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Triploidas apses (P.tremula) un hibridapses (P.tremuloides x P.tremula)
klonu pavairo$ana audu kultira in vitro

I.Dubova, Nacionalais Botaniskais darzs

Kopsavilkums. Raksta analizéta dazadas izcelsmes ap$u klonu aug$ana un attistiba
at8kiriga sastava barotnés audu kultara in vitro. Salidzinata piecu kokaugu pavairo$ana izmantoto
barotnu (MS, WPM, BTM, GD, AC), ar atskirigu mineralsalu sastavu, ietekme uz ap$u klonu
augianu. Barotném pievienoti fitohormoni — BAP (0-2mg/1), ISS (0- 0,01 mg/1), kinetins
(0,005mg/1). Péc 4 nedélu kultivésanas perioda uzskaitits jaunveidoto dzinumu skaits, garums,
eksplanta svars, apsaknoganis procents, saknu skaits, garums. Triploido ap$uun hibridapsukloniin
vitro pielagojas plasam barotnu sastava diapazonam, to reakciju nosaka klona ipatnibas. Optimala
minerald pamatbarotne ir WPM, piemérotas ari BTM un %2 MS; vislielakais multiplikacijas
koeficients konstatéts barotnés ar BAP 0,5-0,6mg/1, ilgstosai kultivésanai piemérotas barotnes ar
BAP 0,1-0,2 mg/1. Grati pavairojamu ap$u klonu sekmigai kultivé3anai ieteikts izmantot barotnes
WPM vai AC ar zemu BAP koncentraciju (0,1-0,2mg/1), periodiski tas nomainot ar lielakam
(0,5mg/1).

Nozimigakie vardi: ap$u kloni, in vitro, barotnu sastavs.

L.Dubova, National Botanic Garden. Micropropagation of triploid aspen (P.tremula) and
aspen hybrids (P.tremuloides x P.tremula) in vitro

Abstract. Triploid aspen and hybridaspen clones were in vitro propagated using different
basal media (MS, WPM, BTM, GD, AC) supplemented with fitohormons — BAP (0-2,0 mg/1),
ISS (0-0,01mg/1), kinetin (0,005 mg/1). The shoot growth, multiplication rate, weight of explants
and rooting of shoots were measured after 4 weeks period of cultivation. The optimum nutrient
media for increase multiplication rate were WPM, as well as BTM and %2 MS supplemented
with BAP 0,5-0,6 mg/1. The best medium for long-term cultivation were Y2 MS with BAP 0,1-
0,2mg/1.For successful culturing difficult propagated clones recommended WPM and AC media
supplemented with low BAP concentrations (0,1-0,2mg/1) exchanging it with BAP 0,5mg/1.

Key words: aspen clones, in vitro, media

Ay6osa ., Hanmonaabuenit boTanndeckuit cap. MEKPOKAOHAABHOE PasMHOMKeHHE in vitro
kaonoB Tpumsouanoi(P.tremula) n ru6pusnoit (P.tremuloides x Ptremula) ocun

Pesrome. B xyApType TKaHU in vifro yCIENIHO Pa3MHOXEHbI KAOHBI TPUIIAOMAHON U
rU6PUAHOMN OCHH, HCIIOAB3Ysl PasHble OCHOBHBIE MUHEPAAbHbIE CPEAbI IUTAHHS, C AODaBACHHEM
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peryasropos pocra — BAIT (0-2,0 mr/a) WMK (0-0,01 wmr/a) u xuneruna (0,005 mr/a).
[Mpu oneHKe pOCTa KAOHOB YYHTBHIBAAWCH: YHCAO M AAMHA IOGera, BeC 3KCIIARHTA, TIPOIIEHT

YKOPEHEeHHs], YUCAO U AAMHA KOpHei. IIpoBeAeHHbIE OIBITHI IIOKA3aAM, YTO MAKCHMAAbHbIN
K09 UITHEHT MyABTUIIAUKAIIME AOCTHUIAETCS B IUTaTeABHON cpepe WPM, a taoxke BTM u 1/2
MS c po6aBaennem BAIT 0,5-0,6 Mr/A. AAst KyABTUBUPOBAHMSA KAOHOB C HU3KHM k03¢ PurrreHTOM

PasMHOXEHHUS peKOMeHAyeTcs yepesoBanue cpeabt ¢ BATT 0,01-0,02 mr/a u 0,5 mr/a.

Katouesvie cA08a: KAOHBI OCHHBI, in Vitro, TATaTeAbHbIE CPEABL

Ievads

Mikropavairo$anas metodes pamata ir
somatiskas organogenézes procesa inducé$ana
no nediferencétiem audiem - kallusa vai
meristémas - un auga organiem - séklu
digliem, pumpuriem, lapam, ziedu dalam
u.c.-, kas tiek kultivéti aseptiskos apstaklos in
vitro. Sekmigi ir apguta daudzu kokaugu sugu,
t.sk. visu saimnieciski nozimigako Populus
gints sugu un hibridu, pavairo$ana in vitro
(Ahuja, 1986; Rutledge, 1988; Douglas, 1989;
Welander, 1989). Sakotnéji tika izolétas P.
tremula, Pdeltoides u.c. nediferencéta kallusa
audu kultdras un no tam regeneréti jaunie
augi (Winston, 1968, Saito 1980). No P.
maximowiczii putek$niem iegats haploids
embriogéns kalluss un regeneréti haploidi
augi (Stoehr, 1990). Kallusa audus var iegit
no izolétas pumpura meristémas un izaudzét
no virusiem brivus augus (Rutledge, 1988).
Konstatéts, ka apses kallusa veido$anas
intensitati nosaka génu komplekss (nepilnigas
dominésanas princips - dominéjo$a pazime
ir intensiva kallusa veido$anas) (Mamxuna
2001). Daudzam kokaugu (Fagus, Fraxinus,
Acer, Tilia sp.) kallusa kultiram raksturiga zema
organogenézes spéja, citim (Betula, Sorbus,
Alnus, Ulmus sp.) - labaka (Chalupa, 1987).

Dazadu augu kultivé$anai praksé ir
izstradatas vairakas barotnes. Parasti kokaugu

pavairo$anai izmanto MS (Murashige and
Skoog) barotni, kas sikotngji tika izveidota
tabakas kallusa kultivé$anai un uzskatama par
universalu. Atkiribas starp barotném nosaka
dazads makroelementu daudzums: MS barotné
attieciba N:P:K = 10,2 :1: 9,5 ; savukart WPM
(Woody Plant Medium) barotné tair 5,1:1:6,4.
Svariga ir amonija un nitratu jonu attieciba un
hlora saturs. Oglekla avots barotné ir saharoze,
kas nosaka ari osmotisko koncentraciju.
Barotném vienmér pievieno B, C un PP grupas
vitaminus, mezo-inozitu, citas aminoskabes.
Vissvarigakie organiskie ~komponenti ir
augganas regulatori — fitohormoni — auksini,
citokinini, giberelini u.c, kas nosaka in
vitro kultaras attistibu. Liela nozime ir auga
endogéno aug$anas regulatoru un barotnes
fitohormonu savstarpéjai mijiedarbibai.

Izoléti adventivie pumpuri in vitro plaukst un
veidodzinumu,koiespéjamsizmantotturpmaka
mikropavairo$ana, t.s. dzinumu kultara.
ApSu dzinumu kultaras iniciacijai eksplantus
(dzinuma posms ar pumpuru) novieto uz
barotnes, kas satur BAP (benziladenins)
0,25-0,75 mg/l. Veidojas jauns dzinums, ko
izmanto talakai parstidi$anai svaiga barotné
ar samazinatu BAP koncentraciju — 0,1 mg/],
kur dzinumi sasniedz 6-8 cm garumu: tos var
sadalit atseviskos posmos ar 1-2 pumpuriem
un izmantot turpmakai pavairo$anai. Ja BAP
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koncentracijair0-0,05 mg/l, dzinumazaro$anas
nenotiek, bet pavairo$anai (multiplikacijai)
par optimalo koncentraciju uzskatama 0,1-
0,25 mg/l, savukart 0,3-0,5 mg/l izraisa
dzinumu veido$anos pat no izolétiem stumbra
segmentiem (Ahuja, 1983; Naujoks, 1987).
Apsakno$anu veic barotné ar samazinatu
mineralsaju koncentraciju un NAA (naftalen-
etikskabe) 0,05 mg/l.(Ahuja, 1983) vai
kombingjot NAA un IBA (indolilsviestskabe),
kas sekmé optimalu attiecibu veido$anos
starp galveno un sansakném (Naujoks, 1987).
Sekmigi augo$as ap$u vai papelu in vitro
kultaras pavairo$anas koeficients parasti ir
2-3, bet maksimali var sasniegt 10-15; tomér
atseviski kloni vairojas slikti, kas skaidrojams
ar genétiski noteiktu endogéno fitohormonu
sastavu (Ahuja, 1983; Kusiene 2004). Kokaugu
audu kultaras problémas sagada endogénas
infekcijas - parasti tas ir grampozitivas, relativi
karstumizturigas baktérijas (Naujoks,1987;
Ahuja, 1983).

Analizéjot 25 ap$u klonus, kas parstav
S gimenes, konstatéta butiska saikne starp
BAP koncentraciju barotné, jauno dzinumu
skaitu un klona izcelsmi. Kloni, kuru optimalai
attistibai piemeérota zema BAP koncentracija,
in vitro aug un nobriest lénak. Apsaknoganas
procesa klonu at$kiribas nav butiskas; nav
konstatéta ari korelacija starp klonu attistibu
in vitro un aug$anas gaitas parametriem lauka
apstaklos (Ahuja 1988).

In vitro kultaras viegli veido juvenili
augi — séjeni, jauni un intensivi augo$i ipatni,
saknu atvases u.c. (Ahuja, 1983; Chalupa,
1987; Douglas, 1989). Izstradatas metodes
ari pieaugu$u Ptremula un Ptremuloides
koku pavairo$anai in vitro, par izejmaterialu
izmantojot koka vainaga dazadu dalu
pumpurus. No 17-40 gadus veciem kokiem
sekmigi iegiita kultira 26 (no 48) kloniem;
dzinumu diferencé$anos in vitro nenosaka koka

vecums un dzimums, bet gan klona genotips
(Ahuja, 1983). Kultiira in vitro sekmigi iniciéta
ari no 100-gadiga koka. (Ahuja, 1983; 1984).
Masveida Ptremula klonu pavairo$anai tiek
rekomendétas 3-4 posmu, ka ari vienkarsakas —
2 posmu komerciali izmantojamas metodikas,
kas paredz apsaknoganu veikt ex vitro (Ahuja,
1983).

Hibridapses in vitro kultaru var ilgstosi
uzglabat 4°C temperatird - novérota lapu
dzeltédana un atmirSana, bet dzinumi izdzivo
un turpmak attistas normali. Aug$anas perioda
garums pirms novietoSanas aukstuma rezulta-
tus neietekmé, bet uzglabagana tumsa samazi-
na lapu nekrozi un palielina multiplikacijas
koeficientu nakamaja pavairo$anas cikla
(Hausman, 1994).

Amerikas apses (Ptremuloides) un
parastas apses (Ptremula) un abu sugu hibridu
ievadiSana un kultivé$ana in vitro ir lidziga —
pieaugu$u 80-100 gadus vecu koku ziemas
pumpuriemkonstatéta]otizemaorganogenézes
spéja: eksplanta lapas plaukst, bet dzinums
praktiski neveidojas; savukart saknu atvasém
raksturiga juvenila aug$ana un tis viegli
veido kultaru in vitro. Turpmakai dzinumu
multiplikacijai un elongacijai piemérotakas ir
barotnes ACM un WPM ar zemu fitohormonu
koncentraciju — BAP 0,2-0,9 mg/l un NAA
0,01-0,1 mg/l. Multiplikacijas koeficients,
atkariba no klona, ir 2-4,5. (Tpoma, 1990;
Dubova, 1995).

Pieaugusu, razojosu koku vegetativo
pavairo$anu kaveé matesaugu noveco$anas
process. Novecosanas un juvenilizacija precizi
ir groti definéjamas, tas izpauzas ka virkne
morfologisku un anatomisku atskiribu. Galvena
ir reproduktiva spéja — ziedé$ana un séklu
razo$ana, kas raksturo pieaugusu ipatni. Koka
noveco$anas gaitd meristematiskajos augsanas
centros notiek izmainas, kuru rezultata ir
apgritinata spraudenu apsakno$anas, rakstu-
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riga plagiotropiska spraudenstadu augsana, ka
ari regeneracijas spéju samazinasanas in vitro.
Taja pasa laika daudzas kokaugu sugas (ari
papeles) daba vairojas galvenokart vegetativi,
vienlaikus saglabajot genétisko stabilitati.
Dazas koka zonas saglaba juvenilas ipasibas
ilgak neka citas, pieméram, saknes ilgstosi spéj
veidot vegetativas atvases ar juvenilu augSanas
raksturu. Koka virszemes dalai raksturigi, ka
tuvak sakném dzinumu meristéma ir juvenilaka
— ta ir saknu, celma un stumbra atvases vainaga
apakséjadala. Praksé, laipanaktujaunudzinumu
veido$anosnosnaudo$ajiem celmapumpuriem,
izmanto apgriesanu (,atsédinisanu uz celma”).
Teorétiski $tinas vai meristémas vecums ir
proporcionals $anu dali$anas ciklu skaitam,
kas to 8kir no zigotas. Uzskata, ka $anu grupas
ar zemu aktivitati var ilgstosi saglabaties latenta
stavokli un nodro$inat vegetativas atjaunosanas
potencialu tadu sugu kokiem, kas vairojas ar
atvasém (Bonga, 1982).
Apse dabiskos
vegetativi, un dabiskas aps$u audzes veido
mozaikveida augo$i kloni. Unikala ir Amerikas
apses Ptremuloides audze ASV Jutas S$tata
(Wasatch Mountains), kas sastav no 47 000
genétiski identisku viena viri$ka klona kokiem
ar vienotu saknu sistému, kuri tiek uzskatiti par

apstaklos vairojas

vienu no lielakajiem dzivajiem organismiem
(Mitton, 1993).

Juvenili eksplanti no séjepiem vai
pieaugusu koku saknu atvasém un stumbra
apakséjas dalas daudz vieglak un atrak veido
in vitro kultaru. Saknu atvases no konkréta
koka sakném audzé siltumnica, bet atvasu
segmentus ar pumpuriem izmanto in vitro
kultaras iniciacijai (Ulmus, Sorbus, Prunus,
Populus sp.). Stumbra un celmu atvases izmanto
Quercus, Tilia, Castanea, Acer sugu pavairo$anai.
Atsevis$ku sugu kokus ir iespéjams pavairot no
vainaga zemakajiem zariem (Betula, Populus).
koku  sekmigai

Pieaugu$u pavairo$anai

kas

panakama ar mateskoku atkartotu apgrie$anu,

nepiecieSama  to  rejuvenilizacija,
potésanu un atjauno$anu ar spraudeniem vai
apsmidzina$anu ar BAP $kidumu. In vitro
kultira ir Joti efektiva rejuvenilizicijas metode
(Chalupa, 1987).

Dzinumu regeneracija  citokininu
ietekmé (BAP, kinetins, 2iP, zeatins) iesp&jama
ari no sakném, kas augusas in vitro . Vislabakie
rezultati iegati, izmantojot 8-10 cm garus un
60 dienas vecus Populus hybr. saknu posmus
(Sung, 1990).

Primara dzinuma augsana in vitro ir
atkariga no eksplanta (pumpura) lokalizacijas
vietas. Kultaras iniciicijai izmantojot 17 gadus
vecu hibridapses klonu pumpurus no koka
vainaga zariem un saknu atvasu galotném, kas
ievaktas maija sikuma, konstatéts (Staniene,
2001), ka vislabak aug eksplanti no saknu
atva$u galotném — 55%, bet no koka vainaga
apakséjas vai centralas dalas - tikai 5-10%.
Iniciacijas barotne ir MS ar paaugstinitu
BAP koncentraciju (0,75 mg/l); novérots
daudz infekciju (lidz 70%). Starp kloniem
nav konstatétas atskiribas, un péc zinima
stabilizacijas laika visas kultiras attistas lidzigi,
kas skaidrojams ar juvenilizacijas procesiem in
vitro kultara. Pavairo$anas koeficients ir 1,4-
3,3 (Staniene, 2001; Kusiene, 2004). Uzskata,
ka in vitro kultaru iniciacijas sekmes nosaka
koka ontogenétiskais vecums un eksplanta
fiziologiska rejuvenilizacija (Staniene, 2001).
Optimalais dzinumu garums sekmigai (88-
94%) apsaknosanai un aklimatizacijai ir 2,8-4,5
cm. Stadi siltumnica tiek izstaditi lidz janija
beigdm un rudeni sasniedz 1-1,5 m (Kusiene,
2004).

Audu kultara in vitro pavairotus
un apsakpotus kokaugu stadus isaku vai
ilgaku laiku (1-3 nedélas) aklimatizé, lai tie
adaptétos zemikam gaisa mitrumam, augstai
temperattrai un gaismas intensitatei ex vitro.
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Augi no barotnes in vitro uznem cukuru,
tade] fotosintézes aktivitate ir samazinata; péc
izstadiSanas augsné nepiecieSamas vismaz
divas nedélas, lai normalizétos oglhidratu
vielmaina (Chalupa, 1987). Laboratorija
apsakpotiem sikstadiem aklimatizaciju veic
audzéganas kamera ar kontroléjamiem vides
parametriem - paaugstinitu gaisa mitrumu
(ko pakapeniski samazina), noteiktu augsnes
un gaisa temperatiiry, apgaismojumu -,
lidz izveidojas vairaki jauno lapu pari, kas
anatomiski ir pielagoti zemam gaisa mitrumam,
un teorétiski to iespéjams veikt visu gadu.
Labveligos apstaklos ieaug$anas ir 90-100%.
Stadus audzé siltumnica ari turpmak vai izstada
lauka. Stadi ir izturigi pret izsal$anu pirmaja
ziema, kad biezi cie$ spraudenstadi (Chalupa,
1987, McCown, 1989). Genétiska stabilitate
audu kultaras atkariga no kultaras veida - par
stabilam tiek uzskatitas t.s. organu kultaras
(Chalupa, 1987). Fenotipiskas izmaigas no
kallusa kultiras iegutiem bérzu stadiem nav
novérotas (Simola, 1985).

Vacija in vitro pavairojot hibridapsu
klonu, ki ari triploidas apses $kirnes
Astria stadus, iegatie dzinumi apsaknojas
8-10 dienas; apsakpo$ana izdarama tiesi
kiidras un smilts maisijuma, ja iespé&jams
nodroginat paaugstinatu gaisa mitrumu - 80%.
Parskolo$anai atklata lauka vai pléves seguma
siltumnica pieméroti pilnigi noraditi un vismaz
10 cm gari stadi, ta veicama no maija vidus
lidz, velakais, 10. jalijam. Vegetacijas perioda
beigas stadi lauka sasniedz 60 cm garumu vai
150 cm garumu siltumnica. Kopuma izaudzeéti
apméram 100 000 stadi (Naujoks, 1987).
Citi autori, pavairojot triploido apses $kirni
Astria, apsaknosanai izmantojusi 3-5 cm garus
dzinumus, péc 15 cm garuma sasnieg$anas tie
parskoloti un 7 ménesu ilga vegetacijas perioda
beigas augu garums bijis jau 1,0-2,5 m. Sadi
izaudzéti 300 000 stadi (Barocka, 1985).

Audu kultaras in vitro ir Ipasi piemérotas
teorétisku pétijumu veik$anai ar mérki risinat
fiziologiskus, biokimiskus un genétiskus
jautdjumus, jo augi tiek kultiveti pilnigi
kontroléjamos vides apstaklos - sterila barotné.

Organogenézes morfologisko procesu izpéte
Populus hybr. lapu griezumu audos in vitro lauj
secinat, ka dzinuma regeneracijai nepiecie$ama
vismaz 40-50 $unu liela grupa: minimalais
eksplanta lielums - 200um biezs lapas
centralas dzislas griezums ar 4-5 $anu kartam.
Morfogenézes centri ir hlorofilu saturo$as
parenhimas $unas, kas veido zalu kallusu, no
kura 2-3 nedélas barotné ar 0,02 mg/l NAA
un 0,2 mg/l BAP izaug jauni dzinumi (Lee-
Stadelmann, 1989).

Ari dzinuma stumbra starpposmi
spéj veidot jaunus dzinumus - morfogenétisko
kapacitatinosakagenotips,endogéniehormoni,
polaritite  (Douglas, 1984).
stumbra eksplanta garums ir 4 mm. Donorauga

Minimalais

aksilarais pumpurs nomac regeneraciju - tas
saistits ar endogéno auksinu un abscisskabes
gradientu, ki ari citokininu saturu stumbra
audos. Adventivie pumpuri veidojas no
kambija un floémas $inam (10 dienas) starp
ksilémas audiem un floémas $kiedram. Jauni
dzinumi veidojas 4-5 nedélu laika stumbra
posma apikalaja dala (80 %), bet bazalaja dala
aug kalluss (Douglas, 1984).
Daudzas papelu sugas
sausumizturibas  fiziologijas  pétijumos.
Ptremula kultira in vitro ir identificéti vairaki

izmanto

specifiski proteini un $kisto$o cukuru sintézes
ipatnibas, ko izraisijusi auga reakcija uz adens
trikuma stresu (Altman, 1996). Peuphratica
- suga no sausajiem Kinas regioniem - ir
izcili izturiga pret karstumu, salam un sausam
augsném, bet grati pavairojama (Kang, 1996).
In vitro protoplastu kultira, kas iegata no
lapu audiem, lauj izmantot to somatiskas
hibridizacijas un genétiskas transformacijas
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eksperimentos. Lapu audi tiek apstradati ar
fermentiem, protoplasti kultivéti $kidra barotné
ar 2,4D un BAP, kur tie veido $anu kolonijas.
Péc 150-200 dienam veidojas kallusa audj,
kuru attistibai nepiecie$ama gaisma un NAA.
No kallusa, barotné ar BAP 0,8 mg/], regeneréti
dzinumi, kas sekmigi apsaknoti.(Kang, 1996).
ApSu in wvitro kultiram raksturiga
augsta regeneracijas spéja, kas lauj tas izmantot
génu transformaicijas eksperimentos, sekmigi
inducéjot transformétajos augos rezistenci
pret kanamicinu. Transformaicijai izmantoti
hibridapses lapu diski, kas kultivéti kopa ar
Agrobac.t LBA 4404 ar biniru vektoru, kas
satur GUS markiergénu. Eksperimenta modelis
tiek ieteikts izmanto$anai
pétijumiem (Mala, 1993).

turpmakajiem

Metodika

Pétijuma izmantoti hibridapses un
parastas apses triploidu kloni no laboratorija in
vitro izveidotas klonu kolekcijas. Izejmaterials
ievakts ap$u izméginajuma kultaras, kuras
bijusajas  lauksaimniecibas zemés MPS
“Kalsnava” 286 .kvartalano 1966.gadalidz 1983.
gadam ierikojis meZzinatnieks Janis Smilga.
Saja stadijuma (arhiva), ka pot&jumi uz parastas
apses, iestaditi ari Latvija atrastie 4 triploidas
apses kloni, kas péc fenologiskajam pazimém
tika identificéti 1975.gadd Igaunija, Tartu
universitaté (Tamm, Jeverkilga), hromosomu
skaits noteikts citologiski. Atkartoti triploido
klonu kariotipa citologiska analize izdarita
200S. gada Biologijas institata (D.Grauda).

Kolekcijas  saglaba$anai in  wvitro
izmantota pamatbarotne — MS (Murashige and
Skoog) ¥ koncentricija, ar zemu fitohormonu
limeni (BAP 0,1 mg/], ISS 0,01 mg/], kinetins
0,005 mg/1). Kolekcijas kloni péc 2-3 ménesu
kultivacijas perioda parstaditi svaiga barotné.
Pavairo$anas koeficients 1-2; augi spontini
apsakpojas un aug garuma. ParstadiSanai

parasti izmantota 1-2 cm gara dzinuma galotne;
dzinumu iespéjams sagriezt posmos ar vismaz
vienu pumpuru, bet tas aizkave kultaras attisti-
bu. Audzésanas telpa apgaismojumu nodrogina
luminiscentas lampas: fotoperiods 16 stundas,
temperataira 22-25°C. Lai panaktu maksimalu
pavairo$anasintensitati, nepiecie$ams palielinat
fitohormonu koncentraciju barotné un saisinat
kultivé$anas periodu. Savukart paaugstinata
BAP koncentracija augiem var bt toksiska,
tade] iespéjama vitrifikdcija, pastiprinata
kallusa veidosanas, aug$anas depresija, kropligi
dzinumi.

Darba gaita tika parbauditi vairaki
barotnu  varianti, kombinéjot  dazadas
mineralsalu pamatbarotnes - MS, WPM,
AM, BTM, GD (1.tab.) - un fitohormonu
koncentracijas: BAP 0,1-2,0; ISS 0,01-0,Img/1.
Kultaras parstaditas ik péc 4 nedélu kultivésa-
nas, kad no dzinuma bazalas dalas izveidojusies
vairaki jauni dzinumi un kalluss vai saknes.
Stadisanai svaiga barotné izmantotas dzinumu
galotnites (ap 1 cm), bet kallusa audi atdaliti
un turpmaka pavairo§ana nav izmantoti. Katra
varianta ir mazak neka 25 dzinumi. Audzé$anai
parasti lietotas mégenes vai kolbas, bet barotnu
variantu parbaudei kultaras stiditas 300 ml
tilpuma stikla traukos (burcinas), kur 25-30
ml aiznem barotne; trauki noslégti ar folijas
vacigiem.

Péc 4 nedélu kultivésanas audzésanas
telpa uzskaitits dzinumu skaits, garums,
eksplanta svars, apsaknosanas procents, saknu
skaits, garums, iespéjama vitrifikicija. Iegatie
dzinumi apsaknotibarotné 1/2MSar 0,05 mg/1
NAA, 0,Img/] IBA, uzskaitits apsaknosanas
procents, laiks; stadi aklimatizéti un audzéti
pléves seguma siltumnica (z/s Igaijas, ip.
A.Kagkure). Veikta statistiska
apstrade.

Pétijuma izmantoti kloni R1, CI,
nr.39, nr23, nr44. Triploidajiem kloniem

rezultatu
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no Renges (R1) un Cirkales (C1) raksturigs
zems multiplikacijas koeficients in vitro —uz
izmantotas standartbarotnes ar zemu BAP
koncentraciju veidojas tikai 1-2 jauni dzinumi;
koncentracijas

fitohormonu palielinasana

stimuléja kallusa veido$anos. Triploidam
nr.39 pavairo$anas intensitate bijusi vidéja.
Hibridapses klons nr.23 loti intensivi vairojies
in vitro, bet lauka parbaudés konstatéti vidéji

augsanas raditaji; savukart hibridapses klons

nr.44 videji labi audzis gan audu kultara, gan
lauka apstaklos. Triploidiem raksturiga augsta
rezistence pret serdes trupi: augSanas atrums
ir lielaks neka parastajai apsei un tikai nedaudz
atpaliek no hibridapses.

Nav novérota tie$a saistiba starp
auganu in vifro un ex vitro, tomér galvenais
izvéles kritérijs klonu pavairo$anai un stadu
audzé$anai, protams, ir koku aug$anas gaita
lauka izméginajumos — plantacija.

1.tabula, Tablel
Mineralsa]u sastavs (mg/1) barotnés MS (Murashige and Skoog), WPM (Woody Plant
Medium), BTM (Broad-leaved Trees Medium), GD (Gresshoff and Doy), AC (Aspen
Culture Medium)
Basal salt formulations (MS, WPM, BTM, GD, AC) mg/!

Mineralsali MS WPM BTM GD AC
KNO, 1900 - 190 1000 -
NH,NO, 1650 400 165 - 400
CaClx2H,0 440 96 44 150 96
Ca(NO,),x4H,0 - 556 640 - 556
(NH,),S0, - - 240 200 -
K,SO, - 990 860 - 990
KCI - - - 300 -
MgSO, 370 370 370 250 370
KH,PO, 170 170 170 - 170
NaH,PO, - - - 90 -
Na ,HPO,xH,O - - - 30 -
Fe (helats) 65 65 65 65 65
H,BO, 6,2 6,2 6,2 3 6,2
MnSO,xH,0 22,3 22,3 22,3 10 22,3
ZnSOXTH,0 8,6 8,6 8,6 3 8,6
KJ 0,75 - 0,15 0,75 0,83
Na,MoO,x2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
CuSOx5H,0 0,025 0,25 0,025 0,025 0,025

123



Mezzinatne 17(50)'2008

Mineralsali MS WPM BTM GD AC
COCI2x6H20 0,02 0,02 0,25 0,025
Organiskie savienojumi

Myo-inositols 100 100 100 10 100
Glicins 2 - 4 2
Glutamins 2 - - 2
Tiamina hlorids 0,1 1,0 0,5 0,5 0,1
Piridoksina hlorids 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Nikotinskabe 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Lizins - - - 100
Adenina sulfats 20 - - -
Saharoze 20 000 20 000 20 000 20 000 20 000

Rezultati

Darba meérkis ir noskaidrot optimalos
hibridap$u  un  triploido ap$u  klonu
kultivé$anas in vitro nosacijumus un meklét
iespéjas maksimalai multiplikacijas koeficienta
paaugstinasanai  saimnieciski nozimigiem,
augstrazigiem kloniem. Literataras dati, ari
novérojumi Latvija, liecina, ka pavairo$anas
intensitate in vitro un aug$anas gaita plantacija
nav Lidz $im parbauditajiem
hibridap$u kloniem in wvitro pavairo$anas
koeficients bijis 3-7, ko nosaka izmantoto

saistitas.

barotpu kimiskais sastavs un klona ipatnibas.
1.tabula apkopots kokaugu mikropavairo$anai
parasti  izmantojamo  barotnu  kimiskais
sastavs. MS (izmanto % konc.) un WPM tiek
uzskatitas par pamatbarotném. AS irkombinéta
barotne, kas sastav no WPM makrosilu un
MS mikrosalu apvienojuma, ka organisko
komponentu pievienojot aminoskabi lizinu.
Lai salidzinatu dazadas klonu
aug$anu, tika izmantotas mineralas barotnes
bez fitohormoniem (1., 2. att.). Sajos gadijumos

izcelsmes

visi kloni auga lidzigi — barotné iestaditais

dzinums péc aptuveni 10 dienam izveidoja
saknes un auga garuma, neveidojot kallusu.
Hibridapses klonam nr.23 raksturigas
sikas lapinas; bezhormonu barotnés tas veido
1,6-2 dzinumus, kas 4 nedélu laika sasniedz
vislielako garumu - lidz § cm. Triploidie kloni
C1 un R1 bezhormonu barotné aug tikai ar
vienu galotni, tiem ir lielakas lapas un drukni,
isi dzinumi (2-3 cm), kas maksimalo garumu
sasniedz barotné BTM. Triploidais klons nr.39
aug lidzigi hibridapsém - dzinumi stiepjas
garuma, to vidéjais skaits 1,2-1,8. Hibridapses
Kkloni vislabak aug WPM un %2 MS barotnés.
Klons C1I un klons nr.39 loti labi aug barotnée
AC, savukart R1 §i barotne nav piemérota.
Vismazak piemérota bijusi barotne GD - taja
normali attistijies tikai klons nr.23; paréjas
barotnes vértéjamas ki piemérotas dazadu
ap$u klonu kultivé$anai in vitro. Barotne AC
(ar lizina piedevu) ir izveidota speciali ap$u
pavairo$anai, ta¢u klonu aug$anid butiskas
at$kiribas no citaim barotném nav novérotas.
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Dzinumu garums bezhormonu barotnés

cm
w

i
MS

Dzinumu skaits bezhormonu barotnés

1. attéls.
dzinumu garums in vitro at$kiriga minerala

Dazadas izcelsmes ap$u klonu

sastiva bezhormonu barotnés.
Figure 1.The height of young shoots in different

basal media.

Palielinot BAP koncentraciju, visu
klonu dzinumu garums samazinas no 2,5-5 cm
bezhormonu barotné, kur tas visiem kloniem
ir vislielakais, lidz 0,5-1 cm barotnés ar 1-2
mg/l BAP. Plasa koncentraciju diapazona
(0,2-1mg/1) apsu

3.attéla paraditas dzinumu

klonu dzinumu garums
izmainas maz..
garuma izmainas barotné %2 MS, kas sekmigi
tiek izmantota ki standartbarotne dazadu
ap$u klonu pavairofanai. Lidziga dinamika
raksturiga visam parbauditajam barotném.
Visaugstakais multiplikacijas
koeficients (jauno dzinumu skaits) visas
barotnés ir kloniem nr.23, nr44 un nr.39.
Ki optimalo barotni ap$u kultivé$anai in
vitro parasti iesaka %2 konc. MS (3.4.,5.,6.
att.) vai WPM ar 0,1-0,3 mg/l BAP un IBA
0,05mg/1. Sadas, visuma nelielas, fitohormonu
koncentricijas nodrosina kultaru izlidzinatu,
vienmérigu aug$anu, nelielu multiplikicijas
koeficientu - triploidajiem kloniem 2-4,
hibridapsei nr.23 tas ir 5-7: tadéjadi viskrasak
izpauzas klonu genétiskas atskiribas (4.att.).
Maksimalais jauno dzinumu skaits
klonam nr.23 un Rl veidojas barotnés ar

2. attéls. Dazidas izcelsmes ap$u klonu
dzinumu skaits in vitro atSkiriga minerala
sastava bezhormonu barotnés.

Figure 2. The number of young shoots in different
basal media.

BAP koncentraciju 0,2-0,4 mg/l. Hibridapses
klonam nr.44 un triploidam C1 vislielakais
multiplikacijas koeficients konstatéts barotnu
variantos ar BAP koncentraciju 0,5-0,6 mg/l
Y5 MS barotné (4.att.), ki ari WPM, GD un
AC barotnés. Triploidais klons nr.39 aug
salidzinosi labi, lidzigi hibridap$u kloniem, ari
tam raksturigi, ka maksimalais jauno dzinumu
skaits veidojas BAP koncentracija 0,4 mg/I
(WPM, BTM) un 0,6 mg/1 (GD). Barotnés %2
MS un AC nav izteikta maksimuma. Palielinot
BAP koncentraciju virs 0,5 mg/l un IBA 0,1
mg/], palielinas multiplikacijas koeficients un
vienlaikus ari rezultatu izkliede un at$kiribas
starp kloniem: konkrétas vértibas ir atkarigas
no klona ipatnibam. Jaatzimé, ka klona nr.23
pavairo$anas intensitate samazinas, ipadi
barotnés 2 MS un GD, bet taja pasa laika
grti pavairojamo triploidu klonu C1 un R1,
ka ari nr.44 pavairo$anas intensitate palielinas.
Acimredzot klonu reakciju nenosaka ploiditate,
bet iekséjo, endogéno fitohormonu limenis,
kas mijiedarbojas ar barotnes sastavdalam.
Iespéjams, ka triploido ap$u kloniem C1 unR1
ir paaugstinats endogéno fitohormonu limenis,
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kas bremzé augsanu in vitro. Palielinot BAP virs
2-3 mg/l, dzinumu skaits batiski samazinas:
vérojamas vitrifikacijas pazimes, nekrotiski
plankumi wuz lapam, kallusa
dzinuma bazalaja dala, ka ari ap lapam un pasu
dzinumu, kas saskaras ar barotni. BieZi barotné

veido$anas

iestaditais dzinums vispar neaug garuma vai

veido ap Imm garus, neattistitus sandzinumus.
BAP koncentricija virs 2 mg/l vértéjama ka
tuva toksiskai. Pavairosanai in vitro lietderigi
izmantot barotnes ar vismazako koncentraciju,
kas lauj ilgstosi kultivét augus bez negativam
blakusparadibam, novérsot pastiprinatu kallusa
augsanu.

Dzinumu garums 1/2MS barotné atkariba no BAP
koncentracijas

6

5 ——Nr.23

4 k - Nr.44
5 31&?7 ** — 1 |

2 50 —+—R1

11 = ~— Nr.39

0

bh 0102 030405060708 1 15 2
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Dzinumu skaits 1/2MS barotné atkariba no BAP
koncentracijas
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3.attéls. Dazadasizcelsmes ap$uklonu dzinumu
garums in vitro standartbarotné 14 MS atkariba
no BAP koncentracijas.

Figure 3. The height of young shoots in growth
media Y2 MS with different BAP concentrations.

Viena  audzé$anas cikla laika
nelabveliga fitohormonu ietekme izpauzas
salidzino$i maz, bet ilgsto$a ap$u dzinumu
kultivé$ana barotnés ar BAP virs 0,5 mg/l
nav pielaujama. Multiplikacijas koeficienta
palielinadanai kloniem, kas vaji vairojas in vitro,
var rekomendét t.s. “SupoSanu” - periodiski
nomaina barotni ar augstu BAP koncentraciju
(0,5-0,6 mg/l), kur veidojas daudzi siki
dzinumi, ar bezhormonu barotni vai barotni
ar BAP 0,05-0,1mg/l, kas kalpo dzinumu
elongacijai.

Turpmaka kultaras izmanto$ana liela
nozime ir dzinumu garumam. Pavairo$anai

4. attéls. Dazadasizcelsmes ap$uklonu dzinumu
skaita izmainas in vitro barotné 1/2MS atkariba
no BAP koncentracijas.

Figure 4. The number of young shoots in growth
media Y5 MS with different BAP concentrations.

izmantojamo dzinumu optimalais garums
ir 0,5-1 cm, garakus dzinumus var sadalit
posmos ar vienu vai diviem pumpuriem, bet
apsaknosanai un aklimatizacijai nepiecieSami
1-2 cm gari dzinumi, jo tie vieglak parcie$ krasu
apstaklu mainu un atrak veido spécigu saknu
sistému, Ipasi, ja ari apsaknog$ana veikta ex vitro.
Eksplanta svars vislielakais ir bezhormonu
barotnés, jo tajas augs veido salidzinosi lielas
lapas, ka ari 2-4 sazarotas saknes. Palielinot
BAP koncentraciju, eksplanta svars, lidzigi ka
dzinumu skaits, izmainas nedaudz. Dzinumu
garums, skaits un kopéjais eksplanta svars ir
savstarpégji saistiti lielumi. Atkariba no barotnu
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Eksplantu svars 1/2MS barotné atkariba no BAP
koncentracijas
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S. attéls. Dazadas izcelsmes ap$u klonu in vitro
eksplantu svars barotné %2 MS atkariba no BAP
koncentracijas.

Figure S. The weight of explants in growth medium
15 MS with different BAP concentrations.

sastava mainas proporcijas starp dzinumu skai-
tu un garumu — palielinoties dzinumu kopéjam
skaitam, samazinas vidéjais dzinuma garums
un ari eksplanta svars. BAP koncentraciju
paaugstinot, eksplanta svars nedaudz palielinas
un maksimalo vértibu sasniedz barotnés ar
BAP 1-2 mg/], kur pastiprinati veidojas kalluss
(5.att).

Ap$u dzinumu kultdras salidzinosi
viegli veido saknes bezhormonu barotnés
un pat pavairoSanas barotnés ar citokininu
(BAP) piedevu. Rizogenézes indukcijas
etapa iz$kiro$a loma ir augSanas regulatoru
savstarpéjai bilancei. Parasti nepiecie$ams
neliels citokininu un relativi liels auksinu (IBA)
daudzums. Pavairosanas barotnés visbiezak $i
proporcija ir pretéja — ari apSu klonu barotné
multiplikiciju inducéjosais citokinins ir BAP,
auksins IBA pievienots 0,05-0,1 mg/l. Svariga
nozime ir endogéno fitohormonu limenim un
iepriekséjo kultivésanas etapu ietekmei. Ta ka
visi ap$u kloni ir ilgstosi kultivéti in vitro pirms
§1 pétijuma uzsaksanas, tiem raksturigs t.s.
juvenilizacijas efekts, kas izpauzas ka loti laba
spéja apsaknoties (6.att).

6. attéls. Dazadasizcelsmesap$uklonu dzinumu
spontina apsaknog$anas in vitro Y2 MS barotné
atkariba no BAP koncentracijas.

Figure 6. The rooting ability (%) in growth
medium Y2 MS with different BAP concentration.

Apsu klonu dzinumi visas parbaudita-
jas bezhormonu barotnés apsaknojusies
100%, veidojusi 2-4 labi attistitas, sazarotas
saknes. Apsaknosanas notiek 10-12 dienas
un turpmakaja kultivé$anas perioda (kopuma
4 nedélas) saknes aug, sasniedzot 5-10 cm
garumu. Saknu veido$anas spé&ja ir apgriezti
proporcionala BAP koncentracijai barotné.
Multiplikacijas barotnés, kas satur 0,2-0,3 mg/1
BAD, strauji samazinas apsakno$anas procents
un saknu skaits, bet, ja dzinums apsaknojies,
vienlaicigi notiek gan multiplikacija, gan saknu
auggana. Seviski raksturigi tas ir kloniem nr.23
un nr.39, savukart C1 un nr.44 BAP klatbatné
saknes veido salidzinosi sliktak. Sadas atgkiribas
saknu inicidcijas un attistibas procesa varétu
skaidrot ar genétiski noteiktim endogéno
fitohormonu proporcijam auga. Ta ka auksini
tiek sintezéti galotné, bet citokinini saknes,
mainas vielu lidzsvars auga, kas ietekmé ta
turpmako attistibu.
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Secinajumi
Triploido ap$u un hibridap$u kloni audu kultira in vitro pielagojas plasam barotnu
sastava diapazonam. Optimalad minerala pamatbarotne ir WPM, piemérotas ari BTM un
Y2 MS. Barotne GD ap$u klonu kultivésanai in vitro nav izmantojama.
Dazadas izcelsmes ap$u klonu reakciju uz atikiriga sastava barotném in vitro nosaka
klona ipatnibas.
Barotnes ar zemu fitohormonu koncentraciju (BAP 0,2 mg/1, IBA 0,01 mg/1) piemérotas
ilgstosai klonu kultivésanai in vitro.
Palielinot BAP koncentraciju barotnég, palielinas multiplikacijas koeficients, maksimumu
sasniedzot barotnés ar BAP 0,5-0,6 mg/l. BAP koncentracija virs 1,5-2 mg/] aug$anu
ietekmé negativi.
Grati pavairojamu ap$u klonu kultarai in vitro vélams izmantot barotnes ar zemu
fitohormonu koncentraciju (BAP 0,1-0,2 mg/1, IBA 0,01 mg/1), periodiski tis nomainot
ar lielakas koncentracijas barotném (BAP 0,5 mg/], IBA 0,05 mg/1).

Darbs veikts, pateicoties Meza attistibas fonda finanséjumam (ligums 150405/C103).
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