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SAĪSINĀJUMU U N TERMINU SKAIDROJUMS 

2,4-D 

IPA 

BAP 

IES 

6-benzi laminopurīns 

2,4-dihlorfenoksiet iķskābe 

indoli l-3-etiķskābe 

N 6 - (A 2 - izopenteni l )adenīns 

NES 1 -naft i let iķskabe 

PVPP polivinilpolipirolidons 

Eksplants: izolēta audu vai orgānu daļa, ko izmanto in vitro kultūru iegūšanai. 

Nekroze: lokāla audu atmiršana. 

Neorganogēns kal luss: proliferējošs kalluss, no kura nediferencējas orgāni. 

Organogēns kalluss: kalluss, no kura veidojas, vai var veidoties dažādi auga 

orgāni. 

Proliferācija: šūnu, audu vai orgānu vairošanās in vitro. 

Subkult ivēšana: šūnu un audu pārstādīšana no v ienas barotnes otrā. 

Taksons: jebkurš no grupējumiem augu klasifikācijas ietvaros, p iemēram, ģints, 

suga, šķirne, hibrīds. 

Vitrif ikācija: šūnu hiperhidrācija - to var izraisīt augsta citokinīnu koncentrāci ja 

barotnē, šķidra barotne un citi faktori . 



Termins "ka l luss" apzīmē nediferencētu vai mazdi ferencētu audu un 

šūnu neorganizēt i augoša amorfu masu, kas veidojas gan in vivo, gan in vitro. 

In vivo kal lusa ve idošanās notiek ievainojuma vietā. In vitro tas tiek uzskatīts par 

vienu no kultūru ve id iem, kal lusa ve idošanos no eksplant iem stimulē gan 

ievainojums, gan in vitro kult ivēšanas apstākļ i . Kallusa kultūru izmanto dažādu 

teorēt isku un prakt isku uzdevumu risināšanai. Piemēram, augu pavairošanā; 

sekundāro vielu iegūšanā; selekci jā - t ransgēno augu iegūšanai, pret dažādiem 

stresa faktor iem izturīgu formu veidošanai ; šūnu un protoplastu kultūru 

iegūšanā; dažādu morfoloģisko procesu - dediferenciāci jas, reģenerāci jas, kā 

ari f izioloģisko procesu pētīšanā. 

Kal lusa veidošanās in vitro, tā proliferācijas un reģenerāci jas potences ir 

ģenētiski noteiktas. Dažādu taksonu aug iem atšķiras arī morfoģenēt iskos 

procesus st imulējošie in vitro v ides apstākļ i . Tos parasti noskaidro empīriski -

daudzu eksper imentu reultātā. Pašlaik arvien lielāka uzmanība t iek pievērsta 

bioķīmisko un f izioloģisko rādītāju izmaiņu pētīšanai, lai izskaidrotu novērotās 

atšķirības in vitro kultūru attīstībā, ļautu to prognozēt un vadīt, optimizējot 

kult ivēšanas apstākļus. Šajā sakarā īpaša uzmanība t iek veltīta antioksidatīvo 

fermentu, p igmentu, fenola savienojumu kvalitatīvajai un kvantitatīvajai analīzei, 

kas dod informāciju par morfoģenēzes procesu norisi un audu un šūnu reakciju 

uz dažādiem apkārtējās vides faktor iem. 

Rhododendron L. ģints augiem subkul t ivējamas kal lusa kultūras 

iegūšana līdz šim nav aprakstīta. Tomēr kal lusa kultūras izmantošana pavērtu 

jaunas iespējas darbā, kas saisīts ar rododendru selekci ju, pavairošanu un 

morfof izioloģisko procesu īpatnību analīzi. Latvijas Universitātē jau apmēram 40 

gadus nodarbojas ar Rhododendron L. ģints augu vispusīgu pētīšanu dažādos 

virzienos - introdukcija, akl imatizācija, selekci ja, pavairošana, anatomija, 

morfoloģi ja, f izioloģija. Šim nolūkam darbs ir organizēts LU Augu audu kultūru 

laboratori jās (AAKL) un LU Rododendru selekcijas un izmēģinājumu audzētavā 

"Babī te" . Viens no pašreizēj iem A A K L uzdevumiem ir rododendru 



subkult ivējamas kal lusa kultūras iegūšana. Tādēļ šim darbam t ika izvirzīts 

mērķis: noskaidrot rododendru kal lusoģenēzes un kal lusa kultūras attīstību 

ietekmējošos faktorus un attīstību raksturojošos morfof izioloģiskos rādītājus. 

Atbi lstoši mērķ im tika izvirzīti šādi darba uzdevumi: 

- noskaidrot dažādu orgānu un audu eksplantu kal lusoģenēzes potenci , gada 

attīstības cikla un kult ivēšanas apstākļu ietekmi uz Rhododendron L. ģints augu 

kallusa kultūras iegūšanu un proliferāciju; 

- anal izēt peroksidāzes, katalāzes un fenola savienojumu sastāvu dažādu 

Rhododendron L. ģints augu kal lusos atkarībā no kult ivēšanas apstākļ iem. 



1. L ITERATŪRAS APSKATS 

1 .1 . Kal lusa kultūra 

1 .1 . 1 . Kallusa kultūras raksturojums 

Kallusa kultūra ir viens no in vitro kultūru ve id iem, ko var raksturot kā 

neorganizēti augošu mazdiferencētu šūnu va i audu amorfu masu. Tās attīstībā 

izšķir trīs etapus [Pierik, 1987]: 

- kal lusoģenēze, j e b kallusa ve idošanās; 

- kallusa proliferācija; 

- reģenerāci ja - organoģenēze vai embr ioģenēze. 

Pirmajā kal lusoģenēzes etapā notiek special izēto eksplanta šūnu 

dediferenciācija, k o var inducēt ievainojums [Калинин, 1980; Бутенко и др., 

1987] vai eksp lanta novietošana uz proliferāciju veic inošas barotnes, kas satur 

auks īnusva i citokinīnus [Бутенко, 1975; Кордюм и др., 1980; Bhojvvani, 1983]. 

Jau R. Butenko (1975; 1987) savos apskatos min, ka dediferenciāci jas procesā 

šūnas redeterminējas, ta jās inducējas spēja intensīvi dalīties. 

Šajā etapā šūnās notiek dažādas anatomiski - morfoloģiskas un 

bioķīmiskas izmaiņas. Novērots endoplazmat iskā t īkla, Goldži kompleksa 

elementu, po l i somu un brīvo r ibosomu daudzuma pieaugums [Бутенко, 1975; 

Кордюм и др. , 1980], kā ari kodol iņu skaita un izmēru pal iel ināšanās [Бутенко, 

1975] un mitohondri ju apjoma samazināšanās [Кордюм и др., 1980]. Ja 

eksplanta ir meristemātiskās šūnas, tajās var izbeigt ies mitoze. In vitro šīs 

šūnas palielinās ap jomā, zaudē meristemātisko šūnu fo rmu, mainās to kodola 

un c i top lazmas struktūra [Crevecoeur et al., 1992] un t ikai tad notiek dal īšanās, 

kas noved p ie kallusa audu veidošanās [Бутенко и др., 1987]. 

Dediferenciācijas laikā šūnās notiek rezerves barības vielu izmantošana 

[Бутенко, 1975] u n audu specif isko olbaltumvielu izzušana [Бутенко и др., 

1987]. Pastiprinās t -RNS un r-RNS, DNS un dalīšanās procesā esošām šūnām 

raksturīgu olbaltumvielu sintēze [Бутенко и др., 1975; 1987]. Novērotas 

izmaiņas fe rmentu aktivitātē, p iemēram, kata lāzes [Siminis et al., 1994]. E. 

Bensons [Benson et al.,1992] izvirza hipotēzi, ka dediferenciāci jas laikā tiek 

з 



veicināta brīvo radikālu veidošanās, tātad ir paaugst ināta oksidatīvā stresa 

varbūtība. Eksper iment i ir parādījuši, ka kal lusoģenēzes intensitāte atkarīga no 

taksona, ekspa ln tu veidojošo audu un orgānu veida, to attīstības pakāpes, in 

vitro kult ivēšanas fizikālajiem un ķīmiskaj iem faktoriem un cit iem apstākļ iem 

[Калинин, 1980; Румянцева и др., 1989]. No vienas puses šie faktor i , īpaši ar 

vidi saistī t ie, var veicināt aktīvo skābek ļa fo rmu veidošanos, bet no otras puses -

ietekmēt antioksidatīvās aizsargsistēmas aktivitāti. Ir pierādījumi, ka oksidatīvais 

stress ir v iens no iespējamiem iemesliem šūnu nekrozei un ci tām parādībām, 

kas ir novērjomas gadījumos, k a d in vitro kultūra ir grūti iegūstama [Siminis et 

al., 1994] . T a s liek domāt, ka šādos gadī jumos dediferenciāci jas laikā kāds no 

biotiskajiem vai abiot iskaj iem faktor iem ir veicināj is papi ldus aktīvā skābekļa 

formu veidošanos un oksidatīvā stresa iestāšanos. Tomēr jārēķinās ar 

atsevišķām tendencēm, kas novērotas in vitro kultūru attīstībā, p iemēram, 

biežāk brūnē kokaugu nekā lakstaugu eksplant i [Z immerman, 1985]. 

Dediferenciācijas procesā nobriedušās, special izētās šūnas, zaudējot 

savu special izāci ju, atgriežas juvenī lā stāvoklī [Бутенко и др., 1974; 1975; 

1987; Narayanaswamy, 1988] . Domājams, ka faktors, kas nosaka 

rejuvenil izāciju, atrodas citoplazmā. Uz to norāda izdarītie eksperiment i ar 

nobriedušu šūnu kodolu pārvietošanu uz juvenīlu šūnu c i top lazmu, kā rezultātā 

juvenīla kļūst visa šūna [Bonga, 1982]. Tomēr rejuvenilizācijas mehānisms vēl 

nav pi lnībā noskaidrots [Chen, 1990], nav atklāta arī šī procesa bioķīmiskā daba 

[Pierik, 1990] . Ir atsevišķi mēģinā jumi rejuvenalizētus audus raksturot ar 

peroksidāžu, fenola savienojumu saturu [Pierik, 1990]. Dediferencētas, 

rejuvenalizētas šūnas dalās intensīvi , tām ir liels augšanas un dal īšanās 

potenciāls, īpašos apstākļos t ās spēj reģenerēt orgānus vai embri jus [Pierik, 

1987]. 

Otrajā - kal lusa kultūras attīstības e tapā sākas intensīva dediferencēto 

šūnu proliferācija u n veidojas kal luss [Бутенко, 1975]. Kallusā ir nediferencēti 

vai mazdi ferencēt i audi, visbiežāk kalluss nav homogēns un tajā ir gan 

diferencēti, gan nediferencēti audi vienkopus [Hussey, 1986; Kyte, 1987; 

Cachita et a l . , 1990] . Neorganizētā masa sastāv no parenhimat iskām šūnām 



[Th imann, 1977; Калинин, 1980; Dornelas et al., 1992]. Parasti proliferācijas 

st imulēšanai citokinīni un/vai auksīni ir nepieciešami zemākā koncentrāci jā 

nekā ka l lusoģenēzei [Калинин, 1980; Pierik, 1987]. Subkult ivējot kalluss 

proliferē un to var kultivēt in vitro neierobežoti ilgi [Бутенко, 1975; 

Narayanswamy, 1988]. 

Kal lusu morfoloģijā, pigmentāci jā un augšanas intensitātē ir novērotas 

atšķir ības [Бутенко и др., 1987; Narayanaswamy, 1988]: audi var būt kompakt i 

va i i rdeni, balt i va i krāsaini [Калинин, 1980; Кордюм и др., 1980; 

Narayanaswamy, 1988]. Jāatz īmē, ka viena taksona ietvaros tas var būt 

atkarīgs no eksplanta pozīcijas augā, no mātesauga augšanas apstākļ iem in 

vivo, kā arī in vitro kult ivēšanas apstākļ iem [Hussey, 1986; Narayanaswamy, 

1988], subkul t ivēšanas i lguma un eksplanta audu f izioloģiskā stāvokļa [Hussey, 

1986]. Kult ivējot, kal lusa morfoloģi ja var mainīt ies [Румянцева и др., 1989]. 

In vitro šūnas var saglabāt daļu sugai , indivīdam, orgānam un audiem 

raksrurīgās iezīmes. T o apliecina kaut vai sekundāro produktu sintēze [Бутенко, 

1975; У р м а н ц к в а , 1988]. Subkul t ivēšanas laikā ir iespējama mutāci ju rašanās 

[Boxus, 1987; Табацкая и др. 1988]. Ja kalluss pastiprināti uzņem ūdeni var 

veidot ies vitrificēti aud i [Murashige, 1990]. Vitrif ikācija biežāk notiek šķidrās 

bartotnēs, vai ar i , ja barotnē ir l iela citokinīnu koncentrāci ja [Pierik, 1987]. Šajā 

etapā, pēc va i rākām subkul t ivēšanām, var notikt arī kal lusu "p ie rāšana" -

kalluss kļūst irdens un tā proliferācijas st imulēšanai nav nepieciešami auksīni 

un/vai c i tokinīni . Iespējams, ka šajos gadī jumos šūnās notikušas antioksidatīvo 

fermentu aktivitātes izmaiņas [Hagege et al., 1992; Le Dily et al . , 1993 ( b ) ] , un 

veidojušies f i tohormonu biosintēzei nepieciešamie ferment i [Thimann, 1977]. 

Uzskata, ka "p i e rāšana " var veidoties epiģenētisku izmaiņu [Бутенко и др., 

1987; Gaspar et al., 1992 ( a ) ] vai mutāci ju rezultātā [Бутенко и др., 1987]. Ja 

kallusu izmanto augu pavairošanai, tad subkult ivēšanas laikā tas nedrīkst 

zaudēt reģenerāci jas potenciālu - tam jāsaglabā ģenēt iskā stabil itāte, jo 

iegūta jam materiālam jābūt ģenēt isk i identam ar izejas mater iā lu. 

Trešajā kal lusa kultūras attīstības - reģenerāci jas - etapā notiek šūnu un 

audu rediferenciāci ja: veidojas adventīvie orgāni vai notiek somatiskā 



embrioģenēze. Šī etapa pamatā ir šūnu tot ipotences teori ja, kas nosaka, ka 

šūna ir mazākā bioloģiskā v ienība, saturoša ģenēt isko informāciju, kas ļauj 

reģenerēt veselu augu, ja tā atrodas atbi lstošā vidē [Bhojwani et a l . , 1983; 

Boxus, 1987]. Lai šī iedzimtā tot ipotences spēja izpaustos, d i ferencētām šūnām 

vispirms jādedi ferencējas, un t ikai tad var notikt rediferenciācija [Bhojwani et al. , 

1983]. Jāatzīmē, ka rediferenciāci ja iespējama arī t ieši no dedi ferencētām 

šūnām, apejot kal lusa fāzi [Bhojwani et a l . , 1983; Kyte, 1987]. Lai inducētu 

reģenerāci ju, nepieciešamas izmaiņas kult ivēšanas apstākļos. Klasiskais F. 

Skuga darbs [Skoog et al., 1957] ar tabakas kallusa audiem pierāda, ka 

adventīvo dz inumu veidošanos stimulē relatīvi augsta citokinīnu koncentrāci ja 

barotnē, bet adventīvo sakņu inducēšanos - auksīnu. Jāatz īmē, ka ir gadījumi, 

kad šo sakarību nenovēro [Fosket, 1980; Катаева, 1983]. Reģenerāci jas 

potenciālu var ietekmēt subkult ivēšanas i lgums, tam pieaugot morfoģenēzes 

spējas samazinās [Катаева, 1983; Hussey, 1986; Fitch et al. , 1993]. Pieņemts, 

ka kodola DNS varētu būt notikušas izmaiņas, mainījies šūnās esošais 

f i tohormonu līdzsvars, va i arī šūnu jutība pret eksogēnaj iem f i tohormoniem. Tiek 

uzskatīts, k a praktiski t ikai dažām šūnām piemīt morfoģenētiskais potenciāls, 

pārējās nav tot ipotentas [Barešova, 1986]. 

Kallusa kultūras reģenerāci jas potenciālu praktiski izmanto augu 

pavairošanai. No kallusiem var iegūt advent īvos dz inumus vai somat iskos 

embrijus [Herman et a l . , 1975; Reynolds et al., 1979; Мемот, 1981 ; Arnold et 

al., 1986; Bonga, 1988]. Kallusus izmanto protoplastu [Cornejo et al. , 1995] un 

suspensiju [Бутенко и др., 1987] kultūru iegūšanai . Salīdzinot ar cit iem audu 

kultūru veidiem, kalluss ir homogēnāka audu sistēma, tādēļ tas tiek pielietots kā 

modelis, lai risinātu teorēt iskos jautā jumus augu fizioloģijā un bioķīmijā 

[Калинин, 1980]. To izmanto, piemēram, lai pētītu, f i tohormonu lomu 

morfoģenēzē [Макарова, 1990], diferenciāciju [Straub et al., 1992; Oka et al., 

1995] un dediferenciāci ju [Калинин, 1980], plastīdu veidošanos [Кордюм и др. , 

1980], sekundāro produktu sintēzi un to iegūšanas iespējas in vitro apstākļos 

[Запрометов и др. , 1986; Кислов и др., 1986; Ментелл и др., 1987], t ransgēno 

augu iegūšanas iespējas [S iemens et al . , 1996], kā arī augu izturības 



mehānismus [Lugue et al., 1988], augu - patogēnu att iecības [Miller, 1985; Dai 

et al., 1995 ( a ) ] , augu - mikorīzas sēņu att iecības [Sbrana et al., 1993], auga -

insektu att iecības [Steinitz et al., 1993; Saies et al . , 1995]. 

1 . 1.2. Kal lusoģenēzi un kallusa kul t ivēšanu ietekmējošie faktori 

1 . 1 . 2 . 1 . Bioloģiskais materiāls 

Konstatēts , ka morfoģenēt iskos procesi in vitro dažādiem aug iem var būt 

atšķirīgi. Kal lusoģenēze un reģenerāci ja parasti ir aktīvāka divdīgļ lapj iem, nekā 

viendīgļ lapj iem [Калинин; 1980; Катаева , 1983]. Morfoģenēt iskā potence var 

atšķirt ies pat radniecīgiem takson iem [Cheema et al., 1992]. 

Eksp lanta audu f izioloģiskais stāvoklis, kas ir atkarīgs no auga, tā 

orgānu u n audu vecuma, ietekmē kal lusoģenēzi . In vitro šūnu dal īšanos vieglāk 

ir panākt juvenīl iem augiem un audiem, īpaši tas att iecas uz kokaugiem 

[Cohen, 1986]. Lai samazinātu audu brūnēšanu, iesaka eksplantus izolēt laikā, 

kad fenola savienojumi, kuru oksidēšanās veicina nekrot izāci ju, ir salīdzinoši 

zemākā koncentrāci jā [Chen, 1990] . P iemēram, Castanea sativa t ieši juvenīlos 

audos fenola savienojumi un to oksidāci jas produkti ir mazāk kā nobriedušos 

[Cherve, 1983]. Eksplantiem parasti ir p iemērotāki jauni , nepārkoksnējušies audi 

[ Катаева , 1983; Hussev, 1986]. Šūnu dalīšanās un reģenerāci jas spējas 

samaz inās līdz ar tā auga un orgāna novecošanos, no kura ņemts eksplants 

[Tran T h a n V a n , 1981]. Viens no iemesliem varētu būt augšanas inhibitoru -

eti lēna [ П о л е в о й , 1982] , IES oksidāci jas produktu [Bhatnagar, 1983] un citu 

past ipr ināta ve idošanās. 

Novētots , ka augšanas apstākļ i , gadalaiks un eksplanta izolēšanas laiks 

ietekmē in vitro kultūru attīstību. J a eksplantu izolē no atklātā laukā augoša 

auga, t a d in vitro kult ivēšanas rezultāti var būt atkarīgi no kl imatiskajiem 

apstāk ļ iem [Pierik, 1987] . Gadala iks, kad izolēts eksplants, nosaka mātesauga 

f iz ioloģisko stāvokli [Катаева, 1983]. Eksplantu atšķirīgu morfoģenēt isko 

potenciā lu A. A l tmans [Altman et a l . , 1974] izskaidro ar endogēno f i tohormonu 

l īmeņa i zma iņām dažādos gada laikos. P iemēram, miera per iodā esošu augu 

daļas ir grūti kultivēt in vitro [Chen, 1990], jo tajās ir samērā augsts 



abscizskābes daudzums. К. Kauls atzīmē, ka Pinus strobus intensīvākā kallusa 

proliferācija sasniedzama no dz inumu eksplant iem, kas izolēti agrā pavasarī, jo 

tad var iegūt sterilus eksplantus [Kaul, 1985]. 

Uzskata, ka visa veida orgāni (saknes, stumbrs, lapas, ziedi u.c.) un audi 

var tikt izmantoti kā izejas materiāls kallusa iegūšanai [Калинин, 1980; Pierik, 

1987; Chen , 1990]. Tomēr, j āņem vērā eksplanta pozīcija augā, kas atspoguļo 

tā endogēno f i tohormonu l īmeni [Pierik, 1987] un attīstības pakāpi [Chen, 

1990]. P iemēram, auksīni vairāk ir jaunajās lapās un dz inumu meristēmās, bet 

citokinīni - apikālajās sakņu meristēmās. Kokaugiem juvenī lāki ir snaudošie 

pumpuri , kas ir tuvāk saknei.Tādēļ kallusi, kas veidojušies no v iena auga 

dažādu orgānu eksplant iem v ienādos in vitro apstākļos var būt dažādi [Hussev, 

1986; Pierik, 1987]. 

Ir pierādīts, ka kultūras attīstību ietekmē arī eksplanta izmērs. 

Piemērotāki ir relatīvi l ielāka izmēra eksplanti , jo tajos ir l ielākas barības vielu un 

hormonu rezerves, tādēļ arī v ieglāk inducēt ar augšanu saistītos procesus. 

Tomēr pārāk liels eksplants var būt inficēts, to grūti iegūt sterilu [Катаева, 

1981]. Eksplanta izmērs var ietekmēt arī kal lusoģenēzes spēju, p iemēram, 

Manihot esculenta dz inumu galotņu eksplanti veido kal lusu, ja ir īsāki par 2 m m 

[Chen, 1990] . Opt imāls eksplanta izmērs atkarīgs no sugas un no izmantojamā 

orgāna [Катаева и др., 1981; Катаева , 1983]. 

1 . 1 . 2. 2. In vitro kult ivēšanas v ide 

1 . 1 . 2. 2. 1 . Barotne 

Barotņu sastāvu variē atkarībā no genot ipa un in vitro kultūras attīstības 

īpatnībām. Apmēram 9 5 % no barotnes ir ūdens [Pierik, 1987]. Pēc konsistences 

izšķir dažādus barotņu veidus: 1) cietās, kurām kā gēlveidotāju izmanto agaru, 

gelritu; 2) šķidrās - tās var būt ar va i bez barotnes nesēju - f i l trpapīra ti l t iņu, 

celulozes masu vai kādu citu mater iā lu; 3) kombinētās, kur uz cietās barotnes ir 

šķidrās barotnes slānis. Gēlveidotāj i , kā arī šķidro barotņu nesēji var ietekmēt 

kal lusoģenēzi [El Hadrami et al . , 1993]. Ir konstatēts, ka morfoģenēt iskos 

procesus in vitro ietekmē gēlveidojošo vielu ķīmiskais sastāvs - šādā aspektā 



visvairāk ir pētīts agars [Катаева и др. , 1980;Pierik, 1987]. Bez t am, svarīga ir 

arī gēlveidojošo vielu koncentrāci ja - ja tā ir pārāk augsta, audiem t iek 

apgrūtināta vielu uzņemšana no barotnes. Šķidra barotne nodrošina audiem 

labāku kontaktu ar vidi un v ie lu uzņemšanu, bet kritiskais moments šādās 

sistēmās var būt nepiet iekama aerāci ja, kas nelabvēl īgi ietekmē attīstību. 

In vitro apstākļos fotosintēze parasti ir ierobežota, jo ir nepiet iekama gāzu 

apmaiņa, ga ismas intensitāte, vai arī kul t ivēšana notiek tumsā, lai to 

kompensētu, kā oglekļa avotu izmanto ogļhidrātus - saharozi , gl ikozi, fruktozi 

[Pierik, 1987]. Barotnei pievieno arī vi tamīnus un citas piedevas: kazeīna 

hidrolizārtu, peptonu, iesala un rauga ekstraktus, aminoskābes, kokosriekstu 

pienu, aktīvo ogli, fenola savienojumus un citas [Pierik, 1987]. Va i rumam augu 

barotņu pH pirms autoklāvēšanas parasti ir robežās no 5,0 līdz 6,5 [Pierik, 

1987]. Jāņem vērā , ka pēc autoklāvēšanas, barotnes pH pazeminās 

[Урианцева, 1988]. Svarīgi barotnes komponent i , atbilstoši katra auga 

prasībām, ir minerālsāļi, kas auga šūnām nepieciešami organisko savienojumu 

sintēzei un kā fermentat īvo reakciju katalizatori. Neorganiskie joni nodrošina 

osmotisko regulāci ju un elektroķīmisko potenciālu. Rododendr iem raksturīga 

nepieciešamība pēc pazeminātas sāļu koncentrāci jas [Pennel , 1990], tādēļ 

barotnē ir samazināta N, К, P sāļu koncentrāci ja, bet Fe (II) ir paliel ināta 

[Anderson, 1984]. 

In vitro attīstības procesi ir ļoti atkarīgi no barotnes f i tohormonu sastāva. 

Fitohormoni ir v iena no augšanas regulatoru g rupām, kas zemās koncentrāci jas 

ietekmē f izioloģiskos procesus, kuri nosaka augšanu , diferenciāciju un attīstību. 

Vislielākā nozīme in vitro attīstībā ir auksīniem un ci tokinīniem. 

Auksīn i . Auksīnu aktivitāte piemīt indola sav ienojumiem, p iemēram, 

indoliletiķskābei ( IES); hloraizvietotaj iem fenoksiatvasinājumiem, p iemēram, 

dihlorfenoksietiķskābei (2,4-D) un naf t i lkarbonskābēm, p iemēram, 

nafti letiķskābei (NES) [Полевой, 1982]. Šo ķīmiski dažādo savienojumu līdzīgo 

fizioloģisko aktivitāti var izskaidrot ar to, ka vis iem š iem savienojumiem 

aromātiskais gredzens ar skābes atl ikumu sānu ķēdē telpiski ir v ienādi izvietots, 

kas nodroš ina spēju mij iedarboties ar v ieniem un tiem pašiem receptor iem. 



Jāatzīmē, ka fizioloģiski aktīvi auksīni ir tikai kompleksā ar receptor iem, kas pēc 

savas ķīmiskās dabas ir olbaltumvielas [Lobler et al . , 1987; Cle land, 1988]. 

Konstatēts, ka auksīni var sintezēties no tr iptofāna [Kutaček, 1988] stumbra 

apikālajās mer istēmās, jaunajās lapās, dīgļos, dīgļ lapās, kambi jā [Катаева, 

1983; Savič iene et al . , 1988; Гамбург, 1990]. To oksidēšanos var katalizēt 

gaisma vai arī peroksidāze/auksīnoksidāze [Полевой, 1982]. Uzskata, ka 

f izioloģiski aktīvi ir brīvie auksīni, bet ar ogļhidrāt iem vai olbal tumvielām saistītie 

- neaktīvi [Полевой, 1982; Гамбург, 1990]. 

In vitro barotnē auksīni ir nepieciešami tādēļ, ka va i rumā gadī jumu šūnas 

nespēj sintezēt IES, jo ir ierobežots tr iptofāna daudzums [Gamburg, 1988]. 

Pierādīts, ka auksīni var ietekmēt 1) šūnu dal īšanos, 2) šūnu st iepšanos, 3) 

dediferenciāci ju un 4) diferenciāciju - šūnu, audu (vadaudu), gan arī 

organoģenēzi (stimulē sakņu veidošanos, bet inhibē to augšanu, kavē aksilāro 

un adventīvo dz inumu veidošanos) [Катаева, 1983; Полевой, 1986; Firn, 1987; 

Гамбург и др., 1990]. Mitotiskā cikla laikā auksīni var ietekmēt G-, un G 2 fāzes, 

jo st imulē t -RNS, r-RNS un i-RNS sintēzi [Подевой , 1986; Gamburg , 1988; 

Гамбург и д р . , 1990]. Auksīni stimulē arī DNS sintēzi [ П о д е в о й , 1986; 

Clenland, 1988; Gamburg , 1988; Гамбург и др. , 1990]. Izvirzīta hipotēze, ka 

auksīnu darbības rezultātā saīsinās mitotiskā cikla periodi, saīsinās šūnu 

dalīšanās laiks, tādējādi paātrinās to proliferācija, bet pats mitozes ātrums 

auksīnu darbības rezultātā tomēr nemainās [Гамбург и др. , 1990]. Kopumā 

kultūras augšanas ātrums atkarīgs no diviem faktor iem: mitotiskā cikla i lguma 

un proli ferējošo šūnu skaita. Ir konstatēts, ka augstāka auksīnu koncentrāci ja 

stimulē proliferācijai arvien vairāk šūnas, bet mitotiskā cikla i lgumu pieaugoša 

auksīnu koncentrāci ja neietekmē [Gamburg, 1988]. Auksīni var ietekmēt šūnu 

st iepšanos [ Г а м б у р г , 1976, 1990] , jo aktivē protonu sūkni - tā rezultātā 

ūdeņraža joni aizplūst caur membrānām uz šūnapvalku, izraisot tā 

paskābināšanos [Hanson et al . , 1982; Cle land, 1988], līdz ar to pastiprinās 

fermentatīvās hidrol īzes procesi šūnapvalkā, kas nodrošina šūnas st iepšanos 

[Полевой, 1982]. 



Citokinīni . Tie ir adenīna atvasinājumi, kam pie purina gredzena sestā 

oglekļa a toma ūdeņradis ir aizvietots ar alifātisku vai ciklisku radikāli. Par 

galveno citokinīnu sintēzes vietu tiek uzskatīta sakņu apikālo mer is tēmu zona, 

no kurienes pa ksi lēmu tie tiek transportēt i uz v i rszemes da ļām [Катаева, 1983, 

Полевой, 1982]. Citokinīnsintetāze, kas katalizē izopenteni lgrupas 

pievienošanu adenozīnmonofosfātam, ir izolēta arī no lapām, kas pierāda 

citokinīnu sintēzi arī auga v i rszemes daļās [Chen, 1 981]. Citokinīni ir konstatēti 

arī negatavos augļos un sēklās [Полевой, 1982; Катаева, 1983]. Tiek uzskatīts, 

ka citokinīni ir fizioloģiski aktīvi kompleksā ar olbaltumvielu dabas receptoriem 

[Amrhein, 1979; 1981 ; Кулаева, 1982]. 

A u g u audu kultūrās ir novērots, ka citokinīni var ietekmēt: 1) šūnu 

dal īšanos, 2) šūnu st iepšanos, 3) diferencēšanos - gan šūnu, gan audu, kā arī 

orgānu (st imulē dzinumu veidošanos, bet inhibē sakņu ve idošanos un apikālo 

dominēšanu) [Кулаева, 1973; Fosket et al., 1978; Firn, 1987]. Uzskata, ka 

mitotiskā cikla laikā atsevišķos gadī jumos citokinīni var ietekmēt G 2 fāzi, tādējādi 

st imulējot pāreju no interfāzes uz mitozi [Гамбург, 1990]. Citokinīni stimulē 

specif isko RNS un olbaltumvielu sintēzi, fermentu darbību, kas nepieciešama, 

lai šūnā sāktos mitozes cikls [Бутенко, 1975; Кулаева, 1983]. Ir izteikta doma, 

ka citokinīnu klātbūtne ir nepieciešama, lai pabeigtu ģenētiski noteikto 

transkripcijas programmu [Amrhein, 1979]. Šūnu st iepšanos citokinīni var 

stimulēt, aktivējot protonu sūkni, tādā veidā ietekmējot membrānu funkcionālo 

stāvokli [Кулаева, 1977]. Citokinīni stimulē šūnas organoīdu diferenciāciju -

r ibosomu, endoplazmat iskā t īkla, mitohondri ju un hloroplastu veidošanos 

[Fosket et al., 1978; Кулаева, 1977; Amrhein, 1981]. 

Apkopojo t dažādu pētī jumu rezultātus, secināts, ka normālu mitozes 

ciklu, kā arī pilnvērtīgu augšanas un attīstības procesu in vitro nodrošina auksīni 

kopā ar citokinīniem [Бутенко, 1975, 1984; Fosket, 1980; Катаева, 1983]. Lai 

inducētu šūnu dalīšanos, f i tohormonu koncentrāci jai un att iecībām barotnē jābūt 

dažādām atkarībā no taksona; eksplanta aud iem, jo ta jos var būt dažāds 

endogēno auksīnu/ci tokinīnu l īmenis; tā pat arī no ci tu regulējošo vielu 

klātbūtnes barotnē [Fosket, 1980; Tran Than Van, 1981 ; Билялиева и др., 



1985; Cle land, 1988; Гамбург и др., 1990]. Audu reakcija uz 

auksīniem/ci tokinīniem in vitro bieži vien notiek mij iedarbībā ar ievainojuma 

st imulu. Tiek uzskatīts, ka t ieši tādēļ , šūnu dal īšanās visbiežāk notiek gr iezumu 

tuvumā [Гамбург и др., 1990]. Ir izteikta doma, ka auksīni un citokinīni 

savstarpēj i var mijiedarboties divējādi [Гамбург и др., 1990]: 

1) viens f i tohormons iedarbojas uz otra saturu šūnā, jo ietekmē otra sintēzi, 

inaktivāci ju, uzņemšanu un izdal īšanu no šūnas; 

2) pāmaiņus piedalot ies dažādu augšanas un attīstības procesu regulāci jā. 

Jau klasiskajā F. Skuga un С. O. Millera darbā [Skoog et al . , 1957] ir aprakstīts, 

ka morfoģenēt isko reakciju nosaka f i tohormonu koncentrāci ja un attiecības 

barotnē, kā rezultātā no šūnām, kas rodas inducētās dal īšanās rezultātā var 

veidot ies saknes.kal luss vai dzinumi. Tādēļ pēc auksīnu/citokinīnu 

nepiec iešamības barotnē, in vitro kultūras var iedalīt [Гамбург и др., 1990]: 

1) no auksīn iem un citokinīniem atkarīgās; 

2) no auksīn iem atkarīgās; 

3) no ci tokinīniem atkarīgās (ļoti reti); 

4) no auksīniem/ci tokinīniem neatkarīgās. 

1. 1 . 2. 2 . 1. Fizikālie faktori 

In vitro kult ivācijā visbiežāk izmantotais fotoperiods ir 14 līdz 16 stundas 

[Катаева, 1983; Pierik, 1987], vai arī nepārtraukta tumsa, retāk gaisma [Pierik, 

1987]. Ir gadījumi, kad kal lusoģenēze ir v ienādi intensīva gan fotoperiodiskā 

apgaismojumā, gan tumsā, p iemēram, Populus balsaminifera L. [ Б ы ч е н к о в а , 

1978]. Gaismas intensitāte telpā parasti ir 1000 - 5000 lx [Катаева, 1983; 

Hussey, 1986], - zemāka nekā atklātā laukā, jo augsta apgaismojuma 

intensitāte izsauc temperatūras paaugst ināšanos kult ivēšanas t raukā, bez tam 

fotosintēze t ikpat nav iespējama ierobežotā C 0 2 daudzuma dēļ [Pierik, 1987]. 

In vitro ga isma regulē morfoģenēt iskos procesus, tādēļ svarīgs parametrs ir 

gaismas spektrs. P iemēram, sarkanā ga isma var izraisīt ci tokinīniem līdzīgu 

efektu, va i arī veicināt to uzkrāšanos audos [Reod, 1990], bet zilā gaisma 



veicina auksīnu sabrukšanu [Pierik, 1987], kaut gan to nevar apgalvot 

v iennozīmīgi . 

Arī temperatūra ietekmē in vitro kultūru attīstību - no tās atkarīga 

fermentu aktivitāte, līdz ar to arī f izioloģisko procesu norise [Калинин и др., 

1980]. In vitro audi ir jutīgāki pret temperatūras svārst ībām, jo t iem trūkst intakta 

auga adaptāci jas spēju [Reod, 1990]. Temperatūra audzēšanas telpā parasti ir 

24 līdz 26 °C [Pierik, 1987]. 

Kultūru attīstību ietekmē arī gaisa mitrums. Augsts relatīvais gaisa 

mitrums audzēšanas kamerā un kult ivēšanas t raukā var veicināt infekcijas 

izplatīšanos un audu vitr i f icēšanos [Pierik, 1987], bet zems - kultūras 

dehidrēšanos [Reod, 1990]. Labvēl īgākais relatīvais gaisa mitrums ir 70 % 

[Reod, 1990] . Bez t am, svarīga ir arī ūdens piejamība audiem barotnē. Šķidrā 

barotnē, va i arī barotnē ar zemu gēlveidojošo vielu koncentrāci ju, tā noteikti ir 

labāka, tomēr ir novērots, ka tas var būt par iemeslu audu vitrif ikācijai, īpaši , ja ir 

zema gaismas intensitāte, paaugst ināta temperatūra, vai paaugst ināts 

citokinīnu saturs barotnē [Pierik, 1987]. Šķidra barotnē var būt par iemeslu 

nepiet iekamai audu aerācijai. Lai no tā izvairītos, izmanto šķidro barotņu 

nesējus, barotnes šūpošanu vai caurteci [Калинин и др., 1980; Pierik, 1987]. 

Ir novērots, ka gāzu sastāvs kult ivēšanas t raukā ietekmē kultūras 

attīstību un augšanu, piemēram, uzkrājoties et i lēnam, var tikt kavēta sakņu 

augšana [Pua et a l . , 1993]. Gāzu sastāvu kult ivēšanas t raukā var ietekmēt divi 

faktori: a) tauka s lēgšanas veids - regulē gāzu apmaiņu starp t rauku un telpu 

[Wolfering, 1989], b) pašas in vitro kultūras augšana un attīstība [Righett i et a l . , 

1988; Buddendorf - Joosten et a l . , 1994]. 

1. 1.3. Rododendru kallusa kultūra 

Literatūrā ir norādes, ka rododendriem ir novērota organogēna kallusa 

vai kal lusveidīgas graudainas masas veidošanās tieši no eksplant iem in vitro 

pavairošanas sākumstadi jā [Harbage et a l . , 1987; Economou et a l . , 1988; 

Economou et al. , 1989; lapichino et al., 1991 ( a ) , 1991 ( b ) , 1992]. Pētī jumos 

eksplanti bijuši izolēti no dzinumu stumbr iem [Robenek, 1977; Norton et a l . , 



1989] un t o galotnēm [Harbage et a l . , 1987; lapichino et al., 1991 ( a ) ; 1991 ( b ) ] , 

lapām [lapichino et al., 1991 { b ) ] , z iediem [Meyer, 1982, 1983 ( a ) , 1983 ( b ) ; Dai et 

al., 1987; Pennel , 1990; Shevade et a l . , 1993]. Organogēna kallusa ve idošanās 

ir novērota arī in vitro dz inumu bazālajā daļā [Economou et al . , 1989; lapichino 

et a l . , 1991 ( b ) ] . J ā d o m ā , ka ar terminu "kal luss" šajos darbos bijusi apzīmēta 

starpstadija starp eksplantu un dzinumu di ferencēšanos, jo aprakst i vairumā 

gadījumu nepārl iecina par patiesu kallusa audu veidošanos. Kā izņēmumu jāmin 

C. R. Nortonu (1989), kas rododendru kal lusus no dz inumu eksplant iem ir 

izmantojis, lai pētītu auksīnu un citokinīnu ietekmi uz morfoģenēzi in vitro. 

Organogēno struktūru iegūšanai t ikušas izmantotas Andersona [Anderson, 

1975; 1978, 1984] barotnes [Harbage et al., 1987; Norton et a l . , 1989; 

Hunsinger, 1989; Pennel , 1990; lapichino et al . , 1991 ( a ) , 1991 ( b ) ] un Woody 

Plant Médium [Lloyd et al., 1981] barotne [Norton et a l . , 1989; Pennel , 1990], 

kurās minerālvielu koncentrāci ja ir apmēram v iena t rešā daļa no tās, kāda 

nepieciešama lakstaugiem [Pennel , 1990]. Šīs barotnes ir izveidotas tieši 

rododendru un c i tu Ericaceae dzimtas augu pavairošanai. No citokinīniem ir 

izmantoti IPA [Norton e t al., 1989; Pennel , 1990], kinetīns [Norton et al . , 1989] 

un zeatīns [Harbage et al., 1987; Hunsinger, 1989], bet no auksīn iem - IES, 

[Robenek, 1977; Hunsinger, 1989; Pennel , 1990], ISS [Pennel , 1990; ] , 2,4-D 

[Harbage e t al., 1987; Norton et al., 1989], NES [Norton et al., 1989]. Barotnes 

pH - apmēram 4 ,5 [Pennel, 1990; lapichino et al . , 1991 ( a ) ] , 4,8 [Harbage et al. , 

1987], ir minēts arī 5 ,7 [Dabin et al. , 1983]. Parasti, lai inducētu dzinumu 

veidošanos, izmantots 16 stundu fotoper iods [lapichino et al., 1991 ( b ) , Norton et 

al., 1989]. Tikai C . R. Nortons (1989) morfoģenēzes pētījumos kal lusa iniciācijai 

izmantojis tumsu. Atkarībā no taksona, eksplanta un kult ivēšanas apstākļ iem, ir 

novērotas dažādas rododendru kallusveida struktūras: i rdenas, pigmentāci ja no 

krēmkrāsas līdz brūnai [Hunsinger, 1989; Norton et a l . , 1989]; gludas, baltas 

[Norton et a l . , 1989] ; kompaktas , zaļas [Hunsinger, 1989]; kompaktas, bāli zaļas 

[Norton et a l . , 1989] ; granulara kal lusa masa [Pennel, 1990]. 



1.2. In vitro kultūras attīstības potenciāl ie bioķīmiskie radītāji 

Izolējot eksplantu un stimulējot in vitro kultūras ve idošanos un attīstību, 

šūnās not iek f izioloģiskas izmaiņas, kas ir atkarīgas no bioloģiskā materiāla 

īpatnībām un ko var ietekmēt dažādi in vitro v ides faktori. 

Uzsākot jaunu taksonu kult ivēšanu vai jauna kultūras veida iegūšanu, in 

vitro v ides opt imizēšana notiek, manipulējot ar dažādiem tās faktor iem. 

Pašreizējā augu audu kultūru tehnoloģi jas attīstības posmā opt imizēšana 

visbiežāk notiek empīriski - novērojot bioloģiskā objekta atbi ldes reakciju uz 

apkārtējo vidi. Bieži v ien nākas koriģēt vidi, jo notiek izmaiņas kultūras attīstībā. 

To cēlonis var būt 1) eksplantu audu f izioloģiskā stāvokļa neviendabīgums; 2) 

kultūras epiģenēt iskas vai ģenēt iskas izmaiņas; 3) kult ivēšanas gaitā 

izmainījusies in vitro vide (barotnes ķīmiskais un fizikālais stāvokl is, gāzu 

sastāvs kult ivēšanas traukā). Kāds no iepriekš optimālo kult ivēšanas apstākļu 

faktoriem jaunajā situācijā var kļūt par stresa cēloni . 

Kultūras morfoģenēt iskās attīstības vadīšanai , t iek mainīti atsevišķi in 

vitro v ides faktori, p iemēram, f i tohormoni, apgaismojums un citi. Būtībā tas 

nozīmē, ka morfoģenēzes apzināta ietekmēšana notiek, manipulējot ar 

dažādiem potenciāl iem stresa faktor iem. Ir z ināms, ka gan stresa faktoru 

iedarbību, gan arī morfoģenēzi , kas var būt savstarpēji saistīti procesi, raksturo 

izmaiņas f izioloģiskajos procesos. 

Kata lāzes un pe roks i dāzes . Pēdējos gados uzkrājušies daudz pierādījumu 

tam, ka jebkurš stresa faktors izsauc pastiprinātu toksisku aktīvā skābekļa formu 

( 0 2 " ; 1 0 2 ; H 2 0 2 ) ve idošanos [Foyer et al . , 1994], kas izsauc oksidēšanās-

reducēšanās procesus, kuru rezultātā rodas hidroksiljoni un hidroksilradikāli 

(OH"; OH"). Pēdējie arī izraisa olbaltumvielu denaturāci ju, lipīdu peroksīdu 

ve idošanos un DNS mutāci jas [Bowler et al. , 1992]. Aktīvā skābekļa 

savienojumu veidošanās izraisa bioķīmisko reakciju virkni, kas, darbojoties 

dažādiem aizsargmehānismiem, līdz min imumam samazina augam kaitīgo 

reakciju norišu iespējas. Aizsargsistēmā ietilpst savienojumi ar antioksidatīvām 



īpašībām (fenola savienojumi, karotinoīdi un citi) [Bowler et al. , 1992; Foyer et 

al . , 1994; Larson, 1995] un ferment i , kas katalizē aktīvā skābekļa dažādu formu 

un to sav ienojumu pārveidošanas reakcijas (superoksīddismutāze EC 1.15.1.1; 

katalāze EC 1.11.1.6; peroksidāzes EC 1.11.1.7 un citi) [Tolbert, 1980; Gaspar 

et al., 1982; Bruce et al. , 1989; Bowler et al. , 1992; Siegel , 1993]. 

Superoksīddismutāze katalizē H 2 0 2 ve idošanos no superoksīda radikāla [Bowler 

et al., 1992] : 

Savukārt H 2 0 2 šķeļ katalāze un / vai , izmantojot ka substrātu ūdeņraža donoru 

(R), - peroksidāze [Bowler et al. , 1992]: 

Aizsargmehānismi pret aktīvā skābekļa fo rmām ir visos aerobajos organismos, 

jo šie sav ienojumu rodas, reducējoties molekulārajam skābekl im, tam 

iesaistoties bioķīmiskās reakcijās [Bowler et a l . , 1992]. Kā jau iepriekš minēts, 

šo savienojumu veidošanās pastiprinās, darbojoties kādam stresa faktoram. Tas 

var izraisīt izmaiņas detoksif icējošo fermentu aktivitātē [Gaspar et a l . , 1985; 

Benson et al . , 1992; Siminis et a l . , 1994] un sintēzē [Siminis et al . , 1994]. Ja 

fermentu aktivitāte un a izsargmehānismu darbība kopumā ir nepiet iekama, lai 

pārveidotu papildus veidojušos aktīvā skābekļa savienojumus, tad bioloģiskajā 

sistēmā izveidojas oksidatīvā stresa stāvoklis [Elstner, 1982; Elstner et al . , 

1988]. Ir novērots, ka oksidatīvais var būt par iemeslu vājai kultūras augšanas 

intensitātei [Siminis et al. , 1994]. Oksidatīvā stresa vizuālā pazīme var būt šūnu 

un audu brūnēšana [Benson et a l . , 1992]. 

Ir v i rkne darbu, kuros pēta iespējamos boiķīmisko kritērijus in vitro kultūru 

f izioloģiskā stāvokļa novērtēšanai un attīstības prognozēšanai . Pēc literatūras 

datiem var spriest, ka šādā aspektā aktuāla ir detoksif icējošo fermentu darbības, 

īpaši peroksidāzes un katalāzes pētīšana [Gaspar et al. , 1985 ( a ) ; Cutler et al . , 

1989; Benson et al . , 1992; Wakamatsu et al. , 1993; Siminis et al. , 1994; Dey et 

al. , 1995; Franck et al. , 1995]. Peroksidāzes un katalāzes pētī jumus in vitro 

kultūrās varētu iedalīt vairākos virzienos: 

2 0 2 " + 2 H + > H 2 0 2 + 0 2 

2 H 2 0 2 

H 2 0 2 + R H 2 

> 2 H 2 0 + 0 2 (katalāze) 

> 2 H 2 0 + R (peroksidāze) 



1) Stresa faktoru izraisīto bioķīmisko reakciju mehānismu pētīšana. Piemēram, 

Gaspars [Gaspar et a l . , 1985] ir noskaidroj is, ka dažādi fizikālie un ķīmiskie 

stresa faktor i izraisa vispirms bāzisko un tad skābo peroksidāžu aktivitātes 

pieaugumu - noris tā saucamā divakāpju atbi ldes reakcija. Barotne, kas stimulē 

sakņošanos, inducē kopējo peroksidāzes aktivitātes p ieaugumu audos, tad, 

samazinot ies bāzisko peroksidāžu aktivitātei, sākas diferenciācija [Gaspar, 

1990]. Izmaiņas poliamīnu un prolīna sintēzē var kavēt katalāzes un 

peroksidāzes veidošanās intensitāti, vienlaicīgi, intensīvi darbojoties 

superoksīddismutāzei, uzkrājas H 2 0 2 . Tas veicina lipīdu peroksīdu veidošanos, 

izraisot š ū n u nekrozi [Le Dily et al, 1993 ( a ) ; 1993 ( b ) ] . 

2) Darbi, kuros anal izētas tikai peroksidāžu un katalāžu aktivitātes un izoformu 

spektra izmaiņas dažādu stresa faktoru ietekmē, piemēram, apgaismojuma un 

temperatūras [McCown et a l . , 1970], ievainojuma [Wakamatsu et al., 1993], 

f i tohormonu [Wolter et a l . , 1975], sā ļu [Olmos et a l . , 1994]. 

3) Kata lāzes un peroksidāzes aktivitātes un izoformu sastāvu sal īdzināšana 

dažādiem taksoniem audos un šūnās in vitro kultūru attīstības laikā [Siminis et 

al., 1993, 1994] un to to lerancē pret dažādiem stresa faktor iem [Morpurgo et al., 

1994]. 

4) Peroksidāzes un katalāzes aktivitātes d inamika un izoformu spektra analīze 

morfoģenētisko norišu laikā dažādas diferencētības pakāpes audos [Kochaba et 

al., 1977; Thorpe et a l . , 1978; Kay e t al., 1987; Lai et a l . , 1988; Fett-Neto et al., 

1992; Maheswaran et a l . , 1992; Zhou et a l . , 1992; Alves et a l . , 1994]. 

5) Vitrif ikācijas un ' 'p ieradināto" audu fenomena pēt īšana: p iemēram, 

"pieradinātos" Beta vulgaris L. kal lusos ir zema peroksidāzes un katalāzes 

aktivitāte [Hagege et al . , 1992; L e Dily et a l . , 1993 ( b ) ] , kas bremzē lignīna 

biosintēzi, bet, uzkrājot ies H 2 0 2 , t iek veicināta l ipīdu peroksīdu veidošanās. 

Pētījumu rezultāti paga idām ir nepiet iekami, lai izveidotu vienotu 

antioksidatīvo fermentu darbības model i , pēc kā varētu spriest par in vitro 

kultūras attīstību jebkurā gadī jumā. Katalāzes un peroksidāzes aktivitāte un 

izoformu spektrs ir atkarīgs no konkrētā taksona un eksperimentā izmantotaj iem 

stresa faktor iem, šūnu un audu diferencētības pakāpes, morfoģenētiskās 



norises. Iespējams, ka rezultātu interpretācijas neviennozīmīgumu rada šo 

fermentu darb ības un molekulārās uzbūves daudzveidība, īpaši peroksidāzei 

[Gaspar et al., 1982]. Bez tam, izturību pret stresu nodrošina dažādu 

antioksidatīvās s is tēmas komponentu l īdzsvars [Foyer et al . , 1994]. Tomēr 

darbā ar konkrētu genot ipu un in vitro kultūru veidu šo fermentu aktivitātes un 

izoformu spektra izmaiņu tendences varētu izmantot kā parametru kultūras 

attīstības kontrolei un prognozēšanai . P iemēram, peroksidāzes kvalitatīvo 

analīzi iesaka izmantot, lai kultūras agrīnās attīstības stadi jās noteiktu audu 

embrioģenēzes potences [Baaziz, 1994], bet aktivitātes analīzi - opt imālas 

sakņošanās barotnes un tās piel ietošanas visefekt īgākā momenta noteikšanai 

[Gaspar, 1990]. Līdz š im literatūrā nav atrodami dati par peroksidāzēm un 

katalāzēm rododendru kallusos. 

Fenola s a v i e n o j u m i . Literatūrā ir dati par fenola savienojumu kvalitatīvās un 

kvantitatīvās analīzes izmantošanu in vitro kultūru attīstības raksturošanai. Ir 

konstatēts, ka dažādu v ides faktoru izraisītā stresa ietekmē: 

1) fenola savienojumi oksidējas līdz hinoniem [Rhodes et al. , 1978; Chen et al . , 

1990]; 

2) notiek monomēro fenola savienojumu sintēze, kā rezultātā savienojumi var 

uzkrāties [Rhodes et al . , 1978]; 

3) notiek pol imēro fenola savienojumu - l ignīna sintēze [Rhodes et a l . , 1978]. 

Bez tam oksidatīvā stresa laikā fenola savienojumi augā var darboties kā 

antioksidanti [Larson, 1995]. 

Uzskata, ka in vitro kultūrā, sal īdzinājumā ar intaktu augu, var izmainīties 

metabolītu kvalitatīvais un kvantitatīvais sastāvs. To izskaidro ar intakta auga 

veselumu nodrošinošo metabol isko procesu savstarpējās mij iedarbības t rūkumu 

un iespējamo alternatīvo metabol isko ceļu izmantošanu [ypiviaHu,eBa, 1988]. Ir 

novērots, ka augu audu kultūrās mēdz būt tie paši fenola savienojumi, kas 

intaktā augā [Harborne, 1980]. Tomēr to kvalitatīvais un kvantitatīvais sastāvs 

var arī atšķirt ies, p iemēram, Camellia sinensis L. kal lusā sintezējas mazāk 

augam raksturīgo fenola savienojumu, nekā izejas materiāla audos mātesaugā 



[Загоскина и д р . , 1988]. Kult ivēšanas laikā fenola savienojumu sastāvs var 

mainīties [Пушкаренко и др., 1989; Salaj et al . , 1992]. Literatūras dati l iecina, 

ka kultūrā fenola savienojumu sastāvu var ietekmēt: 

1) kul tuvēšanas apstākļ i , īpaši f i tohormoni un apgaismojums [Загоскина и д р . , 

1986; Neera et al. , 1992; Zaprometov et al., 1993; Maldhavi et al. , 1995], kā arī 

barotnes minerālais sastāvs [ Ishimaru et al . , 1993] un barotnes gēlveidotāj i 

[Elhadrami et al., 1993] ; 

2) šūnas organoīdu diferencētības pakāpe, pemēram, Picea abies kallusā, kurā 

ir hloroplasti , ir vairāk tannīni, nekā kallusā kurā nav hloroplastu [Salaj et al. , 

1992]; 

3) audu diferencēt ības pakāpe [Загоскина и д р . , 1994], uzskata, ka fenola 

savienojumi varētu būt arī par r izoģenēzes marķier iem [Berthon et al., 1990]. 

Ņemot vērā, ka rododendri ir īpaši bagāti ar fenola savienojumiem 

[Куршакова и др., 1961 ; Белова, 1968], bet citu augu in vitro kultūru attīstības 

pētījumos konstatēta šo savienojumu kvalitatīvā un kvantitatīvā sastāva mainība 

atkarībā no kult ivēšanas apstākļ iem un morfoģenēt iskajām nor isēm, varētu 

pieņemt, ka fenola savienojumi būtu piemēroti dažādu genot ipu rododendru 

kallusā kultūras attīstības bioķīmiskie rādītāji. 



Peroksidāze ( ЕС 1.11.1.7) ir ferments, kas katalizē reakci jas, kurās 

ūdeņraža a toms t iek pārnests no substrāta uz peroksīda molekulu, un veidojas 

reģenerētspējīgi substrātu radikāli [Андреева, 1988]. Fermenta molekulas 

izmēri ir 40000 līdz 50000 daltoni [Gaspar et. al, 1982]. Peroksidāze sastāv no 

apofermenta un prostētiskās grupas. Apofermentā ietilpst olbaltumvielas 

molekula, ogļhidrāt i un kalcija atomi, bet prostētiskajā grupā - dzelzs (III) 

porfirīns. 

Peroksidāzei , veicot savu galveno - peroksidāzo funkci ju, ir absolūta 

prasība pēc H 2 0 2 , bet uzskata, ka tai raksturīgs nespeci f iskums attiecībā pret 

ūdeņraža donoru [Butt, 1980; Андреева, 1988]. Darbojoties kā oksidāze, 

peroksidāze var katal izēt elektronu pārnešanu no substrāta molekulas uz 

molekulāro skābekl i . Bet, katalizējot atmosfēras skābekļa ieslēgšanos substrāta 

molekulā, peroksidāze darbojas kā oksigenāze. Peroksidāze var katalizēt arī 

dekarboksilāci ju, p iemēram, fenola savienojumu [Berlin et al , 1975] un 

polimerizāciju , p iemēram, sintezējoties l ignīnam [Harborne, 1980]. 

Peroksidazes molekulārā heterogenitāte nosaka tās skābās, bāziskās un 

neitrālās izoformas [Андреева, 1988]. 

Peroksidazes ir atrastas šunapvalkā, starpšūnu te lpā, protoplastā, Goldži 

kompleksā, vakuolā, endoplazmat iskajā [Butt, 1980; Gaspar et. al , 1982]. 

Hloroplastos lokalizēta askorbātperoksidāze [Miyake et al . , 1992]. Ir izteikta 

doma, ka peroksidazes sintezējas kā endoplazmatiskajā t īklā, tā r ibosomās vai 

diktiosomu cisternās [Gaspar et . al, 1982]. Iegūtie rezultāti ir neviennozīmīgi 

tādēļ, ka augā peroksidāžu lokalizācija, kvalitatīvie un kvantitatīvie rādītāji ir 

atkarīgi no sugas, auga attīstības pakāpes, augšanas apstākļ iem, sezonas 

[Lobarzevvski, 1981 ; Gaspar et. al , 1982; Андреева, 1988; Booij et. al , 1993; 

Sancherzomero et. al, 1993; Siegel , 1993; Polle et. al, 1994], pat no analīzes 

metodes [Gaspar, 1982]. 

Peroksidāze ir viens n o ferment iem, kas katalizē reakci jas, kuras 

nodrošina augu augšanu un attīstību, mainoties apkārtējai videi. Ir konstatēts, 



ka peroksidāzes tieši va i netieši ir iesaistītas dažādu f izioloģisko procesu norisē, 

p iemēram, novecošanā [Bartoli et. al, 1995], aukstumiztur ībā [Prasad et. al , 

1995], aug ļu attīstībā [Alba et. a l , 1995] un nobr iešanā [Mattoo et. al, 1969], 

dīgšanā [Cakmak et. a l , 1993; Gidrol et. a l , 1994], sakņu ve idošanā [Gonzalez 

et. al, 1993; Hausman, 1993; Garc iagomez, 1995]. Peroksidāzes piedalās auga 

pretstresa reakcijās. T o aktivitāti var inducēt gan abiotiskie, gan biotiskie stresa 

faktori, p iemēram, infekcija [Summermatter et. a l , 1995], ievainojums [Kavvaoka 

et al , 1994], gaisa piesārņojums [Rainieri et al, 1994], ūdens t rūkums [Zhang et. 

al 1994]. 

T iek uzskatīts, ka peroksidāzes varētu katalizēt arī tādās fizioloģiski 

svarīgas norises kā auksīnu metabol isms un lignīna biosintēzi. Ir vairākas 

hipotēzes par fermentu, kam ir auksīnoksidāzes aktivitāte. Divas no tām skar 

peroksidāzes [Gaspar et a l . , 1982]. Viena pārstāv uzskatu, ka peroksidāzei ir 

divi aktīvie centr i , no kuriem v ienam ir IES oksidāzes aktivitāte. Otra -

atsevišķiem peroksidāzes izofermentiem ir arī IES oksidāzes aktivitāteir 

hipotēze, ka tieši bāziskās izoperoksidāzes katalizē auksīna oksidēšanos 

[Gaspar et. a l , 1982, 1991]. Att iecībā par auksīnu biosintēzi - peroksidāzes 

varētu katal izēt acetaldoksīma sintēzi no tr iptofāna [Gaspar et. al, 1991]. 

Peroksidāzes piedalās lignīna biosintēzē [Polle et al . , 1994], katalizējot 

kanēļspirtu pol imerizēšanās reakcijas, kā rezultātā veidojas lignīns [Gaspar et 

a l . , 1982]. 

Ir z ināms, ka auga augšana un attīstība ir ģenēt iskās informācijas 

real izēšana atkarībā no apkārtējās vides ietekmes. T. Gaspars [Gaspar et al . , 

1991] uzskata, ka, mainot ies apkārtējās vides apstākļ iem, izmaiņas peroksidāžu 

kvantitatīvajā un kvalitatīvajā sastāvā varētu ietekmēt auga va i atsevišķa orgāna 

adaptāci ju, augšanu vai attīstību regulējošos mehānismus. Viņš ir izveidojis 

stresa inducētas augšanas un attīstības skābo un bāzisko peroksidāžu 

divpakāpju darbības modeli [Gaspar, 1985 ( a ) ,1991] . Stresa faktoru ietekmē 

veidojas aktīvā skābekļa formas, kas veicina lipīdu peroksīdu veidošanos. 

Rezultātā degradējas šūnu membrānas, samazinās fenola savienojumu un citu 

savienojumu daudzums, kas maskējuši bāzisko peroksidāžu darbību. Sekunžu 



laikā not iek bāzisko peroksidāžu akt ivēšanās, kas ir p i rmā atbildes pakāpe. 

Bāziskās peroksidāzes, šķeļot peroksīdus, detoksif icē auga iekšējo vidi, oksidē 

auksīnus un katalizē eti lēna biosintēzi. Savukārt et i lēns regulē skābo 

peroksidāžu akt ivēšanos, kas ir atbi ldes otrā pakāpe. Skābās peroksidāzes 

katalizē l ignīna, kas ir viens no šūnapvalka komponent iem, biosintēzi [Gaspar et 

a l . , 1982; Berthon et al. , 1989; Gaspar et al . , 1994]. Tas liek domāt, ka 

peroksidāzēm ir kāda loma stresa inducētajos diferenciāci jas procesos. 

Sal īdzinoši daudzos pētījumos peroksidāžu kvalitatīvie un kvantitatīvie 

rādītāji ir izmantoti, lai interpretētu fizioloģiskās norises in vitro kultūru attīstības 

laikā [Fet t -Neto et a l . , 1992; Gaspar et a l . , 1992; Kevers et a l . , 1992; Berthon et 

a l . , 1993] un bioķīmiski raksturotu dažādu stresa faktoru ietekmi uz 

f iz ioloģiskaj iem procesiem [McCovvn et a l . , 1970; Kevers et al. , 1991; 

VVakamatsu e t al., 1993; Hausman et al., 1995] un morfoģenēt iskās norises 

[VVochok et a l . , 1974; Lai et al., 1988; McDougal l et a l . , 1992; Booj et a l . , 1993; 

Alves e t al., 1994; Baaziz et al., 1994]. 

P e r o k s i d ā z e s r o d o d e n d r o s . Ir maz datu par peroksidāzēm rododendros. Tie 

galvenokārt ir saistīti ar rododendru apsakņošanās problēmu pētīšanu in vitro 

[Aghmair et. a l , 1 9 9 1 ; Gaspar, 1990; Gaspar et. al, 1994]. R. de Loose (1979) 

savos darbos ir nedaudz pieskāries peroksidāžu kvalitatīvajai analīzei un atzinis 

to par neder īgu rododendru hemosistemātikai. 



Katalāze (ЕС 1.11.1.6) ir hemoproteīns, kura galvenā funkci ja ir katalizēt 

H 2 0 2 šķelšanu [Schonbaum et a l . , 1976]. Ferments sastāv no četrām 

subvienībām, kuru izmēri ir apmēram 60 000 daltoni. Katru subvienību veido 

peptīdu ķēdes, kas ir savienotas ar ferriprotoporfirīna grupu [Schonbaum et 

al.,1976; Сарснбаев и др., 1982; Метелица, 1984]. Katalāzei piemīt molekulārā 

heterogenitāte [Сарсанбаев и др., 1982; Левитес, 1986]. 

Katalazes bioķīmiskā funkci ja ir šķelt H 2 0 2 , kas veidojas fotoelpošanā 

peroksisomās, taukskābēm pārvēršoties par ogļhidrāt iem gl ioksisomās, 

superoksīddismutāzei katalizējot aktīvā skābekļa formu pārveidošanos un citos 

procesos [Bovvler et a l . , 1992]. 

H 2 0 2 šķelšana ar katalazes palīdzību ir pati ātrākā bioķīmiskā reakcija 

[Метелица, 1984], tās ātrums ir 1 0 3 - 1 0 4 reizes lielāks nekā reakci jām, kuras 

katalizē citi ferment iem. To izskaidro ar katalazes lielo koncentrāci ju organoīdos. 

Piemēram, peroksisomās tā ir 10 - 2 5 % no visām olbal tumvielām [Toblert, 

1980]. 

Ir konstatēta arī katalazes peroksidāzā aktivitāte [Butt, 1980; Brūce et. 

al., 1989]. Tādā gadījumā katalāze piedalās substrāta oksidēšanā, izmantojot 

H 2 0 2 vai citus peroksīdus. Substrāt i var būt metanols, etanols, formaldehīds, 

fenola savienojumi un citi savienojumi [Butt, 1980]. 

Katalāze ir konstatēta visos audos. Šūnās tā ir lokalizēta galvenokārt 

gl ioksisomās un peroksisomās [Butt, 1980; Brūce et. al. ,1989]. Fermentatīvā 

aktivitāte un izoformu spektrs ir atkarīgs no genot ipa, auga attīstības pakāpes 

un apkārtējās vides faktor iem [ Сарсанбаев и др., 1982]. 

Uzskata, ka sintezējoties katalāzei, ci toplazmā vispirms veidojas 

olbaltumvielu monomēr i , bet peroksisomās un gl ioksisomās hēma porfirīna cikls 

hidrofobi piesaistās olbal tumvielām un veidojas tetramērs [Schonbaum et al., 

1976, Метелица, 1984; Brūce et. al. , 1989]. Oligomērs ir samērā stabils pH 

robežās no 3 l īdz i 0. Degradējot ies, piemēram, deterģentu klātbūtnē, katalazes 

aktivitāte zūd, bet subvienības saglabā peroksidāzo aktivitāti [Метелица, 1984]. 



Salīdzinot l iteratūras datus, redzams, ka katalāzes f izioloģiskās funkcijas 

pētītas mazāk nekā peroksidāzes. Tomēr ir z ināmas konkrētas izmaiņas 

katalāzes aktivitātē un izoformu spektrā, kas rodas augšanas un attīstības gaitā, 

kā arī atkarībā no apkārtējās vides ietekmes. Jāatz īmē, ka vai rumā gadījumu 

pētījumu rezultāts ir t ikai fakta konstatēšana, bez dziļākas metabol isko procesu 

izpētes. P iemēram, ir noskaidrots, ka augļ iem nogatavojot ies, tajos var pieaugt 

katalāzes aktivitāte [Gaspar et. al . , 1982; Sahu et al., 1987]. Aud iem novecojot, 

tā samazinās [Gaspar et. al . , 1982], bet ir pētījumi, kuros konstatēts, ka 

novecošanās sākumstadi jās katalāzes aktivitāte var arī pieaugt, p iemēram, 

Chrysanthemum morifolium Ram ziedlapās [Bartoli et. al. , 1995]. Pirms miera 

perioda iestāšanās ģeneratīvajos pumpuros iespējama augsta katalāzes 

aktivitāte, miera per ioda laikā aktivitāte samazinās, bet pirms šī perioda beigām 

tā sāk lēnām pieaugt [Kaminski et. al, 1976]. Novērots, ka katalāzes aktivitāti 

audos ietekmē dažādi ārējās vides faktori. Stresa faktori var izraisīt katalāzes 

aktivitātes p ieaugumu [Siminis et a l , 1994]. Novērota tendence, ka katalāzes 

aktivitāte ir sal īdzinoši lielāka tādu taksonu augu audos, kas izturīgāki pret 

dažādiem stresa faktor iem [Patra et al., 1994; Rainieri et al., 1994; Jagtap et al., 

1995]. Nedaudz ie pētījumi liecina, ka salīdzinoši augstāka katalāzes aktivitāte in 

vitro kultūrā varētu būt par v ienu no rādītājiem atsevišķu genot ipu vai audu 

lielākai izturībai un līdz ar to arī piemērotībai in vitro kult ivēšanai [Cutler et al., 

1989; Benson et al., 1992], jo tas liecina par audu spēju pārveidot ūdeņraža 

peroksīdu. Tomēr ir dat i , ka stresa faktori, p iemēram, paaugst ināta smago 

metālu koncentrāci ja, izraisa katalāzes aktivitātes p ieaugumu audos, kas pēc 

pāris s tundām sāk samazināt ies [Wecx et al., 1993]. Arī citos eksper imentos ir 

novērots, ka stresa stāvokl im ieilgstot, katalāzes aktivitāte sāk samazināt ies 

[Zhang et al., 1994]. Pazemināta temperatūra aukstumneiztur īgos augos izraisa 

katalāzes aktivitātes samazināšanos, tādēļ var uzkrāties H 2 0 2 . Tas arī izskaidro 

tropu un subtropu augu neizturību zemās temperatūrās [Omran, 1980]. Kā 

uzskata H. Sarujama [Sarujama et a l . , 1995], Oryza sativa L. šķirņu izturība pret 

pazeminātām temperatūrām ir saistīta tieši ar katalāzes aktivitātes stabilitāti 

audos. Atsevišķos gadījumos stresa apstākļos (paaugst ināta NaCI 



koncentrāci ja) novērota katalāzes aktivitātes stabil itāte [Olmos et al . , 1994]. 

Tomēr ir konstatēta arī pilnīgi pretēja tendence - katalāzes aktivitātes 

samazināšanās stresa apstākļos un zema katalāzes aktivitāte stresizturīgos 

augos. Piemēram, Oryza sativa L. saknēs ir zemāka katalāzes aktivitāte t iem 

īpatņiem, kas ir izturīgāki pret paaugst inātām divvērtīgā dzelzs koncentrāci jām 

[Bode et al . , 1995]. Infekcijas gadī jumā Phaseolus vulgaris lapās katalāzes 

aktivitātei ir tendence samazināt ies [Adam et al. , 1995]. Picea abies skujās ir 

novērota katalāzes aktivitātes fotoinaktivāci ja [Schit tenhelm et al . , 1994]. 

Apkopojot l i teratūras datus, jāsecina, ka katalāzes aktivitāte ir atkarīga no 

bioloģisko un apkārtējās vides faktoru kopuma katrā atsevišķā eksperimentālajā 

sistēmā, kas arī izskaidro iegūto rezultātu dažādību. 

Kata lāzes ak t i v i t ā t e r o d o d e n d r o s . Rododendros katalāzes aktivitāte ir pētīta 

intakta auga dažādu dzinumu dažāda vecuma lapās atkarībā no augšanas 

apstākļ iem j au 1947. gadā [Ke3enw H pp., 1947]. Latvijas Universitātē ir 

sistemātiski pētīta katalāzes aktivitāte intaktu rododendru lapās no 

sešdesmitaj iem gadiem. Ir novērots, ka fermenta aktivitāte mūžzaļo rododendru 

lapās korelē ar hlorofila daudzumu [repTHepe, 1974]. Retardants CCC stimulē 

katalāzes aktivitāti lapās [KoHflpaTOBTH, 19811. Ir noskaidrota katalāzes 

aktivitātes gada d inamika rododendru lapās - maks imums ir novērojams 

veģetācijas per ioda beigās, kā arī pirms z iedēšanas un sēklu veidošanas 

[KoHApaTOBTM nnp . , 1972 ( a ) ] . 



Fenola savienojumu raksturīga pazīme ir aromātiskais gredzens, kam 

pievienota v iena va i vairākas hidroksi lgrupas [Harborne, 1980; 3 anpoMeTOB, 

Fenola savienojumus pamatā var iedalīt trīs grupās, no kurām ir 

atvasināti vis i pārējie savienojumi [3 апрометов, 1988]: 

1) C 6 -C ļ oks ibenzoskābes un to atvasinājumi; 

2) C 6 - C 3 feni lpropanoīdi ; 

3) C 6 - C 3 - C 6 f l avono īd i . 

Fenola savienojumi viegli oksidējas [Harborne, 1980]. Fizioloģiski 

nozīmīga ir 1) fermentat īvā oksidēšanās, ko katalizē galvenokārt 

poli fenoloksidāzes un peroksidāzes [ 3 апрометов, 1974; Блажей и др., 1977 

Butt, 1979]; 2) reakcijas ar hidroksiradikāl iem vai aktivēto skābekl i , kurās fenola 

savienojumi darbojas kā antioksidanti , novēršot aktīvā skābekļa formu toksisko 

iedarbību [Larson, 1995]. 

Augos fenola savienojumi parasti sastopami saistītā formā ar 

ogļhidrāt iem, sulfāta joniem, organiskajām bāzēm (amīniem, aminoskābēm) 

[Harborne, 1979, 1980; 3 апрометов, 1988]. Uzskata, ka augs, veidojot saistītos 

fenola savienojumus, palielina to šķīdību, neitralizē toksiskos savienojumus, bez 

tam, šādā ve idā fenola savienojumi ir rezerves barības vielu sastāvdaļa [Barz et 

al., 1979]. 

Aug iem fenola savienojumi ir konstatēti visās šūnās un audos [Harborne, 

1980]. Šūnā tie galvenokārt ir vakuolā, hloroplastos un šūnapvalkā 

[3 апрометов , 1974;Кефели, 1974; McClure, 1979; Harborne, 1980]. Atsevišķi 

fenola savienojumi ir sastopami visos augos, p iemēram, kanēļskābes 

atvasinājumi, bet ir arī savienojumi, kas raksturīgi konkrētam taksonam vai 

orgānam [Блажей и др., 1977]. Novērots, ka augi var izdalīt šos savienojumus 

1988]. 
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augsnē [Gailēt et a l . , 1995], tāpat kā in vitro audi tos izdala barotnē, īpaši 

fenola sav ienojumu oksidāci jas produktus - h inonus [Chen et a l . , 1990]. 

Uzskata, ka fenola savienojumi sintezējas hloroplastos [Kecpenu, 1974; 

McClure, 1979; My3acpapoB v\ pp., 1985], endoplazmatiskajā tīklā, proplastīdās, 

peroksisomās, gl ioksisomās un mitohondri jos [McClure, 1979]. Ir vairāki fenola 

savienojumu biosintēzes ceļi, bet divi galvenie ir šikimāta un acetāt - malonāta 

ceļš [3 anpoivieTOB, 1973]. Fenola savienojumu biosintēzes centrālais posms ir 

feni lalanīna amoni ja liāzes katal izētā kanēļskābes veidošanās no feni lalanīna 

[Hegerman, 1987]. Šīs reakcijas norisi var ietekmēt dažādi stresa faktori, 

p iemēram, f i tohormoni, barības vielas, infekcija, ievainojums, apgaismojums 

[Harborne, 1980]. Pētījumus par dažādu faktoru ietekmi uz biosintēzi apgrūt ina 

tas, ka fenola savienojumu biosintēze var būt atkarīga arī no dažādiem 

bioloģiskiem faktor iem, p iemēram, genotipa, audu veida [Harborne, 1980], to 

attīstības pakāpes [Ravn et al., 1994], kā arī no globāl iem vides faktor iem, 

p iemēram, diennakts ritma [My3acpapoB H AP-, 1985]. Šo pašu iemeslu dēļ nav 

vispārināmi fakt i , kas iegūti par kāda noteikta fenola savienojuma metabol ismu 

[Barz et al . , 1979]. Bez tam, rezultāti var atšķirties, pētot eksogēno un 

endogēno fenola savienojumu darbību gan in vivo, gan in vitro [Barz et al. , 

1979]. 

Fenola savienojumi auga augšanu un attīstību regulē netieši, jo ietekmē 

augšanas regulatoru - īpaši auksīnu - biosintēzi, to darbību un inaktivāci ju. Ir 

vairākas hipotēzes par fenola savienojumu ietekmi uz auksīnu biosintēzi. 

Uzskata, ka fenola savienojumu oksidācijas produkt i , reaģējot ar tr iptofānu, 

varētu ve idot indoli letiķskābi [Gordon et al . , 1 9 6 1 ; 3 anpoMeTOB, 1974], bet ir arī 

autori, kas šādu iespēju noliedz, uzskatot, ka ir fenola savienojumi, kas inhibē 

auksīnu sintēzi no tr iptofāna [Kecpenu, 1974]. Pierādīts, ka fenola savienojumu 

un auksīnu biosintēze ir kopējs metabol iskais priekštecis - š ik īmskābe. Var 

pieņemt, ka tas ir v iens no iespējamiem augšanas per iodiskuma 

izskaidrojumiem [Kecpenu, 1974]. Ir konstatēts, ka fenola savienojumi regulē 

auksīnu fermentat īvo oksidēšanos inhibējot (difenoli) vai st imulējot (vienkāršie 

fenola savienojumi) lES-oksidāzes darbību [3 anpoMeTOB, 1974; Th imann, 1977; 



Harborne, 1980; Гуськов, 1991]. Atšķirīgām sugām dažādos audos un orgānos 

vienam un t am pašam fenola sav ieno jumam ir konstatēts pretējs f izioloģiskais 

efekts [Гуськов, 1991]. Tā piemēram, ka kanēļskābes atvasinājumi, 

mijiedarbojoties ar peroksidāzi, var gan st imulēt, gan inhibēt peroksidāzes 

katalizēto IES oksidēšanos [Volpert et al., 1995]. Savukārt fenola savienojumi, 

kas ir peroksidāzes substrāti, va r bloķēt auksīnu oksidēšanos [Гуськов, 1991]. 

Uzskata, k a fenola savienojumi piedalās arī auksīna polārā t ransporta 

regulēšanā [Jacobs et al., 1988]. Interpretējot eti lēna biosintēzes pētījumu 

rezultātus, L. Mapsons pieļauj iespēju, ka in vitro fenola savienojumi var 

ietekmēt et i lēna biosintēzi no met ionīna [Mapson, 1970]. Ir atrasti giberel īniem 

antagoniski tannīni [Corcoran et a l . , 1972], gan arī t iem sinerģiski fenola 

savienojumi [Kamisaka et al., 1977]. 

Uzskata, ka fenola savienojumu oksidētās formas piedalās e lpošanas 

procesos k ā ūdeņraža akceptor i [3 апрометов, 1974; Блажей и др., 1977; 

З а п р о м е т о в , 1992]. Iespējams, fenola savienojumi var pārnest ūdeņradi uz 

akceptoru h loroplastosfotos intēzes reakcijās [ З а п р о м е т о в , 1974]. Enerģētisko 

līmeni šūnā fenola savienojumi va r ietekmēt, regulējot ATF sintēzi un 

hidrol izešanos [Музафаров и др., 1985]. Šūnapvalkā esošie fenola 

savienojumi var piedal ī t ies gaismas enerģi jas pārnešanā [3 апрометов, 1992]. 

Ar olbal tumvielām fenola savienojumi veido ūdeņraža saites, kas var ietekmēt 

fermentu aktivitāti [ 3 апрометов, 1974]. 

Fenola s a v i e n o j u m i r o d o d e n d r o s . Literatūrā nav izdevies atrast datus par 

fenola savienojumiem Rhododendron L. ģints in vitro kult ivētos augos. Turpretī 

intaktos augos tie ir vieni no visplašāk analizētaj iem savienojumiem. Rododendr i 

ir īpaši bagāt i ar miecvie lām [Куршакова и др. , 1961] un f lavonoīdiem [Белова, 

1968]. Jāatzīmē, k a vairums darbu ir veltīti t ikai fenola savienojumu kvalitatīvajai 

analīzei. La i raksturotu sistemātisko vienību, f lavonoīdi ir noteikti Ericaceae 

dzimtā [Бандюкова и др. , 1973], bet dažādi fenola savienojumi Rhododendron 

ģintī [Белова, 1968; Harborne, 1986]. Atsevišķu sugu rakstorošanai ir izmantoti 

antociāni - Rhododendron reticulatum [Kunishige et a l . , 1975], dažādi fenola 



savienojumi - Rh. kotschyi [Скварко и др., 1974]. Uzmanība tiek pievērsta arī 

fenola savienojumiem atsevišķos orgānos, p iemēram, Rh. farrarae Tate [Arthur, 

1955], Rh. ponticum [Boitschinoff et al., 1963], Rh. aureum [Запесочная и др., 

1965], Rh. erllipticum [Но et al., 1995] lapās, Rhododendron sp. [Harborne, 

1962; Loose, 1970], Obtusum subsēri jā [Loose, 1969, 1970], Rh. kiusianum, 

Rh. kaempferi [Miyaj ima et al . , 1995] ziedos. Azaleat īns pirmo reizi ir izdalīts no 

Rh. mucronulatum ziediem [Wada, 1956]. No Rh. mucronulatum irbuļa ir 

izolēts fenola savienojums, kas veicina putekšņu dīgšanu ne tikai Rh. 

mucronulatum, bet arī Camellia japónica, Styran japónica, kā arī vēl citiem 

augiem [Ozawa et a l . , 1993]. Flavonoīdu biosintēze ir pētīta Rh. simsii ziedu 

vainaglapās [Decooman et a l . , 1993] . 

Ir atsevišķi mēģinājumi fenola savienojumus izmantot rododendru 

hemosistemāt ikā. Z iemeļamer ikas rododendru sugām ir konstatēta specif iska 

f lavonoīdu kompozīci ja [King, 1977]. Ir arī apskatīta iespēja f lavonoīdus izmantot 

rododendru hemosistemāt ikā [Harborne, 1969; King et al., 1975; Spethmann, 

1975; Harborne 1978; King, 1978; Spethmann, 1978], kā arī mēģināts raksturot 

[Loose, 1979; Sumere et a l . , 1985] un identificēt [Blumenberg,1989] noteiktus 

rododendru genot ipus ar f lavonoīdu palīdzību. Bez tam, fenola savienojumi ir 

pētīti arī saist ībā ar z iedu krāsas iedzimšanu [Heursel,1975]. 

Daudzi rododendros esošie fenola savienojumi ir farmakoloģiski aktīvas 

vielas, tādēļ j au no piecdesmita j iem gadiem ir veikti samērā daudz pētījumi, lai 

tādus konstatētu [Медведева, 1952; Белова, 1968; Александрова, 1970; 

Коммсаренко и др., 1980; Вастльченко и др., 1986; Forlines et al. , 1992;] . 

K ā jau iepriekš minēts, rododendru kallusa kultūra līdz šim nav aprakstīta 

iegūšana un pēt īšana. Kallusa kultūra, kuras attīstību būtu iespējams vadīt un 

prognozēt, pavērtu jaunas iespējas rododendru pavairošanā, selekci jā, kā arī 

dažādu f izioloģisku u n morfoģenētisku procesu pēt īšanā un izskaidrošanā. 

Kal lusa kultūra varētu būt perspektīvs izejmateriāls rododendru 

pavairošanai, to l iecina novērojumi par organogēna kal lusa vai kal lusvidīgas 



masas ve idošanos atsevišķu rododendru pavairošanas sākumstadi jā [Harbage 

et al . , 1987; Economou et a l . , 1988; 1989; lapishino et al . , 1991 ( a ) 1991 ( b ) ] . Ir 

publicēta virkne pētījumu par dažādu citu augu reģenerāci ju no kallusa 

[Peterson et al . , 1985; Santis et a l . , 1988; Binh et al. , 1989; Bourque et al., 

1989]. Atsev išķos gadī jumos kalluss dod iespēju ātri savairot tādu taksonu 

augus, kur iem ir grūti panākt t iešu dz inumu veidošanos no eksplanta. 

Kal lusa kultūru var izmantot selekci jā ne tikai genot ipu pavairošanai, bet 

arī t ransgēno augu iegūšanai. Tā ir salīdzinoši jauna un perspektīva metode, bet 

pagaidām praksē vēl nav plaši piel ietojama. Tas ir saistīts ar virkni vēl r isināmu 

problēmu, p iemēram, transgēnajai metodei piemērotu bioloģiskā izejmateriāla 

iegūšanu un reģenerāci jas s istēmas izstrādi. Rododendru selekcijā šī metode 

vēl nav izmēģināta. 

Līdz šim transgēno augu pētījumos kā izejmateriāls ir izmantotas 

protoplastu, šūnu suspensi ju un kal lusa kultūras [Oliveira, et al. , 1996; Siemens 

et al., 1996]. Gan protoplastu, gan šūnu suspensi jas kultūras daudzos 

gadī jumos nav iespējams iegūt, apejot kallusa kultūru. Vienas no visbiežāk 

izmantojamām reģenerāci jas s istēmām ir tās, kurām starpstadija ir kallusa 

kultūra, kaut arī tās t rūkums ir potenciālā ģenētiskā nestabil i tāte. Ģenētiski 

stabila būtu t iešas reģenerāci jas panākšana, bet šādu sistēmu pagaidām ir grūti 

izveidot [Oliveira et a l . , 1996]. 

Kal lusu izmanto, lai pētītu augu izturību pret dažādiem stresa faktor iem 

[ D a i e t a l . , 1995 ( b ) ] . 

Rododendru kal lusa kultūru varētu izmantot mikorīzas pētīšanai, jo arvien 

plašāk t a m tiek izmantotas irt vitro s istēmas [Staatsma et al . , 1986]. 

Att īstoties audu, arī kal lusa kultūru pielietošanai dažādās zinātnes un 

prakses jomās, rodas nepieciešamība pēc to attīstības kontroles, 

prognozēšanas un ģenēt iskās stabil itātes testēšanas sistēmas izveidošanas. Kā 

jau iepriekš minēts (nodaļa 1 . 2.), ir virkne datu par to, ka tiek pētītas dažādas 

bioķīmisko rādītāju izmaiņas in vitro kultūru attīstības laikā, tajā skaitā arī 

antioksidatīvo fermentu un fenola savienojumu kvantitatīvais un kvalitatīvais 



sastāvs šūnās un audos, jo jānoskaidro bioķīmiskie rādītāji, ko varētu kvalificēt 

kā kultūras attīstības kritērijus. 



2. MATERIĀLS UN M E T O D E S 

Darbs tika veikts Latvijas Universitātes Augu audu kultūru laboratorijā, 

Bioloģijas fakultātes Augu fizioloģijas laboratorijā un Lundas Universitātes 

Ekoloģijas depar tamentā (Zviedri ja). 

Darba mērķis bija noskaidrot rododendru kal lusoģenēzi un kallusa 

kultūras attīstību ietekmējošos faktorus, arī attīstību raksturojošos 

morfofizioloģiskos rādītājus ar nolūku izstrādāt kallusa kultūras iegūšanas 

paņēmienus. Atbi lstoši mērķim t ika izvirzīti šādi uzdevumi: 

1. Noskaidrot dažādu orgānu kal lusoģenēzes potenci, gada attīstības cikla un 

kult ivēšanas apstākļu ietekmi uz Rhododendron L. ģints augu kallusa kultūras 

iegūšanu un proliferāciju. 

2. Anal izēt peroksidāzes kvalitatīvo un kvantitatīvo sastāvu dažādu taksonu 

rododendru kallusos atkarībā no in vitro kult ivēšanas apstākļ iem. 

3. Noteikt katalāzes aktivitāti dažādu taksonu rododendru kal lusos atkarībā no 

kult ivēšanas apstākļ iem. 

4. Anal izēt fenola savienojumu kvalitatīvo sastāvu dažādu taksonu rododendru 

kallusos, kas veidojušies atšķirīgos kult ivēšanas apstākļos. 



2. 1 . Kallusa kultūras iegūšana 

Kal lusa kultūras iegūšanai t ika izmantoti Rhododendron L. ģints augi no 

LU Botāniskā dārza atklātaj iem laukiem un si l rumnīcām. Eksplant iem izvēlēto 

orgānu v i rsma tika apstrādāta ar diocīda šķīdumu, kas saturēja 0,66 g/l N-

ceti lpir idīnhlorīdu un 0,33 g/l etanoldzīvsudraba hlorīdu. Strādājot iepriekš 

dezinf icētā laminārajā boksā, eksplanti vispirms t ika izolēti un tad ievietoti 25 ml 

mēģenēs ar barotni. Kult ivēšanai t ika izmantota Andersona [Anderson, 1984] un 

C immermana [Z immermann et al., 1980] barotnes (2. tabula). 

Andersona (1984) un C immermana (1980) barotņu minerālsaļu sastāvs 

2 . tabula 

Barotnes 
komponent i 

Andersona barotne 
mg/l 

C immermana barotne 
mg/l 

K N 0 3 

N H 4 N 0 3 

( N H 4 ) 2 S 0 4 

C aCI 2 • 2 H 2 0 
C a ( N 0 3 ) 2 • 4 H 2 0 
M g S 0 4 • 7 H 2 0 
K H 2 P 0 4 

N a H 2 P 0 4 • H 2 0 
H 3 B 0 3 

M n S 0 4 • H 2 0 
Z n S 0 4 « 7 H 2 0 
KJ 
N a 2 M o 0 4 • 2 H 2 0 
C u S 0 4 « 5 H 2 0 
CoCI 2 • 6 H 2 0 
F e S 0 4 • 7 H 2 0 
N a 2 E D T A • 2 H 2 0 

55.7 
74.5 

440 

480 
400 

380 
6.2 

16.9 

370 

8.6 
0.30 
0.25 
0.025 
0.025 

202 
160 
198 

708 
369.6 
405 

0.025 
0.025 

55.7 
74.5 

6.2 
16.9 

8.6 
0.30 
0.25 



Barotnēm vēl t ika pievienots inozīts 100 mg/ l , t iamīns 0.4 mg/l , piridokslns 0.1 

mg/ l , nikot īnskābe 0.5 mg/ l , saharoze 20 g/l, C immermana barotnei arī adenīns 

80 mg/ l , kā arī f i tohormoni - auksīni un / vai citokinīni. Ja īpaši nav norādīts, 

barotnes pH pi rms autoklāvēšanas bija 5.1 - 5.4. Tika izmantotas dažādu 

barotņu s is tēmas: 1) cieta - agarizēta (6.5 g/l Bacto Agar 'Typ U S A " ) ; 2) šķidra 

ar f i l trpapīra ti lt iņu vai celulozes masu kā barotnes nesēju; 3) kombinēta -

šķidras barotnes slānis uz agarizētas ( 1 . att.). 

1. att. Barotņu konsistence : 1 . agarizēta; 2. šķidra ar fi ltrpapīra t i l t iņu; 3. šķidra 

ar celulozes masu ; 4. kombinēta - šķidrās barotnes slānis uz agarizētas. 

Tumsā kallusi t ika kultivēti termostatā 25 °C temperatūrā, bet gaismā -

audzēšanas te lpā ar gaismas intnsitāti apmēram 3000 lx, 16 stundu fotoper iodu, 

25 ± 2 °C temperatūrā. Katrā eksper imentā bija 10 līdz 20 atkārtojumi. Kultūras 

attīstība t ika novērota vizuāl i , attīstības sākumstadi jās izmantojot stereoskopisko 

mikroskopu MBC-9 . 

2. 2 . Organoģenēzes etapu noteikšana 

Lai noteiktu auga attīstības stāvokļa ietekmi uz kal lusoģenēzi, t ika 

izmantota mūžzaļo rododendru H-75/1 (14.07.92. - 21.07.93.) un Rh. 

caucasicum (18.06.93. - 30.11.93.) augšanas koni un ziedi. Šim nolūkam ikreiz, 

uzsākot kal lusa kultūras iegūšanu, puse no z iedkopas tika izmantota eksplantu 



izloēšanai, bet otra puse f iksēta 7 0 % etilspirtā. No 1. līdz 4 . organoģenēzes 

etapam t ika fiksēti augšanas koni . Fiksētajām z iedkopām tika atdalītas 

segzvīņas, izpreparēti ziedi, t iem atdalītas vainaglapas un daļēji arī 

putekšņlapas. Šādi sagatavots materiāls t ika zīmēts ar stereoskopiskā 

mikroskpoa МБС-10 zīmēšanas aparāta PA-4 palīdzību. Objektīva paliel inājums 

zīmējot bija 1x, bet okulāra 8x, izņemot 1 1 . 05 . 1993 izolētajam z iedam 

objektīva pal iel inājums bija 0.6 x . Organoģenēzes etapu noteikšanai t ika 

izmantota F. Kupermanes [Куперман, 1963] un R. Kondratoviča 

[Кондратович, 1981] metode. 

2. 3. Ogļhidrātu kvantitatīvā analīze 

Ogļhidrātu satura dinamika t ika noteikta mūžzaļā rododendra hibrīda H-

75/1 v iengadīgo dz inumu lapās (14.07.1993. - 21.07.1994.) . Reizē ar kallusa 

kultūras uzsākšanu viengadīgo dz inumu lapas tika f iksētas vāroša ūdens vannā. 

Lapas tika žāvētas istabas temperatūrā, saberztas bumbu dzirnavās un 

uzglabātas eksikatorā +4 °C temperatūrā līdz turpmākajai izmantošanai. 

Ogļhidrāti t ika ekstraģēti no 10 mg parauga 5 ml 8 0 % metilspirta. Ogļhidrātu 

aceti latvasinājumi tika iegūti pēc Sundina un Eka izstrādātās metodikas [Sundin 

et a l . , manuskt ipts] . Kā iekšējais standarts tika lietota ir ramnoze. Analīzei t ika 

izmants 1 ļ i l ogļhidrātu acet i latvasinājumu acetonitr i la šķ īdums (parauga 

koncentrāci ja apmēram 15 mg/ml). Ogļhidrāti t ika atdalīti J & W kapilārajā 

kolonnā DB-5 (25 m x 0.2 m m I.D.), kas ievietota Perkina-Elmera 3900 modeļa 

gāzu hromatogrāfā ar l iesmas jonizāci jas detektoru. Detektora signālus 

apstrādāja un pierakstīja ar Helvvett Packard 3390A modeļa integratoru. 

Nesējgāze bija ūdeņradis ar p lūsmas ātrumu 3 ml/min, bet pirms detektora - ari 

slāpeklis ar p lūsmas ātrumu 20 ml/min. Inžektora temperatūra bija 270 °C, 

detektora 290 °C, kolonnas temperatūras programma 150 līdz 270 °C, 8 °C/min. 



Ogļhidrātu daudzums parauga tika aprēķināts: 

A x m i.s. 
m x = * 

A i.s. Rf 

m x - ogļhidrāta daudzums modif icētajā paraugā ( ^ g ) , 

m i s - iekšējā standarta masa paraugā (jag), 

A x - ogļhidrāta p īķa laukums, 

A | s - iekšējā standarta pīķa laukums, 

Rf - kavēšanas faktors, kas raksturo ogļhidrāta atrašanās vietu uz 

hromatogrammas. 

Ogļhidrātu daudzums audos t ika aprēķināts pēc v ienādojuma: 

m x • v 
M x = 

v , • n 

M x - ogļhidrātu daudzums audos (( j .g/mg), 

m x - ogļhidrātu daudzums modif icētajā paraugā (f ig), 

v - meti lspirta t i lpums, kurā ekstraģēts paraugs (ml), 

v , - acetonitri la t i lpums (ml), 

n - audu iesvars (mg) 

2. 4 . Peroksidāzes aktivitātes noteikšana 

2 . 4 . 1. Peroksidāzes akt ivi tātes noteikšana izmantojot gvajakolu kā substrātu 

Peroksidāzes aktivitāte tika noteikta spektrofotometriski pēc Pūtter (1970) 

metodikas. Tika izmantots spektrofotometrs CO - 26 f l O M O . Peroksidāze tika 

ekstraģēta no 0.2 vai 0.3 g svaigu audu attiecīgi 3 vai 4 ml fosfātbufera šķīdumā 

(0.1 M, p H 7.0), pievienojot 0.1 g PVPP. Anal izējamais šķīdums kivetē 

sastāvēja no: 2.1 ml fosfātbufera (~ 0.1 M, pH 7.0); 0.05 ml gvajakola (20.1 

mM) ; 0,03 ml H 2 0 2 (12,3 mM) un 1 ml audu ekstrakta. Šķ īduma optiskais 

bl īvums t ika nolasīts pie viļņu garuma 436 nm. 



Peroksidazes aktivitāte t ika aprēķināta pec formulas [Pūtter, 1970]: 

3.18 • 0.1 • 4 • v 
A = 

1 • 25 .5 • At • n 

A - peroksidazes aktivitāte (^mol gvajakols • g (audu svaigā masa)" 1 • min" 1 ) , 

3,18 - kopējais šķ īduma t i lpums kivetē (ml), 

0,1 - optiskais bl īvums p ie kura tiek f iksēts reakcijas laiks, 

v - fosfātbufera t i lpums, audu ekstrakta pagatavošanai (ml), 

1 - audu ekst rakta t i lpums kivetē (ml), 

25,5 - īpatnējais absorbci jas koeficients gvajakola oksidāci jas produkt iem pie 

436 nm, k a d šķīduma optiskais bl īvums ir 0 . 1 , 

At - reakci jas i lgums (min), 

n - audu iesvars (g). 

2. 4 . 2. Peroksidazes aktivi tātes noteikšana izmantojot benzidīnu kā substrātu 

Peroksidazes akt ivi tāte tika noteikta spektrofotometr iski , izmantojot 

modificētu Bojarkina metodi [EoapKUH, 1951], kas pielāgota pētāmajam 

objektam. Izmantoja spektrofotometru Cd> - 26 JIOMO. Peroksidāze tika 

ekstraģēta no 0.05 līdz 0.1 g svaigu audu ar 10 ml acetāta bufera (pH 7,0), 

pievienojot 0.1 g PVP. Anal izējamais šķīdums kivetē sastāvēja no 1,5 ml 

acetātbufera (pH 7,0); 0,5 ml benzidīna (0.92 mg/ml) ; 0,5 ml 0 .042% H 2 0 2 un 

0,5 ml audu ekstrakta. Opt iskais bl īvums t ika nolasīts pie 590 n m . Peroksidazes 

aktivitāti aprēķ ina pēc formulas [BonpKMH , 1951]: 

A D • v • y 

A = 
d • At • n 

A - peroks idazes relatīvā aktivitāte g ramā audu svaigajā masā sekundē, 

AD - opt iskā bl īvuma starpība, 

v - audu ekst rak ta kopējais t i lpums (ml) , 

7 - atšķaidī juma pakāpe kivetē, 



d - s lāņa b izums kivetē (cm), 

At - reakcijas laiks (s), 

n - audu iesvars (g). 

Vidējam ari tmētiskajam rezultātam no 3 bioloģiskajiem atkārtojumiem tika 

aprēķināta standartk ļūda. Peroksidāzes aktivitāti v ispirms noteica eksplantos. 

Kal lusos nosakot aktivitāti, eksplantu audi netika atdalīti no kal lusa. 

2. 5. Peroksidāzes izoformu lokalizēšana 

Izofermenti t ika atdalīti ar vertikālo poliakri lamīda gēla elektroforēzi, 

izmantojot aparātu A B I " 3 - 1 . Izoperoksidāzes tika ekstraģētas no 0.29 g audu 

mater iāla ar 1 m l šķīduma, kas satāvēja no koncentrējošās sistēmas bufera (pH 

6.7) un gl icerīna maisījums 2 .5 :1 . Skābo izoformu ekstraģēšanai buferis t ika 

gatavots pēc Dēvisa metodes [Dāvis, 1964], bāzisko - pēc Reisfelda metodes 

[Reisfeld, 1962] . Izvilkuma pagatavošanas laikā audu mater iālam tika pievienots 

0.1 g PVP. Skābo peroksidāžu izdalīšanai elektroforēzes gēlus sagatavoja pēc 

Dēvisa metodes [Dāvis, 1964], bet bāzisko peroksidāžu - pēc Reisfelda 

metodes [Reisfeld, 1962]. Elektroforēzē netika izmantoti koncentrējošie gēli. Uz 

gē la t ika uznests 100 uJ ekstrakta un indikatoršķīduma maisījums (3:1). 

Skāba jām peroksidāzēm indikatoršķīdums bija bromfenilzi lais 2.5 mg/ml, bet 

bāziskajām - bāziskais fuksīns 50 mg/ml . Gēla garums bija 11.5 cm, 

elektroforēzes i lgums 3 līdz 4 stundas, spr iegums 255 V, strāvas st iprums 22 

mA. Izofermenti tika vizualizēti , e lektroforogrammas turot šķīdumā, kas saturēja 

benzid īnu (0,2 g benzidīns; 0.5 ml et iķskābe; 100 ml H 2 0 ) , pakāpeniski 

pievienojot 30 % H 2 0 2 . Anal izējamo vielu kust īgums (Rf) t ika noteikts pēc 

formulas [Hames, 1985]: 

izoformu migrāci jas attālums 
Rf= 

krāsvielas migrāci jas attālums 



2 . 6. Kata lāzes aktivitātes anal īze 

Katalāzes aktivitāte tika noteikta, jodometr iski titrējot pēc H. Počinoka 

metodes [Починок, 1956], kas balstās uz H 2 0 2 sadal īšanu katalāzes klātbūtnē. 

H 2 0 2 at l i kumam reaģējot a r KJ skābā v idē, izdalās J 2 , ko cietes klātbūtnē attitrē 

ar N a 2 S 2 0 3 . Katalāzes aktivitāti aprēķ ina pēc formulas [Починок , 1956]: 

25 • 293 • [0,01- (a-b) + IgHr ] 
A = 

10- n • 5 

А - katalāzes aktivitāte [ f imo l H 2 0 2 • (g audu svaigā masa)" 1- min" 1 ] , 

а - N a 2 S 2 0 3 daudzums kontroles t i trēšanai (ml), 

b - N a 2 S 2 0 3 daudzums parauga t i t rēšanai (ml), 

n - svaigo a u d u iesvars (g) , 

25 - izv i lkuma t i lpums (ml), 

293 - koef ic ients H 2 0 2 daudzuma pārrēķināšanai mikromolos, 

10 - analīzei ņemtais izvi lkuma t i lpums (ml), 

5 - reakcijas laiks (min). 

V idē jam ari tmētiskajam rezultātam n o 3 bioloģiskaj iem atkārtojumiem t ika 

aprēķināta standartk ļūda. Katalāzes aktivitāti v ispirms noteica eksplantos. 

Kal lusos nosakot aktivitāti, eksplantu aud i netika atdalīti no kal lusa. 

2 . 7. Fenola savienojumu anal īze 

Lai izdalītu fenola savienojumus, t ika izmantota pol iamīda plānslāņa 

hromatogrāf i ja [Лапа, 1986] . A p m ē r a m 1,5 g audu materiāla t ika vairākkārt 

ekstraģēts 8 0 % etilspirtā, visbeidzot ietvaicēts. Sausam paraugam pielēja 2-3 

ml 8 0 % etilspirta. Vienvirziena hromatogrāf i ja kā nesējs istēma t ika izmantots 

maisījums toluols 4 5 : etanols 36 : et iķskābe 16, bet divvirziena hromatogrāf i ja -

pirmā ir jau minētā s is tēma, bet otra - 3 0 % et iķskābe. Hromatogrammas izlases 

veidā t ika krāsotas ar F e C I 3 , kas parādīja hidroksi lgrupu klātbūtni , ar A ICI 3 , kas 

krāsoja f lavonoīdus, un v isas ar Fast Blue RR sā l i , kas krāsoja lielāko daļu 



fenola sav ienojumu. Bez tam fenola savienojumi t ika lokalizēti, 

h romatogrammas aplūkojot ultravioletajā (UV) ga ismā. Savienojumu iepriekšējā 

identif ikācija t i ka veikta, nosakot to ultravioleto viļņu absorbci jas spektrus 9 6 % 

eti lspirtā ar SPECORD UV VIS. Spektr i tika atšifrēti, izmantojot K. Hermaņa 

datus [Hermann, 1978]. Savienojuma atrašanās vietu uz hromatogrammas 

raksturoja ar kust īgumu (Rf) [Harborne, 1984]. 



3. REZULTĀTI U N TO ANALĪZE 

3 . 1 . Rododendru kallusa kultūras Iegūšana 

3 . 1 . 1 . Dažādu orgānu eksplantu kal lusoģenēze 

Literatūrā ir atrodami dati par dažādu audu un orgānu eksplantu 

morfoģenēt iskā potenciā la atšķirībām, bez t a m katram taksonam tas ir ģenētiski 

noteikts [Калинин и др., 1980; Pierik, 1987]. Atsevišķos in vitro pavairošanas 

gadījumos rododendr iem ir novērota organogēna kallusa vai kal lusveidīgas 

masas ve idošanās tieši no dz inumu [Harbage et a l . , 1987; Economou et a l . , 

1988; lap ich inoet al. , 1 9 9 1 ( a ) t 1991 ( b ) ] , ziedu [Meyer, 1982, 1983 ( a ) , 1983 ( b ) ; Dai 

et a l . , 1987; Shevade e t al., 1993] un lapas plātnes [ lapichino et a l . , 1992] 

eksplant iem, bet trūkst salīdzinoša pārskata par dažādu orgānu eksplantu 

kal lusoģenēzes po tencēm. Tas izskaidrojams ar to, ka nevienā no publicētaj iem 

eksperimentiem nav bijis mērķis kallusa iegūšana un subkul t ivēšana, bet gan 

rododendru pavairošana. Tikpat kā nav datu arī par proli ferējošas organogēnas 

vai neorganogēnas subkult ivējamas rododendru kallusa kultūras iegūšanu. 

Tādē ļ , uzsākot darbu pie rododendru kallusa kultūras iegūšanas, pirmais 

uzdevums bi ja noskaidrot , no kura orgāna eksplant iem ir iespējams iegūt sterīlu 

in vitro kultūru un panākt intensīvu kal lusoģenēzi. 

Eksperimentos iegūtie rezultāti l iecina, k a lapas plātnes, galvenās 

dzīslas, lapas kāt iņa un sakņu eksplanti neveido kal lusu (3. tabula). T o veidoja 

stumbra eksplant i (3. tabula). T a s bija novērojams arī gadī jumos, kad eksplantā 

bez s tumbra audiem bi ja vēl arī augšanas kons (l-IV organoģenēzes etaps), 

veģetatīvais vai lapas paduses pumpurs (3 . tabula). Tomēr jāatz īmē, ka no 

eksplant iem, kuros bija s tumbra audi, grūti iegūt sterīlu kul tūru: - inficēta 30 līdz 

7 0 % in vitro kultūra (3. tabula). Arī l i teratūrā ir atz īmēta rododendru dzinumu 

eksplantu lielā inf icētība [Gertnere u. c , 1990; Гертнере, 1990]. Lai to 

samazinātu, pirms eksplantu izolēšanas mātesaugu iesaka kultivēt si l tumnīcā 

[Cohen, 1986] , tomēr ir dati arī par si l tumnīcas acāliju dzinumu eksplantu 

salīdzinoši l ielo inficētību [Economou et al., 1981 ; Гертнере, 1990]. Apkopojo t 



3. tabula 

Rhododendron L. dažādu orgānu eksplantu kal lusoģenēze tumsā uz Andersona 

barotnes ar IPA 2 vai 5 mg/l un NES 8 va i 1 mg/l 

Orgāns, no kura iegūts 
eksplants 

Kal lusoģenēzes novērtējums Inficetība 
(%) 

Sakne 

Dz inuma stumbra daļa 

Lapas kātiņš u n 
ga lvenā dzīsla 

Lapas plātne 

Lapas paduses pumpurs 
kopā ar s tumbra daļu 

Augšanas kons ar subapi -
kālaj iem s tumbra audiem 
(I līdz IV organoģenēzes etapā) 

Veģetatīvais galotnes pumpurs 
ar stumbra da lu 

kalluss neveidojas 

laba 

kalluss neveidojas 

kalluss neveidojas 

reti, galvenokārt no 
s tumbra daļas 

laba, gan no galotnes, gan 
subapikālaj iem audiem 

laba, galvenokārt no stumbra 

7 0 - 8 0 

6 0 - 7 0 

5 0 - 6 0 

5 0 - 6 0 

6 0 - 7 0 

30 

6 0 - 7 0 

Zieds laba 

eksper imentu rezultātus un literatūras datus, jāsecina, ka galvenais rododendru 

dz inumu eksplantu t rūkums ir sterīlas in vitro kultūras iegūšanas grūt ības. 

Visintensīvāk kal lusu veidoja z iedu eksplant i , kultūras inficetība bija 

apmēram 5 % , tātad salīdzinoši neliela (3. tabula) . Tas ir saistīts ar z ieda 

att īst ības īpatn ībām, jo vispirms veidojas segzvīņas, bet z ieda orgāni attīstās 

z e m t ā m , tātad rododendriem ziedi ir vispiemērotākais orgāns eksplantu 

iegūšanai. 

Kult ivējot z iedu bez vainaglapām (tumsā), kal lusoģenēzi varēja novērot 

no v isām z ieda daļām, izņemot no drīksnas un irbuļa, kas nekrot izējās. Tādēļ 



radās doma izolēt atsevišķus zieda orgānus un pārbaudīt to kal lusoģenēzes 

potences dažādos kult ivēšanas apstākļos. 

Rezultāt i , kas iegūti eksplantus kultivējot ga ismā, liecināja, ka zieds, ar 

atdal ī tām va inaglapām nekrotizē, bet atsevišķu z ieda orgānu eksplant i - drīksna 

ar irbuli, putekšņlapa, sēklotne kopā ar ziedgultni un ziedkātu - labi veidoja 

kallusu (4. tabula) . Kultivējot Andersona barotnes ar IPA un IES (gaismā), 

kalluss atsevišķos gadī jumos bija organogēns (4. tabula). 

Lieratūrā ir dati par organoģenēzi no dažu rododendru zieda daļu 

eksplant iem [Pennel, 1990; Meyer, 1981 ( a ) , 1981 ( b ) , 1983 ( a ) , 1983 ( b ) ] . 

Eksper imentu rezultāti l iecināja, ka visintensīvāk organogēna kallusa 

veidošanās ga ismā notika no eksplant iem, kuros sēklotne ir kopā ar ziedgultni, 

vainaglapu pal iekām un ziedkātu (2. att.). 

2. att. Organogēns kalluss 

(iegūts no H-75/1 z ieda eksplanta, kas 2.5 mēnešus kultivēts gaismā uz 

C immermana barotnes ar IPA 15 mg/l un IES 4 mg/l) ; • — ' - 1cm 

Literatūrā nav datu par neorganogēna kallusa ve idošanos no rododendru ziedu 

eksplant iem. Darbā iegūtie rezultāti l iecina, ka neorganogēns kalluss no dažādu 



4. tabula 

Dažādu z ieda daļu eksplantu kal lusoģenēze uz Andersona barotnes ar IPA 2-5 mg/l + NES 1-8 mg/l tumsā un ar IPA 6-

15 mg/l + IES 1.5 - 4 mg/l gaismā (16 h foteperiods) 

Eksplants 

Drīksna, irbulis, sēklotne, ziedgultne, 
putekšņlapas, vainaglapu paliekas un 
ziedkāts 

Drīksna un irbulis 

Putekšņmaciņš un putekšņlapas 
kātiņš 

Sēklotne, z iedgul tne, vainaglapu 
pal iekas un ziedkāts 

Sēklotne, z iedgultne un ziedkāts 

Sēklotne un ziedgultne 

Ziedgul tne un ziedkāts 

Sēklotne 

Ziedgul tne 

Ziedkāts 

Kal lusoģenēze ga ismā 

nekroze, kalluss neveidojas 

laba, var veidoties organogēns kalluss 

laba 

laba, var veidoties organogēns kalluss 

laba, var veidoties organogēns kalluss 

laba, var veidoties organogēns kalluss 

nav pārbaudīts 

nav pārbaudīts 

nav pārbaudīts 

laba, var veidoties organogēns kalluss 

Kal lusoģenēze tumsā 

laba no v isām da ļām, izņemot no 
drīksnas un irbuļa, kuri nekrotizē 

nekroze, kal luss neveidojas 

vidēja, biežāk no kātiņa, retāk 
no putekšņmaciņa 

laba no v isām da ļām 

laba no v isām daļām 

laba no abām daļām 

laba no abām dalām 

laba 

vidēja 

samērā vāja 



zieda daļu eksplant iem veidojas tumsā, nekrotizēja vienīgi dr īksna un irbulis (4. 

tabula) . Vis labāk kallusu veidoja rododendru zieda eksplant i , kuros sēklotne bija 

kopā ar z iedgultni , vainaglapu pal iekām un ziedkātu (4. tabula). Kallusa 

veidošanās dažkārt bija novērojama arī no vainaglapu pal iekām. Tādēļ 

t u r p m ā k a j ā d a r b ā e k s p l a n t u s , kas sas tāvē ja n o s ē k l o t n e s k o p ā ar 

z i edgu l t n i , z i e d k ā t u un v a i n a g l a p u p a l i e k ā m izmanto ja kā m o d e ļ o b j e k t u s , 

tā lāk t eks tā t i e t i k s dēvēt i par z iedu e k s p l a n t i e m (3. att.). 

3. att. Ziedu eksplanti , kas sastāv no sēklotnes, ziedgultnes, ziedkāta un 

vainaglapu pa l iekām 

(pa kreisi - Rh. luteum, pa labi - Rh. catawbiense); •—1 - 1 cm 

Kal lusa veidošanās tumsā bija novērojama arī no atsevišķi izolētas 

sēklotnes, z iedgul tnes un ziedkāta (4. tabula). T ie var tikt izmantot i par 

eksplant iem, gadījumā, ja ir ierobežots izejas mater iāla daudzums. Daži 

zinātnieki ir konstatējuši kal lusa veidošanos mikropavairošanas sākumstadi jā no 

atsevišķām z ieda daļām, Dai [Dai et a l . , 1987] no sēklotnes un ziedkāta, bet 

Mejers [Meyer, 1982] - no ziedgultnes un ziedkāta. Mūsu eksper imentos varēja 

novērot, ka eksplants, kas sastāvēja no va i rākām zieda daļām, va i rumā 



gadī jumu kalluss veidoja no tās daļas, kas bija t iešā saskare ar barotni (5. 

tabula) . 

5. tabula 

Kal lusoģenēze atkarībā no zieda eksplanta (sēklotne kopā ar ziedgultni , 

z iedkātu un va inaglapu pal iekām) novietojuma uz barotnes (Andersona barotne 

ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/ l ; tumsa) 

Eksplanta novietojums uz barotnes Atkārtojumu skaits Kal lusu veidojošā daļa 

Eksplants ar z iedkātu uz barotnes 10 7 atkārtojumos kal lusu 
veido ziedkāts 

Eksplants ar sēklotni uz barotnes 10 7 atkārtojumos kallusu 
veido sēklotne 

Tika konstatēts, ka zieda eksplanti varēja veidot kallusu gan no v ienas, 

gan arī no va i rākām daļām reizē. Kā redzams 4. attēlā pa kreisi - kallusu veido 

sēklotne, z iedgultne un ziedkāts reizē, bet attēlā pa labi - sēklotne ir pi lnībā 

nekrot izējusies, kalluss veidojas tikai no ziedgultnes, 5. attēlā - organogēns 

kal luss veidojas no ziedkāta. 

Tika konstatēts, ka kal lusoģenēzi no zieda daļām neietekmē zieda 

novietojums z iedkopā. 

Secinājumi no eksperimentos iegūtajiem rezultātiem: 

* Rododendru kallusa iegūšanai vispiemērotākie ir eksplanti no ziediem. 

Atšķinbā no veģetatīvo orgānu eksplantiem, tos ir iespējams iegūt sterilus un 

panākt intensīvu kallusoģenēzi. 

* Ja salīdzina dažādu zieda orgānu kallusoģenēzes potences, tad gan 

organogēna, gan neorganogēna kallusa iegūšanai vispiemērotākie ir eksplanti, 

kas sastāv no sēklotnes kopā ar ziedgultni, ziedkātu un vainaglapu paliekām. 



4. att . Rh. catavvbiense kallusi no z ieda eksplanta dažādām da ļām; pa kreisi -

kailus veidojies n o sēklotnes, z iedgultnes un ziedkāta, pa labi - kal luss veidojies 

no z iedgul tnes, sēklotne ir nekrotizējusi 

(kultivēts u z Andersona barotnes ar IPA 2 mg/l un NES 8 mg/ l , 1.5 mēnešus 

tumsā); • 1 - 1 cm 

5. at t . Rh. catavvbiense kal luss, kas veidoj ies no z iedkāta 

(kultivēts u z Andersona barotnes ar IPA 15 mg/l un IES 4 mg/ l , 2 mēnešus 

gaismā) 



3. 1 . 2. Mineralsāļu, f i tohormonu, p H , barotnes konsistences un fotoper ioda 

ietekme uz kal lusa veidošanos un attīstību 

Ir z ināms, ka rododendr iem gan In vivo, gan in vitro raksturīga zema 

izturība pret paaaugst inātu mineralsāļu koncentrāci ju [Anderson, 1978]. Tādēļ 

Andersons (1984) izveidoja barotni, kurā, sal īdzinājumā ar Muraš iges-Skuga 

barotni [Murashige et a l . , 1962] (45.14 mM), ir pazemināta makroelementu 

koncentrāci ja (16.99 mM) . Šajā darbā t ika pētīts, vai mineralsāļu sastāvs 

Andersona barotnē (1984), kas t iek uzskatīts par opt imālu rododendru 

mikropavairošanai , ir p iemērots arī kal lusoģenēzes inducēšanai . Rezultāti t ika 

salīdzināti ar t iem, kas iegūti kult ivēšanai izmantojot C immermana barotni 

[Z immermann et a l . , 1980], kurā kopējā mineralsāļu koncentrāci ja ir vēl zemāka 

(13mM) un citas N H 4
+ : N 0 3 " att iecības. Andersona barotnē N H 4

+ : N 0 3 " ir 9.1 : 

1, bet C immermana - 6.7 : 1 . 

Eksper imentā t ika novērots, ka Andersona barotnē st imulēja z iedu 

eksplantu kal lusoģenēzi tumsā un ga ismā (6. A, B att.), gan arī o rganogēna 

kal lusa ve idošanos gaismā (6. B att.). Kal lusoģenēze un kal lusa proliferācija uz 

C immermana barotnes bija nedaudz vājāka nekā uz Andersona barotnes, īpaši 

tumsā (6. A ; B att.). Li teratūrā ir norādes uz kal lusa veidošanos atsevišķu 

rododendru mikropavairošanas sākumstadi jās, kad tiek izmantota Andersona 

barotnē (1984) [ lapichino, 1 9 9 1 ( a ) ; 1 9 9 1 ( b ) ; 1992]. Rezultāti parādīja, ka 

rododendru kallusa kultūras iegūšanai piemērotākā ir Andersona barotnē 

(1984). 

Nākošais uzdevums bija noskaidrot citokinīnu un auksīnu koncentrāci ju 

(arī t o kombināci ju) , apgaismojuma ietekmi uz kal lusoģenēzi un kal lusa tālāko 

attīstību. 

Pētīto rododendru ziedu eksplanti neveidoja kallusu un nebi ja organogēni 

uz barotnes, kas saturēja tikai auksīnus, vai tikai c i tokinīnus (6. tabula) . 



6. att. Kult ivēšanas apstākļu ietekme uz kallusa veidošanos; • — > - 1 cm 

H-75/1 ziedu eksplantu kalluss pēc 2.5 mēnešu ilgas kult ivēšanas: 

A tumsā; B ga i smā 

pa kreisi - ku l r ivēšana notikusi uz Andersona barotnes ar 

I P A 2 m g / l u n NES 8 mg/l; 
IPA 3 mg/l un NES 4 mg/l; 
I P A 5 m g / l u n NES 1 mg/l; 

pa labi - kul t ivēšana notikusi uz C immermana barotnes ar 

IPA 10 mg/l un IES 2.5 mg/ l ; 
IPA 15 mg/l un IES 4 mg/l ; 
IPA 10 mg/l un IES 8 mg/l . 



6. tabula 

Auksīnu un citokinīnu ietekme uz rododendru ziedu eksplantu kal lusoģenēzi 

Auksīni 

Citokinīni nav NES IES 2,4-D 

nav X X X X 

IPA X XXX XX XX 

BAP X XX X-XX XX 

kinetīns X XX X-XX x-xx 

X - kal luss neveidojas; X X - kal lusoģeneze vidēja; XXX - intensīva 

Piemēram, 2,4-D un līdzīgi arī kinetīns un IPA (7. art; 8. att.) nestimulēja kallusa 

veidošanos. Tas ir pretēji C. R. Nortona [Norton et al., 1989] un H. Robeneka 

[Robenek, 1977] aprakstītajai kal lusoģenēzei no dzinumu eksplant iem, ko 

panāca uz barotnēm ar citokinīniem vai auksīn iem. Tātad jāsecina, ka ziedu 

eksplantu kallusoģenēzes inducēšanai ir nepeiciešama gan auksīnu, gan 

citokinīnu klātbūtne barotnē. 

Pārbaudot dažādu citokinīnu un auksīnu kombināci ju ietekmi uz 

kal lusoģenēzi varēja konstatēt, ka IPA vislabāk stimulē ziedu eksplantu 

kal lusoģenēzi, j a salīdzina ar BAP un kinetīnu (6. tabula). Kal lusoģenēzi vāji 

st imulēja t ikai atsevišķas BAP un kinetīna koncentrāci jas (BAP 0,1 mg/l kopā 

ar NES 5 vai 10 mg/l, tumsā; kinetīns 5 mg/l kopā ar IES 2 mg/ l , gaismā; 

kinetīns kopā ar 2,4-D, tumsā (8. att.)). BAP klātbūtnē bieži bija novērojama 

audu nekroze. Vairākās publikācijās ir minēts, ka rododendru 

mikropavairošanai , īpaši kult ivēšanas sākumā, vispiemērotākais citokinīns ir IPA 

[Economou et a l . , 1981 ; Fordham, 1982; McCown et a l . , 1983; Norton et al. , 

1985; Pennell, 1990] . Tomēr ir dati, ka dz inumu proliterācijas st imulēšanai ir 
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(kul t ivēšana not ika uz Andersona barotnes tumsā 2 mēnešus) 



pielietots kinetīns un BAP nelielās koncentrāci jas [Economou et al., 1981]. 

Iespējams, ka cēlonis rododendru specif iskajai reakcijai uz BAP ir receptoru 

t rūkums, līdz ar ko BAP ir f izioloģiski neaktīvs. 

Sal īdzinot dažādu auksīnu ( IES, NES, 2.4-D) ietekmi uz rododendru 

ziedu eksplantu kal lusoģenēzi kopā ar ci tokinīniem, varēja konstatēt, ka NES, 

īpaši kombināci jā ar IPA, visefektīgāk veicināja kal lusoģenēzi gan tumsā, gan 

gaismā. NES tikpat kā netiek lietota rododendru mikropavairošanā. Nortons 

(1989) gan atzīmē, ka dz inumu eksplantu kal lusoģenēzi NES stimulē mazāk 

nekā 2,4-D. Eksper imentos ar z iedpumpuru eksplant iem tika konstatēts, ka 

NES, plašā koncentrāci ju d iapazonā ( 1 - 1 2 mg/ l , kopā ar IPA 1 - 1 0 mg/l) 

efektīgi st imulē kallusa veidošanos, īpaši tumsā. Visintensīvāko kal lusoģenēzi 

varēja konstatēt uz barotnēm, kurās N E S 8; 4 ; 1 mg/l bija kopā ar IPA attiecīgi 

2; 3; 5 mg/ l , tādēļ darbā tās t ika izmantotas visbiežāk. 

Tumsā uz barotnēm, kurās NES 5 vai 10 mg/l bija kombināci jā ar BAP 

0.1 mg/ l , rododendru ziedu eksplanti lēni veidoja nelielus kal lusus, līdzīgi kā uz 

barotnes ar N E S 5 mg/l un kinetīnu 1 mg/ l . 

IES kopā ar IPA izmanto rododendru mikropavairošanai , lai st imulētu 

mikrodzinumu di ferencēšanos un proliferāciju [Anderson, 1975; 1984; Meyer, 

1981 ( b ) ; 1982; 1983 ( a ) ; Dai et al , 1987; lapichino 1 9 9 1 ( a ) ; 1991 ( b ) ] . Mūsu 

eksper imentos tika noskaidrots, ka z iedu eksplanti uz barotnes ar IES 2 , 5 - 1 2 

mg/l un IPA 1 0 - 1 5 mg/l ga ismā mēdz veidot organogēnu kal lusu (9. a t t ) , no 

kura turpmākajā kult ivēšanas gaitā varēja diferencēties dzinumi. Tumsā IPA un 

IES iedarbības rezultātā bija novērojama vājāka kal lusoģenēze, nekā uz 

barotnes ar N E S un IPA ( 2 1 . A att.). Savukārt IES un BAP vai kinetīns praktiski 

nest imulēja kal lusoģenēzi . 

Kā jau iepriekš minēts, eksperimentos novērots, ka NES, sal īdzinājumā 

ar IES, bija tendence stimulēt kal lusu ve idošanos un proli ferāciju, bet 

organoģenēze tika inhibēta, un otrādi. Pētī jumos ar Digitalis purpurea ir 


