. Tas izdalitas un saglabatas
kultira uz kartupelu dekstrozes agara (KDA) barotném. Suspensijas iegiiSanai 1 cm? lielu
gaisa mic€lija fragmentu sajauca ar 20 ml destiléta tidens un mikroskopiski, izmantojot
hemocitometru noteica sénu sporu koncentraciju (Parsa et al. 2013). Sporu uzskaiti veica 10
atkartojumos. Sporu koncentracija abu sénu suspensijas sasniedza 3 X 10° sporas mi™.

Spraudenus spraudenoja plastmasas déstu kastes (30 x 60 x 10 cm), kuras ka substratu
izmantojot kiidras un pussatridéjusu priezu skuju maisijumu (pH 4.2). Substratu pirms
spraudenoSanas samitrindja. Ar pik€jama irbuliSa palidzibu izveidoja bedrites, kuras ievietoja
spraudenu dzinuma dalu Iidz paduses pumpuram. Substratu ap spraudeni nedaudz sablivéja,
lai, viegli pavelkot aiz lapas, spraudenis turétos substrata. Kastes nosedza ar plévi un par
normalu mitruma rezimu liecinaja Gdens kondensata pilieni uz pléves ieksgjas virsmas.
Spraudenus turgja 23 °C temperatiira diena un 20 °C temperatira nakti, ar 16 h ilgu

fotoperiodu.
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Anatomisko preparatu pagatavosanai materialu ievaca no 1. Iidz 5. dienai, katru dienu
un turpmak katra treSaja, respektivi, 8., 11., 14., 17., 20., 23., 26., 29. diena péec
spraudenosanas, pa 9 spraudeniem no katra apstrades varianta. Tris no ievaktajiem
spraudeniem izmantoja anatomisko preparatu pagatavoSanai, savukart ievakto spraudenu

lapas sasald€ja -20 °C, lai velak tas varétu izmantot peroksidazes aktivitates noteikSanai.

2.4. Anatomisko preparatu pagatavoSana un izpéte

Paraugus péc ievaksanas fikséja FEE (formalins - etikskabe - etanols) $kiduma. 100 ml
fiksatora (Ruzin 1999) pagatavosanai izmantoja:
e etanols 96% — 50ml,
e ledus etikskabe — 5ml;
e formalins (37% formaldehids) — 10ml;
o destiléts idens — 35ml.
P&c paraugu uzglabasanas fiksatora FEE paraugus pakapeniski attidenoja etanola un
terc-Butanola (TBA) Skidumos (1. tabula) (Ruzin 1999).

1. tabula
AtuidenoSanas shéma ar Terc-Butanola maisijumiem.
Table 1.
Dehydration schema by Tert - Butanol mixture.
Nr. p. k. 96 % 100 % Destilets | TBA | Vazelinella | Ekspozicijas
etanols etanols | tdens (ml) | (ml) (ml) laiks (h)
(ml) (ml)
1. 50 40 10 24
2. 50 30 20 24
3. 50 15 35 24
4, 50 50 24
5. 25 75 24
6. 25 75 24
7. 100 24
8. 100 24
9. 67 33 24
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P&c atidenosanas paraugiem veica histovaska (DiaWax, Diapath, Italija) infiltraciju.

1. Vispirms nolgja 1/3 tilpuma TBA un vazelinellas maisijuma un aizstaja to ar tadu
pasu tilpumu tira izkauséta histovaska, trauku bez vaka ievietoja termostata 58 °C.

2. P&c 24 stundam nolgja pusi maisijuma tilpuma un aizstaja ar tadu pasu tilpumu tira
izkauseta histovaska.

3. Procediru atkartoja 3 reizes ik péc 24 h.

4. Histovaska infiltraciju peédgjais solis bija visa TBA un vazelinellas maisijjumu
nolie$ana un aizstasana ar tiru izkausétu histovasku.

5. So soli atkartoja 3 reizes ik pec 24h (Ruzin 1999).

Infiltrétos paraugus katru atseviski parlgja ar histovasku un ievietoja atpakal termostata
uz 24 stundam. P&c iznemsSanas no termostata paraugiem lava sacietét. Saciet€juSo materialu
montgja uz rotacijas mikrotoma (Leica RM 2145 — Rotary Microtome, Leica Microsystems
Nussloch GmbH) apalaja paraugu turétaja, un pagatavoja 20 pm biezu griezumu s€rijas.
Griezumus ievietoja tdeni (Gdens temperatira +50°C), no kurienes tos iznéma ar
priekSmetstikliem, kas ieprieks noklati ar olas baltumu.

PriekSmetstiklus ar griezumiem ievietoja priekSmetstiklu turétaja un apstradaja ar
sekojosiem Skidumiem:

e 100% ksilols — 10 min

e 100% ksilols — 10 min

e 100% etanols-ksilols (1:1) — 2min
e 96% etanols — 2min

e 70 % etanols — 2min

e 50 % etanols — 2min

e Destiléts tidens — 2min

e Astra zilais — safranins — 1min
e Destiléts tidens — 2min

e Destiléts tidens — 2min

e Destiléts tidens — 2min

e 96% etanols — 2min

e 96% etanols — 2min

e 100% etanols — 2min
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e 100% Etanols-ksilols (1:1) — 2min
e 100% ksilols — 2 min
e Pertex (HistoLab) (modificéts Braune et al. 1999).
Preparatu izpétei un fotograféSanai izmantoja gaismas mikroskopu Leica DM5500 un
digitalo fotokameru DFC490. legiito att€lu apstradi veica, izmantojot darba staciju Dell

Precision™ T7400 un datorprogrammu Image-Pro Plus v. 6.2.

2.5. Senu izoleSana un noteikSana

Endofitiskas sénes no spraudenu stumbriem un sakném izolgja uz KDA.

Lai iegiitu 0,5 1 kartupelu dekstrozes agara barotnes izmantoja 150 g kartupelu, 5 g
dekstrozes un 10 g agara. Nemizotus kartupelus nomazgaja, sagrieza nelielos gabalinos, varija
20 min un nolgja. Tad tam pievienoja dekstrozi, agaru un nepiecieSamibas gadijuma
papildinaja ar tideni Iidz 0,5 | Skiduma.

Sagatavotas barotnes un stikla Petri plates, kuras velak sal§ja skidumus, autoklaveja
20 min 121 °C 1 atm. spiediena.

Lai parliecinatos, vai inokulacija notikusi veiksmigi, endofitiskas sénes izol&ja no
vienpumpura spraudenu stumbriem rizogenézes laika. Divas un Cetras ned€las péc
spraudenosSanas, tris apstradato spraudenu stumbrus no katra apstrades varianta, ar rokas
mikrotomu un bardas nazi sagrieza ~25 pm biezos griezumos. Stumbra fragmentus 2 miniites
steriliz€ja ar 3,5% natrija hipohloritu (70% balinatajs ACE) un tris reizes skaloja ar destilétu,
autoklavetu tideni. No katra spraudena ~ 8 griezumus lika uz iepriek$ sagatavotam kartupelu
dekstrozes agara barotném. Péc tam, kad izolétas endofitiskas sénes bija izaugusas, tas katru
atseviski pars€ja uz barotném.

Sénu izoléSanai no apsaknotajiem spraudeniem izmantoja tris spraudenus no Kkatra
apstrades varianta un kontroles varianta. Sénes izol€ja no vienpumpura spraudenu sakném,
kuras ar skalpela palidzibu sadalija nelielos fragmentos un sterilizgja tapat ka stumbrus. No
katra spraudena 10 saknu fragmentus lika uz iepriek§ sagatavotam KDA barotném ta, lai
saknu fragmenti savstarp&ji nesaskartos, ar sterilizé€tu filtrpapiru atsiica lieko mitrumu. Péc
tam, kad izolétas endofitiskas sénes bija izaugusas, tas katru atseviski pars€ja uz barotném.

Sakotngjo sénu piederibu noteica, balstoties uz morfologiskajam pazimém, un

vajadzibas gadijuma veica mikroskopéSanu.

26



2.6. Gvajakola peroksidazes aktivitates noteikSana

Gvajakola peroksidazes aktivitates noteikSanai izmantoja Skirnes ‘Babites Lavanda’
vienpumpura spraudenu lapas. No katra varianta ievaca 9 spraudenus - tirs biologiskos
atkartojumus - un izmantoja 0,5 g augu materiala no katra atkartojuma. Lapas sasaldgja
Skidraja slapekli un saberza ar piestu porcelana tigeli. Enzimu ekstragéSanai izmantoja 25
mmol I HEPES/KOH buferi (pH 7.2), kas sastavéja no 1 mmol I EDTA, 0.8 % Triton X-
100 un 3 % polivinilpolipirolidona. Enzimus ekstragéja 15 min 4 °C temperatira.
Homogenatu centrifug€ja 20 min, ar paatrinajumu 13000 g. Analiz€m izmantoja supernatantu
(Andersone, levinsh 2002).

Peroksidazes aktivitati merjja ar spektrofotometru 470 nm vilnpu garuma. Reakcijas
maisjums sastavéja no 2 ml 50 mmol 1-1 Na;HPO4/NaH,PO, bufera (pH 7.0) ar 10 mmol I-1
gvajakola, 0,5 ml 0,03 mol I-1 H,O; un 0,1 ml enzimu ekstrakta. Ka kontrolskidumu
izmantoja reakcijas Skidumu pirms H,O, pievienosanas. Enzima aktivitati aprékinaja ka

absorbcijas izmainas miniit€ uz 1 g audu svaigas masas.
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3. REZULTATI

3.1. MiZzalo rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura spraudenu stumbra

un adventivo saknu veido$anas anatomiskais raksturojums

Spraudenu anatomisko izp&ti veica miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’
vienpumpura spraudenos to adventivo saknu veidoSanas laika.

Lai noskaidrotu, ka notiek adventivo saknu veidoSanas vienpumpura spraudenos
dazadiem apstrades variantiem un kada ir endofitisko sénu ietekme uz apsaknosanas procesu,

veica spraudenu anatomisko izpéti eksperimenta sakuma (6.attels).

S— -zEPd
6. Attels. Rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ Kontroles varianta vienpumpura spraudena stumbra
anatomiska uzbiive 1. diena péc spraudeno$anas. Srd- serde, Ksn — koksne, Kmb — kambijs, Lksn —
liiksne, End — endoderma Mz — miza, Sklh - sklerenhima, Epd — epiderma. Nogrieznis atbilst: A-100 pm,
B —30 pm.
Figure 6. Anatomical structure of rhododendron cultivar ‘Babites Lavanda’ stem of leaf-bud cutting 1
day after insertion in substrate in untreated variant.
Srd — pith, Ksn — xylem, Kmb — cambium, Lksn — phloem, Mz — cortex, End — endodermis, Sklh —

schlerenchyma, Epd — epidermis. Scale bar: A-100 pm, B — 30 pm.
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Mizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ dzinums sastav no epidermas, mizas,
luksnes, kambija, koksnes un serdes.

Eksperimenta pirmajas dienas var€a noveérot nekrotisku audu slana veidoSanos
(7. attéls) uz ievainojuma virsmsas. Griezuma izdariSanas laika ievainotas mizas $inas gaja

boja un izveidoja aizsargslani.

7. attéls. Nekrotisko audu slanis (bulta) rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ kontroles varianta
vienpumpura spraudeniem 2. diena péc spraudenosanas. Nogrieznis atbilst 50 pm.
Figure 7. Layer of necrotic cells (arrow) of rhododendron cultivar ‘Babites Lavanda’ leaf-bud cutting 2

days after insertion in substrate in untreated variant. Scale bar - 50 pm.

Audu nekrotizeé$anas ievainojuma vieta visiem eksperimentalajiem variantiem
norisinajas vienlaicigi, 1idzigi ka mizas rétaudu un kallusa veidoSanas (8. attéls), kas bija

nakosais anatomiski noveérojamais posms.

8.attéls. A Rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura spraudenu A - mizas rétaudi (bultas) 4.
diena péc spraudenosanas; B - kalluss (bultas) 8. diena péc spraudenosanas. Nogrieznis atbilst: A - 100
pm; B — 30 pm.

Figure 8. Elepidote Rhododendron cultivar ‘Babites Lavanda’ leaf-bud cutting A —scar tissues of cortex
(arrows) 4 days after insertion in substrateb in untreated variant; B - Callus cells (arrows) 8 days after

insertion in substrate in untreated variant. Scale bar: A - 100 pm; B — 30 pm.
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Pirmie mizas rétaudi noverojami Cetras dienas p&c spraudenosanas, savukart labi
izveidojies Kkalluss visos eksperimentalajos variantos redzms astonas dienas péc
spraudenosanas. Kallus un mizas rétaudi bija novérojami ka nedifercgjusies Stinu grupa, kas
veidojas ievainojuma vieta.

Nakamais anatomiski konstat€jamais posms bija adventivas saknes iniciala veidoSanas
(9. attels), kad laksnes staru paplasinajumu vietas noveéroja stinu grupas, kas veidoja ieapalas
formas struktiiras. Visatrako inicialu veidosanos uzradija C. arbuscula apstrades varianta
spraudeni, kam pirmos inicialus konstat€ja jau 3. diena péc spraudenoSanas. Spraudeniem,
kuru apstradei izmantoja 1 % ISS un apstradi ar endofitisko séni Mortierella sp. pirmie

iniciali bija novérojami 4. diena p&c spraudenosanas, savukart kontroles variantam - 5. diena

péc spraudenosanas.

9. attéls Adventivo saknu iniciali (bultas) miizzalo rododendru $kirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura
spraudeniem ar lapu: A - kontolres variantam 5 dienas péc spraudenosanas; B — 1 % ISS apstrades
variantam 4. diena péc spraudeno$anas; C - Calcarisporium arbuscula apstrades variantam 3. diena péc
spraudenosanas; D - Mortierella sp. apstrades variantam 4 dienas péc spraudeno$anas. Nogrieznis atbilst
30 pm.

Figure 9. Adventitious root initial (arrows) in leaf-bud cuttings of elepidote rhododendron cultivar
‘Babites Lavanda’ A — control 5 days after insertion in substrate; B - treated with 1 % IAA 4 days after
insertion in substrate; C - treated with Calcarisporium arbuscula 3 days after insertion in substrate;

D - treated with Mortierella sp. 4 days after insertion in substrate. Scale bar - 30 pm.
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Saknu aizmetnu veidoSanos novéroja diviem apstrades variantiem (2. tabula) —
spraudeniem, kas apstradati ar endofitisko séni Mortierella sp. 11. diena p&c spraudenosanas
un spraudeniem, kas apstradati ar 1 % ISS 23. diena péc spraudenoSanas (10. attels).
Anatomiskajos preparatos noverotie saknes aizmetni bija parravusi sklerenhimas gredzenu un

sakuSi augSanu caur mizu. Saknes aizmetnu attistibas gaita bija sakusi veidoties saknei

raksturiga forma un $tinu izkartojums.

10. attels. Saknes aizmetnis (bultas) miizzalo rododendru §kirnes ‘Babites ‘Lavanda’ vienpmpur
spraudenim: A - 1 % ISS apstrades variantam 23. diena péc spraudeno$anas; B - Mortierella sp. apstrades
variantam 11. diena péc spraudeno$anas. Nogrieznis atbilst: 100 pm.

Figure 10. Root primordia (arrows) in leaf-bud cutting of elepidote rhododendron cultivar ‘Babites
Lavanda’: A - treated with 1 % IAA 23 days after insertion in substrate; B - treated with Mortierella sp.

11 days after insertion in substrate. Scale bar - 100pm.

Kontroles varianta un apstrades varianta ar endofitsko séni C. arbuscula saknu
aizmetnus nenoveroja.

Divus meéneSus péc eksperimenta sakuma, noveért€ja spraudenu apsaknoSanas
procentudlu iznakumu. Anatomisko noveérojumu galvenie rezultati, apsaknoSanas
procentualais iznakums eksperimenta gaita, ka ari spraudenu dzivotsp&jas procentualais

iznakums ilgaka laika peroda apokopoti 2. tabula.

31



2. tabula

Anatomisko struktiiru attisttba miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’
vienpumpura spraudeniem ar lapu un talaka spraudenu attistiba.

Table 2

Development of anatomical structers in elepidote rhododendron cultivar ‘Babites

Lavanda’ during formation of adventitious roots and further development.

. . . . Apsaknotie Apsaknotie
Pirmais saknes Pirmais saknes . -
e e oo . . s spraudeni 2 spraudeni 7
. inicials (dienas | aizmetnis (dienas A e
Variants péc pec meénesus péc meénesus péc
. . spraudenoSanas | spraudenoSanas
spraudenosanas) | spraudenosanas) (%) (%)
Kontrole 5. diena 29 dlen‘f la.l ka 96 % 58 %
nenoveroja
1% ISS 4. diena 23. diena 94 % 73 %
Calcarisporium 3 diena 29 dlenl,_l la}ka 92 % 20 %
arbuscula nenoveroja
Mortierella sp. 4. diena 11. diena 85 % 47 %

Sakotngji C. arbuscula, 1 % ISS un kontroles varianti uzradija lidzigus rezultatus -
apsaknoto spraudenu skaits bija > 90 %, savukart apstrade ar Mortierella sp. nodrosinaja
veiksmigu apsaknoSanas procesu 85 % apstradato spraudenu.

Pirms izstadiSanas ara apstaklos spraudenu aklimatizacija notika siltumnicas, kur
augdanas apstakli vairs netiek stingri kontroléti. Sados apstaklos ne visiem apsaknotajiem
spraudeniem bija pietieckami augsta adaptacijas sp€ja un no sakotngji apsaknotajiem
spraudeniem visaugstako dzivotsp&ju ilgaka laika peroda uzradija tie spraudeni, kuru
apstradei izmantoja augSanas regulatoru — 1 % ISS un endofitisko séni C. arbuscula, savukart
vissliktak apkartgjas vides parmainam pielagojas kontroles varianta spraudeni, ka ari tie

miizzalo rododendru spraudeni, kuru apstradei izmantoja Mortierella sp. sporu suspensiju.
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Lai parbauditu, vai endofitiskas sénes Mortierella sp. un C. arbuscula ir koloniz&jusas
vienpumpura spraudenu audus, eksperimenta beigas veica atkartotu sénu izolésanu. NoO

vienpumpura spraudenu stumbra atkartoti izol&ja tikai C. arbuscula.

3.2. Miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura spraudenu

peroksidazes aktivitate adventivo saknu veidoSanas laika

Lai sekotu rizogen&zes procesa norisei, ka markieri pétjjuma izmantoja peroksidazes
aktivitates izmainas miizzalo rododendru lapas. Ta ka anatomiskajiem p&tijumiem izmantoja
spraudenu pamatnes, spraudenu lapu izmantoSana peroksidazes pétijumiem nodrosinaja to, ka
peroksidazes aktivitate tiek noteikta tiem pasiem paraugiem, kuri tieck mikroskopéti.

MiZzzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura spraudenu 1 % ISS
apstrades variantam (11. attéls) un Mortierella sp.apstrades variantam (12. attéls) sakotng&ji
novérojams peroksidazes aktivitates strauj§ kapums Iidz eksperimanta 2. dienai, kam sekoja
strauj$ peroksidazes aktivitates kritums lidz 3. dienai 1 % ISS apstrades variantam un lidz 4.
dienai Mortierella sp. apstrades variantam. Abos apstrades variantos novéroja nelielu
peroksidazes aktivitates pieaugumu lidz 5. dienai, kam sekoja peroksidazes aktivitates
samazin$anas Iidz 14. dienai 1 % ISS apstrades variantam un Iidz 17. dienai Mortierella sp.
apstrades variantam. Talak abiem apstrades variantiem sekoja nelielas perosksidazes

svarstibas Iidz eksperimenta beigam.
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11. attels. Peroksidazes aktivitates izmainas rizogenézes laika miiZzalo rododendru S$kirnes ‘Babites
Lavanda’ vienpumpura spraudenos 1 % ISS apstrades variantam.
Figure 11. Change in peroxidase activity in leaf-bud cutting of elepidote rhododendron cultivar ‘Babites

Lavanda’ treated with 1 % IAA.

AA470 min -1 g-1 svaigas masas
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Dienas péc spraudenosanas

12. attéls. Peroksidazes aktivitates izmainas rizogenézes laika miiZzalo rododendru Skirnes ‘Babites
Lavanda’ vienpumpura spraudenos Mortierella sp. apstrades variantam.
Figure 12. Change in peroxidase activity in leaf-bud cutting of elepidote rhododendron cultivar

‘Babites Lavanda’ treated with Mortierella sp.
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Calcarisporium arbuscula apstrades variantam nebija novérojams peroksidazes
aktivitates picaugums eksperimenta 2. diena, ka tas bija visos pargjos eksperimentalajos

variantos (13. attéls), tomér vargja noverot 1énaku tas aktivitates samazinasanos.

6

AA470 min -1 g-1 svaigas masas
w

2.2 3. ENS, 8. 11. 14. 17. 20. 23. 26. 29.

Dienas péc spraudenosanas

13. attels. Peroksidazes aktivitates izmainas rizogenézes laika miuiZzalo rododendru Skirnes ‘Babites
Lavanda’ vienpumpura spraudenos Calcarisporium arbuscula apstrades varianta.
Figure 13. Change in peroxidase activity in leaf-bud cutting of elepidote rhododendron cultivar ‘Babites

Lavanda’ treated with Calcarisporium arbuscula.

Peroksidazes aktivitates kritumam lidz 5. eksperimenta dienai sekoja neliels pieaugums
lidz 11. eksperimenta dienai ar kritumu 14. diena, kam seko gvajakola peroksidazes
aktivitates nevienmérigs, bet strauj§ kapums, kas norada uz paaugstinatu peroksidazes
aktivitati.

Kontroles variantam (14. attéls), tapat ka 1 % ISS apstrades variantam (11. attéls) un
Mortierella sp.apstrades variantam (12. att€ls) lidz 2. dienai ir nov€rojams peroksidazes

aktivitates pieaugums, kam sekoja peroksidazes aktivitate kritums Iidz pat 11. dienai.
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14. attels. Peroksidazes aktivitates izmainas rizogenézes laika miiZzalo rododendru S$kirnes ‘Babites

Lavanda’ vienpumpura spraudenos kontroles variantam.
Figure 14. Change in peroxidase activity in leaf-bud cutting of elepidote rhododendron cultivar ‘Babites

Lavanda’ in control.

Péc tam sekoja nevienmerigs peroksidazes aktivitates kapumu lidz pat eksperimenta

pedgjai dienai.
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4. DISKUSIJA

Par endofitisko sénu ietekmi uz augu pavairoSanu gan ar klasiskajam pavairosSnas
metodém, gan audu kulturas ir veikti dazadi petfjumi. Lidz $im galvenokart aprakstita
endofitisko sénu ietekme uz dazadiem morfologiskiem parametriem, pieméram, aprakstita
Piriformospora indica pozitiva ietekme uz pelargoniju un puansetiju spraudenu saknu skaitu
un vid€jo garumu (Druege et al. 2007), Iidzigi arT divi nenoteikti piparmé&tru endofitisko sénu
izolati veicina piparmétru dzinumu augsanu in vitro apstaklos (Mucciarelli et al. 2003). Sadi
rezultati ieglti arT ar augstajam krimmelleném, kur in vitro audz&tu augu apstrade ar to saknu
endofitiskajam séném Lachnum sp. un Cadophora sp. veicinajusi dazadu krimmellenu $kirnu
dzinumu augSanu (Bizbani and Dames, 2015), tatu anatomiski fiziologisko pétijumu par
endofitu izmanto$anu gan klasiskas pavairoSanas, gan mikropavairo$anas procesa trukst. Lai
noveértétu endofitisko sénu ietekmi uz miuzzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’
vienpumpura spraudenu ar lapu rizogen&zi, ir svarigi veikt ne vien konkr&tu spraudenu
anatomisko analizi, bet arT izmantot kadu metodi, kas sniedz visparigu priekSstatu par
eksperimenta materialu. Biokimiskas analizes var tikt lietotas ka markieri, lai raksturotu
spraudenu apsaknosanas procesu (De Klerk 1996). Ka markieri rizogenézes procesa analizé
izmantoja gvajakola peroksidazes aktivitates dinamiku. Ta ka iepriek$€jos pétijumos ir
apstiprinats, ka peroksidaes aktivitates izmainas, kas raksturigas rizogenézes procesam un
klasiski konstat€§jamas miuZzzalo rododendru vienpumpura spraudenu pamatnés, ir
noverojamas ar1 spraudenu lapas (Megre et al. 2011), tad Saja petjjuma izmantoja miiZzalo
rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’ vienpumpura spraudenu lapas. Tas nodroSindja, ka
spraudenus, kuru lapas izmantoja peroksidazes aktivitates noteikSanai, vélak mikroskopgja, lai
precizi noteiktu adventivo saknu veido$anas anatomiskas stadijas.

Eksperimenta sakuma anatomisko atbildes reakciju uz ievainojumu starp kontroles
variantu un apstrades variantiem nenoveroja, tad€jadi var secinat, ka apstrade ar edofitiskajam
séném un 1 % ISS neizraisija izmainas kallusa un mizas rétaudu veidosanas procesa, lai gan
literatiira ir minéts, ka mikroskopiskas sénes var ietekmé& augu metabolismu (Presti et al.
2015), tadgjadi kavgjot augu atbildes reakcijas uz ievainojumu — kallusa un mizas rétaudu
veidoSanos.

Peroksidazes aktivitates izmainas miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Lavanda’
vienpumpura spraudenos 1 % ISS un Mortierella sp. variantiem atbilst Gaspara 1997. gada

izveidotajai peroksidazes aktivitates Iiknei, ko var izmantot ka markieri rizogenézes fazu
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raksturoSanai. Indukcijas faz€ noveérojams peroksidazes aktivitates kritums Iidz minimumam,
kam seko tas piecaugums lidz maksimumam iniciacijas faze. Savukart, ekspresijas faze
novérojama pakapeniska peroksidazes aktivitates samazinasanas (Gaspar et al. 1997). Gan
1% ISS, gan Mortierella sp. variantiem peroksidazes aktivitates likn€s ir novérojams
sadalfjums indukcijas, inicidcijas un ekspresijas fazes. Sada likumsakariba novérota ari
pétijumos ar zemenkoka (Arbutus unedo L.) un parastas ives (Taxus baccata L.) dzinumu
spraudeniem (Metaxas et al. 2004). Vieniga atskiriba, no klasiskas peroksidazu aktivitates
dinamikas bija, ka $aja eksperimenta 1 % ISS, Mortierella sp. variantiem (11. un 12. attéls)
iniciacijas faz€ pirms peroksidazes aktivitates krituma vispirms novéroja tas pieaugumu.
Visticamak tas saistits ar atbildes reakciju uz ievainojumu (vienpumpura spraudeniem
ievainojuma virsma ir visa spraudena garuma), jo zinams, ka mehaniski bojajumi izraisa
taliteju gvajakola peroksidazes aktivitates pieaugumu un paaugstinatu peroksidazes génu
ekspresiju (Minibayeva et al. 2015). Rizogenézes fazes apstiprinaja arT anatomiskie p&tijumi —
adventivo saknu inicialus abiem eksperimenta variantiem konstatgja iniciacijas fazeé 4. diena
(9. attéls). Lai gan sakotngji abos variantos saknes iniciali veidojusies viena diena, turpmaka
saknes aizmetnu attistiba norisinas atskirigi. Mortierella sp. variantam pirmo saknes aizmetni
novéroja jau 11. diena péc spraudenosanas, kamér 1 % ISS eksperimenta variantam aizmetni
noveroja 23. diena p&c spraudenosanas (10. att€ls). Lidzigi rezultati iegiiti ari ar muzzalo
rododendru Skirnes ‘Nova Zembla’ 1 % ISS spraudeniem, kuriem 22. diena konstatgja pirmo
adventivas saknes aizmetni (Dumin$ 2015). Savukart Mortierella sp. variantam adventivas
saknes aizmetna atro attistibu var€tu skaidrot ar endofitiskas s€nes pozitivo ietekmi uz
rizogenézes procesu. Petijumos ar Mortierella gintij piederoso endofistisko séni Mortierella
elongata konstatéts, ka inokulétiem spraudeniem nove€rojama izmainita ar baribas vielu
uznemSanu saistito g€nu ekspresija, arpusSiinas sekret€to proteinu un plazmatiskas
mambranas receptoru aktivitate. lesp&jams, M. elongata samazina auga aizsardzibu, lai
lidzsvarotu energijas resursus, kas nepiecieSsami auga augSanai un turpmakajam kolonizacijas
procesam (Vilgalys et al. 2016).

C. arbuscula variantam nenoveéroja peroksidazes aktivitates izmainas (13. att€ls), kas
atbilstu Gaspara 1997. gada izveidotajai peroksidazes aktivitates izmainu liknei. Lidzigi ka
aprakstits literatiira (Gaspar et al. 1994, Gaspar et al. 1997., Nag et al. 2001), eksperimenta
sakuma lidz 5. dienai noveroja strauju peroksidazes aktivitates samazinaSanos, kas parasti ir
raksturigi indukcijas fazei, kuras laika anatomiskas izmainas netiek novérotas (Gaspar et al.
1994), tacu C. arbuscula varianta spraudeniem jau 3. diena p&c spraudenosanas konstatgja

pirmo saknes iniciali (9. att€ls), kas ir neraksturigi miizzalajiem rododendriem. Literatiira
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miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites Baltais’ vienpumpura spraudeniem pirmie adventivo
saknu iniciali konstatéti 9. diena (Megre et al. 2011), miizzalo rododendru Skirnes ‘Babites
Lavanda’ vienpumpura spraudeniem — 7. diena (Dokane 2010). Atskiriba no pargjiem
variantiem, C. arbuscula varianta vienpumpura spraudeniem nenovéroja peroksidazes
aktivitates palielinaSanos pirmajas eksperimenta dienas, kas, iesp&jams, varétu biit saistams ar
kadu peroksidazes aktivitati inhib&josu savienojumu klatbiitni sénes suspensija, ar ko pirms
spraudenosanas apstradaja spraudenus. Literatiira aprakstits, ka, sakoties infekcijas procesam,
kur§ sakotn&ji biokimiska limeni notiek tapat ka kolonizacijas process (Presti el al. 2015),
mikroskopiskas sénes izdala efektorus, kuru darbibas rezultata augos novérojama dazadu
enzimu, taja skaita arT peroksidazes, aktivitates samazinasanas (Zeilinger et al. 2015). Tas
notiek, lai veiksmigam infekcijas vai kolonizacijas procesa sakuma apspiestu saimniekauga
aizsargreakciju (Rafiqi et al. 2012; Presti el al. 2015). Iesp&jams, ari C. arbuscula suspensija
satur€ja Sos savienojumus, kuru darbibas rezultata nebija noveérojams peroksidazes aktivitates
picaugums eksperimenta pirmajas dienas. Peroksidazes aktivitates kritumam Iidz 5.
eksperimenta dienai sekoja neliels pieaugums lidz 11. eksperimenta dienai ar kritumu 14.
diena un turpmaku nevienmérigu peroksidazes aktivitates pieaugumu lidz eksperimenta
beigam. lesp&jams, tas saistams ar endofitiskas sénes iesaistiSanos spraudena metabolisma
procesos péc vienpumpura spraudenu inokulacijas. Adventivo saknu aizmetnu attistibu §1
varianta vienpumpura spraudeniem nenoveéroja, tacu eksperimenta beigas bija apsaknojusies
92 % spraudenu.

Lidzigi ka 1 % ISS un Mortierella sp. variantam, kontroles variantam pirmajas
eksperimenta diends noveroja peroksidazes aktivitates pieaugumu, kam sekoja strauj$
peroksidazes aktivitates kritums lidz 5. eksperimenta dienai un turpmakas aktivitates
svarstibas lidz eksperimenta beigam (14. att€ls), kas tapat ka C. arbuscula variantam,
neatbilda Gaspara 1997. gada izveidotajai peroksidazes aktivitates liknei. Saknes inicialu
veidoSanas kontroles varianta notika vislénak, kas norada uz visu tris apstrades variantu
pozitivo ietekmi uz sakne inicidlu veidoSanos. Arl kontroles varianta anatomiskajos
preparatos saknes aizmetnus nenoveroja.

Lai parliecinatos par miizzalo rododendru vienpumpura spraudenu rizogenézes procesa
sekmigu norisi, divus meéneSus péc spraudenoSanas noteica spraudenu apsaknoSanas
procentudlo iznakumu. Sakotngji kontroles varianta apsaknotu spraudenu skaits bija par
2 - 11 % lielaks neka pargjos apstrades variantos. Procentuali visaugstako rezultatu no Siem

variantiem uzradija spraudenu apstrade ar 1 % ISS.
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Spraudenu attistibas procesa ir bitiska ne vien spraudenu apsaknoSanas, bet ar1 spgja
pielagoties apkartgjas vides mainigajiem apstakliem. Rododendru vienpumpura spraudeni
apsaknojas kontrolétos augSanas apstaklos, bet aklimatizacija pirms izstadiSanas uz lauka
notika siltumnicas. Sados apstaklos, kur gaisa temperatiira vairs netick stingri kontroléta un
arl gaisa relativais mitrums vari€, ne visi apsaknotie spraudeni bija spgjigi izdzivot.
Dzivotspéjigo spraudenu skaitu atkartoti noteica péc septiniem ménesiem. Saja uzskaite
konstatgja, ka kontroles varianta spraudeni nespgj tik labi pielagoties mainigajiem vides
apstakliem, iesp&jams, Siem spraudeniem nebija tik labi attistita saknu sistéma. Vislabako
efektu spraudenu aklimatizacija uzradija apstrade ar 1 % ISS un miizzalo rododendru Skirnes
‘Babites Lavanda’ saknu endofitisko séni C. arbuscula, kuras veiksmiga inokulaciju
aptipringja ar atkartotu izolaciju. Abi apstrades varianti ilgtermina nodrosinaja dzivotsp&ju
vairak neka 70 % apstradato augu. lesp&jams, ka C. arbuscula pozitiva ietekme ir saistita ar
sp&ju producét fitohormonus — giberelinu un IES, lidzigi ka citam literatlira aprakstitajam
endofitiskajam séném (Tsavkelova et al. 2012, Wagas et al. 2012, Khan et al. 2015). C.
arbuscula sintezg ari antibiotikas, kas inhibé daudzu sénu augSanu, tadgjadi §1 endofitiskas
séne var pasargat saimniekaugu no mazak specializ€tu sénu infekcijas un palielinat spraudenu
dzivotspgju ilgtermina (Watson 1965).

Apstrade ar Mortierella sp.veicinaja pirmo adventivo saknu attistibu vienpumpura
spraudeniem, tomér jau 2 meéneSus péc spraudenoSanas §1 apstrade uzradija viszemako
apsaknoSanas procentualo iznakumu. Arf septinus méneSus péc apstrades $1 negativa ietekme
pastiprinajas, iesp&jams tas ir saistits ar Mortierella gints sénu saprofitisko dzivesveidu.
Literatiira aprakstits, ka mikroskopiskas sénes infekcijas un kolonizacijas laika izdala dazadus
savienojumus, kas sp&j aktivét dazadus ar fitohormoniem, piem&ram, etilénu, jasmonskabi vai
salicilskabi, saistitus metabolisma celus (Presti et al. 2015). Iesp&jams, ka ari Mortierella sp.
gadijuma sénes suspensijai ir $ada ietekme, kas ir ka blakus ietekme paSam kolonizacijas
procesam, kas tie$a veida nav saistama ar sénes saprotrofo dzivesveidu, kur§ izpauZzas
eksperimenta beigu posma.

Nemot veéra, ka apstrade ar 1 % ISS un C. arbuscula eksperimenta gaita uzradija
lidzigus rezultatus, pétjjumus ar So endofitisko séni butu jaturpina, izvert§jot ietekmi uz

vienpumpura spraudenu dzivotsp&ju ilgaka laika perioda.
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Mizzalo rododendru skirnes 'Babites Lavanda' vienpumpura spraudenu apstrade ar
1% ISS un $is Skirnes saknu endofitisko séni Calcarisporium arbuscula nodrosina
atraku saknu inicialu veidosanos, lielaku apsaknosSanas procentualo iznakumu, ka ari
dzivotspgju ilgtermina.

Mizzalo rododendru skirnes 'Babites Lavanda' vienpumpura spraudenu apstrade ar $is
Skirnes saknu endofitisko séni Mortierella sp. veicina atraku adventivo saknu inicialu
un aizmetnu veidosanos, tomér apsaknosanas procentualais iznakums ir zemaks neka
citiem variantiem.

Visi izmantotie apstrades varianti pozitivi ietekm& miuzzalo rododendru Skirnes
'Babites Lavanda' vienpumpura spraudenu adventivo saknu inicialu veidoSanos,
salidzot ar kontroles variantu.

Gvajakola peroksidazes aktivitates izmainas miZzzalo rododendru Skirnes 'Babites
Lavanda' vienpumpura spraudenu lapas ir neviennozimigas, un to izmantoSana par

markieri rizogenézes fazu atpazisanai ir Skirnes specifiska.
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