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Embriogéna kallusa attistibas etapa un kultivacijas apstiklu ietekme
uz somatisko embriju nobries$anas efektivitati

M. Filipovi¢s, LVMI “Silava”

Kopsavilkums: Somatiska embriogenéze ir diezgan jauna un perspektiva augu
audu kultiru metode ar plagam praktiskas pielieto$anas iespéjam meza koku, t. sk. parastas
egles, ka ari lauksaimnieciski nozimigu augu vegetativaja pavairo$ana un selekcija, kas Jauj
no eksplanta somatiskajam $anam ipasos in vitro apstaklos iegat embrijus un péc tam
jaunus augus. Latvijas meZsaimnieciba $is inovativas metodes ievie$ana batiski veicinatu
turpmakos parastas egles selekcijas un apmezosanas darbus. Somatiskaja embriogenézé
iz8kir vairakus kultivé$anas etapus un katram no tiem ir savs specifisks uzdevums.
Embriogéna kallusa proliferacijai nepieciesamo fitohormonu eliminé$ana un turpmako
somatisko embriju nobrie$anas stimulé$ana ar abscizskabi ir viens no kritiskakajiem
kultivacijas posmiem, kas bitiski ietekmé metodes pielietodanas efektivitati (von Arnolds
et al. 2005).

Si darba galvenais uzdevums — izstradat kultivésanas protokolus atseviskiem
parastas egles somatiskas embriogenézes posmiem, lai nodrodinatu efektivu $iinu attistibas
pareju no aktivas proliferacijas uz turpmako somatisko embriju nobriedanu. Kallusu
kultivé$anai un somatisko embriju nobriesanai izmantotas barotnes un kultivésanas
apstakli, kadi galvenokart pielietoti citu autoru lidzigos pétijumos. Rezultata trijam no
piecam kallusu linijam iegiti nobriedusi somatiskie embriji, ka ari apstiprinajas hipotéze,
ka pastav butiska, pozitiva korelacija starp embriogéno kallusu veidojo$o $inu agregatu
jeb proembriogéno masu noteiktu attistibas etapu un somatisko embriju nobrie$anas
efektivitati (uz vienu kallusa gramu iegiito somatisko embriju skaits). Otrkart, secinats, ka
proliferacijas apturésanas etapa kultivé$anas ilgums un barotnes sastavs batiski ietekmé
somatisko embriju nobrie$anas efektivitati. Iegatie rezultati izmantojami turpmakajiem
parastas egles somatiskas embriogenézes metodes optimizé$anas pétijumiem.

Nozimigakie vardi: somatiskais embrijs, proembriogéna masa, embriogénais kalluss,

proliferacija, proliferacijas partrauksanas etaps, abscizskabe, aktivéta ogle, somatisko
embriju nobrie$anas efektivitate.
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M. Filipovi¢s, LFRI ,Silava” Developmental stage of embryogenic callus and
cultivation conditions affect efficiency of somatic embryo maturation.

Abstract: Somatic embryogenesis is a plant tissue culture method where
embryos are developed from somatic cells of explant in specific in vitro conditions.
This is a modern and promising method with a high potential of practical application
in propagation and genetic improvement of many forest tree species, including Norway
spruce and agricultural corps. In Latvian forestry it is anovel method, and the introduction
of somatic embryogenesis will facilitate further genetic improvement of spruce for uses
in afforestation programs. Somatic embryogenesis comprises a number of steps having
different and specific aims. Among the critical points, which affect the efficiency of
this method, are the elimination of phytohormones required for the proliferation of
embryogenic callus and the stimulation of maturation of somatic embryos by abscisic
acid (von Arnold et al. 2005).

Main goal of this work was to develop a cultivation procedure, consisting of
several stages, for propagation of Norway spruce via somatic embryogenesis. This can
be achieved by effectively switching cell development from proliferation to further
development of somatic embryos. The composition of medium and the cultivation
conditions for embryogenic callus proliferation and maturation of somatic embryos have
been developed by other researchers in similar studies. Somatic embryos were obtained
for three calli lines out of five. Results confirm the hypothesis that there is significant
and positive correlation between the developmental stage of proembryogenic mass and
the maturation efficiency of somatic embryos (obtained number of somatic embryos per
gram of initial callus). It was also concluded that the cultivation time and the composition
of medium with no plant growth regulators significantly affect prematuration process and
the maturation efficiency of somatic embryos. The data obtained will be useful for further
optimization of somatic embryogenesis method for in vitro propagation of Norway
spruce.

Key words: somatic embryo, proembryogenic mass, embryogenic callus, proliferation,
prematuration, abscisic acid, activated charcoal, effeciency of maturation of somatic
embryos.

M. Ouannosuy. BAusiHHe 3Tana pasBuTHA SMOPHOreHHOrO KAAAYCA H YCAOBHI
KyABTHBHPOBaHHASA Ha $OPMAPOBaHHE COMATHYECKHX IMOPHOHOB.

Pesrome: Comarrueckuii aMOpHOreHe3 SIBASIETCS OAHHM M3 METOAOB KYABTYP
KAETOK M TKaHe#d pacreHHMH. AAHHBI MeTOA OCHOBBIBAETCS Ha BO3MOXHOCTH B
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crienuPUIECKMX YCAOBHSAX in Vitro MHAyUHMPOBaTh B COMATHYECKHUX KAETKAX IKCIAAHTA
pasBUTHE 3MOPHOHOB H IIOTOM ITOAYYHTh HOBbIE PaCTeHHs. DTOT MePCIeKTUBHBIA METOA
MMeeT MMPOKHI CHEKTP MPaKTHYeCKOro NMPHMEHEHHs B CEACKIMH M BEreTaTHBHOM
Pa3MHOKEHHH CeAbCKOXO3aHCTBEHHBIX PACTEHUH U APEBECHBIX IOPOA, B TOM UHCAE eAH
OGBIKHOBEHHO. BHeApeHHe AQHHOTO METOAA B AECHOM XO3aficTBe AaTBUM CrOCO6-
CTBOBAAO GBI AQABHEMIIEMY Pa3BHUTHIO CEACKLMH M KYABTMBHPOBAHHMIO €AM OOBIKHO-
senHoi. ComaTnyeckuit 9MOpHOTeHe3 COCTOHT M3 HECKOABKHX 3TallOB KYAbTHBHPOBaHHS,
K)XADII H3 KOTOPBIX HMeeT CBoe crieluduueckoe HasHadeHHE. YAAAeHHE GUTOTOPMOHOB,
KOTOpBIe crocobeTByoT npoAndepanui 3MOPHOreHHOTO KaAAyCca, U CTHMYAMPOBaHUE
AJABHEINero pasBUTHSL COMATHYECKHX IMOPHOHOB abCIM30BOM KMCAOTOM SBASETCS
OAHMM M3 KAIOYEBBIX 3TAIOB KYABTHBHPOBAHHSH, KOTODbIH CYHIECTBEHHO BAMSET Ha
3¢ $eKTHBHOCTh AAHHOTO METOAQ (von Arnolds ef al. 2005).

[AaBHas 3apada HacTOsER paboTHl — pa3paboraTh MPOTOKOA KYABTHBHPOBAHHS €AH
06BIKHOBEHHOMIIO OTACABHBIMATaNAMA AL OO ecriede U1 3¢ G eKTHBHOTO e PeXOAAPA3BUTHS
KAETOK OT IPOAM(EpaLuu K AaAbHeiimeMy pOPMUPOBAHHIO COMATUYECKHUX IMOPHOHOB.
Hcnoabsymbie B 9KCIIepUMEHTe IIUTaTEAbHAsi CPeAA M YCAOBHMs KYABTHBUPOBAHMs
6a3upyI0TCs rAaBHBIM 06Pa3oM Ha AMTEPATYPHBIX AAHHBIX HCCACAOBaHHMHA APYTHX aBTOPOB.
B pesyapraTe MpOBEASHHbIX OMBITOB, B TPeX M3 MATH AUHHUHA KAAAYCOB COOPMHUPOBAAHCE
coMaruyeckue sMbpuonsl. [TopArBepAHAaCh rHIIOTE3a O MOZHTUBHOMA KOPPEASIIIH MEXAY
9TArOM PasBHUTHs SMOPHOIEHHOIO KaAAYCA COCTABASIONIMX KACTOK U 9QeKTHBHOCTDIO
OpMUPOBaHHS. COMATHIECKHX IMOPHOHOB (KOAMYECTBO MOAYMEHHBIX COMATHYECKHX
3MOPHOHOB COOTHOCHTEABHO Macce OAHOTO IpaMMma Ha4aAbHOTO Kaaayca). Tawxke
BBIACHEHO, 4TO TPOAOAKHTEABHOCTh KyABTHBHPOBAHHS AAS OCTAHOBKH NPOAHepaluu 1
COCTaB M3TIOAB3YeMOii cpeab! (Ha AAHHOM 3Tare) CyIIeCTBEHHO BAMSIOT Ha QG eKTHBHOCTD
opmupoBanHusl coMaTHYeCKMX dMOPHOHOB. IloAyueHHbIE Pe3yAbTAaThI U3IIOAB3YEMBI B
AAABHEFIIMX HCCAGAOBAHHMSX C 1]EABIO ONTUMM3ALMK COMATHYECKOTO IMbpuorepesa eau
06BIKHOBEHHOM.

KAtoueabie cA06a: COMATHIECKU IMOPHOH, IpooMBpHOreHHas Macca, IMOPHOTeHHbIH

KaAAyc, npoandepaljs, I9Tal OCTAaHOBKM mnpoaudepanum, abciusoBas KHCAOTA,
AKTHBMPOBAHHBIA YTOAb, 3P PeKTHBHOCTD GOPMUPOBAHIS COMATHIECKUX IMOPHOHOB.
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Ievads

Somatiskas embriogenézes izmanto-
$ana parastas egles vegetativai pavairoanai ir
daudzpakapju process, kas ietver sevi septinus
kultivésanas embriogéna kallusa
iniciaciju, proliferaciju, agra embrija attistibas
stadiju (pirmsnobrie$anu), somatiska embrija
nobriesanu, desikaciju, saknu augfanu un ex
vitro izstadiSanu. Rezultita tiek ieguts liels
daudzums jaunu augu, kas ir genétiski identiski
ievaditajam eksplantam (von Arnold et al.
2002).

etapus:

Somatiskas embriogenézes procesam
izdalamas divas galvenas fazes. Pirma ir saistita
ar kallusu veidojo$o $anu sakopojumu jeb
proembriogéno masu, proliferaciju un attistibu.
Sajifazénekadneveidojasnobriedusisomatiskie
embriji. Otraja fazé no proembriogénas masas
attistas nobriedusi somatiskie embriji: kopuma
81 faze ir lidziga zigotisko embriju ontogenézei
intakta auga (Singh 1978 péc von Arnold ef al.
2005).

Embriogeno kallusu veido proembrio-
geéna masa (turpmak tekstai PEM, no anglu

|
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proembryogenic mass), ta sastav no atseviskiem
$tinu agregatiem, kas butiba ir somatisko
embriju aizmetni. Katru atsevisko agregatu
veido divu tipu $iinas:

a) izodiametriskas ~ ciesi izvietojusas $inas ar
blivu citoplazmu un lieliem kodoliem, tas veido
agregata “galvas” dalu, no kuras péc tam attistas
somatiskie embriji;

b) “astes” dalu veido suspensora $unas —
iegarenas $unas ar lielam vakuolim (Filonova
et al. 2000a).

Embriogéna kallusa proliferacijas
posma izikir tris PEM attistibas etapus (1.
attéls.). Sie etapi var cikliski sekot viens
otram, ja kalluss regulari tiek subkultivets.
Optimalu  kallusa proliferaciju nodrogina
auksini un citokinini; visplagak izmanto
24D (2,4-dihlorofenoksietikskabe) un BA
(benzilaminopurins) kombinaciju (Filonova et
al.2000a). Atziméjams, ka citokinini nodrogina
sanu dalidanos (prolifericiju), bet auksini
— Sunu specifisko attistibu (embriogenézes
efekts) (Bellarosa et al. 1992).

1. attéls. Parastas egles somatiskas embriogenézes shematisks attélojums (attéls no Filonova et
al. 2000a), mérogs nav ievérots. Embriogéno kallusu veido proembriogéna masa (PEM 1, PEM
11 un PEM I1I), kas attistas secigi un cikliski, bet proliferacijas barotné — nekad lidz nobriedugiem
somatiskiem embrijiem (von Arnold et al. 2005). Saisinijumi: ABS — abscizskibe; PGR —
fitohormoni (no anglu valodas ‘plant growth regulators’); SE — somatiskais embrijs.

Fig. 1. A schematic representation of the developmental pathway of somatic embryogenesis in Norway
spruce (adapted from Filonova et al. 2000a), not drawn to scale. Embryogenic callus consist of
promebriogenic mases (PEM I, PEM II and PEM III) which develop sequentially and cyclicaly, but
on proliferation medium never develop into somatic embryos (von Arnold et al. 2005 ). Abbreviations:
ABS — abscisic acid; PGR - plant growth regulators; SE — somatic embryo.
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Svarigi atzimét, ka turpmaka soma-
tisko embriju attistiba notiek tikai no PEM
III $anu agregatiem, jo $aja darba PEM
III procentualais saturs tiek izmantots ka
markieris embriogéna kallusa attistibas fazes
noteiksanai.

Kalluss var bat embriogéns un
neembriogéns, attiecigi to apzimé ka A un B
tipa. No A tipa kallusa abscizskabi (turpmak
teksta — ABS) saturo$d barotné attistas
morfologiski normali, nobriedusi somatiskie
embriji, bet no B tipa kallusa tados pasos
apstaklos somatiskie embriji neattistas vai
ari veidojas ar morfologiskiem defektiem un
turpmak tiem neattistas saknes (Filonova et al.
2000a).

Parejas stadija PEM attistibi no
proliferacijas uz somatisko embriju nobriesanu
ir viens no svarigiakajiem etapiem parastas
egles somatiskaja embriogenézé, kuru daudzas
labi proliferéjosas kallusa linijas nespéj realizét
(Filonova et al. 2002). Mikroskopisko un
citu pétijumu rezultita noteikti tris svarigakie
prieks$nosacijumi efektivai parejas stadijai PEM
attistiba uz somatisko embriju nobrie$anu:

» fiziologisko procesu izmainpas, kas izraisa
proliferacijas apstasanos un turpmako
somatisko embriju nobriesanu, notiek isa
laika perioda (aptuveni 24 h) — uzreiz péc
fitohormonu iedarbibas partrauksanas;

« ABS neizraisa proliferacijas apstasanos,
tade| kallusa kultivésana ABS saturoda
barotné talit péc proliferacijas neinduceés
turpmakos somatisko embriju
nobrie$anas procesus;

« no PEM III izveidojulos somatiskos
embrijus agrinaja attistibas fazé var
kultivét bezhormonu barotné vismaz
septinas dienas, saglabajot embriju jutibu
pret ABS, kas nepiecie$ama turpmako
nobrie$anas  procesau
(Bozhkov et al. 2002).

inducésanai

No iepriek$minéta izriet, ka somatisko
embriju nobriefanas procesu inducésanai
janoveérs auksinu un citokininu iedarbiba, kas
izdarams embriogéno kallusu dazas dienas
kultivéjot bezhormonu barotné. Bozhkov ef
al. (2002) veiktie pétijumi apliecinaja, ka tada
veida parastas egles kultaras ir iespéjams panakt
5-10 kartigu somatisko embriju pieaugumu.
Tatad, parejas stadija PEM attistiba no
cikliskas proliferacijas uz somatisko embriju
turpmakajiem nobrie$anas procesiem ir viens
no kritiskajiem punktiem, kas raksturo parastas
egles somatiskas embriogenézes efektivitati
(Stasolla et al. 2001).

Si darba galvenie uzdevumi ~ realizét
somatisko embriju nobriesanas etapu piecam
kallusa linijam, noteikt, kuras no tam ir
embriogénas; parbaudit vai pastav batiska,
pozitiva korelicija starp kallusu veidojoso
jinu  agregatu - proembriogéno
tredo attistibas etapu un somatisko embriju
nobrie$anas efektivitati; izvértét proliferacijas
un tas partrauksanas etapu kultivésanas ilguma
un barotnes sastava ietekmi uz nobrie$anas
efektivitati.

masu

Materials un metodika

Pétnieciskaja darba izmantotas piecas
kallusa linijas, kas turpmak apzimétas ar
numuriem no viens lidz pieci:

Nr.1 — Wista 2; Nr.2 — 4359-1; Nr.3 -
6059-2; Nr.4 — 6062-1; Nr.5 — Wisla 48h 3.

Kallusa linijas Nr.1 un Nr.S iegutas
no atlasitas séklu audzes Ustrori nobriedusiem
zigotiskajiem embrijiem; Nr.3 un Nr4 - no
seklu plantacijas Gdrny Sanok nenobriedusiem
zigotiskajiem embrijiem, bet Nr2 - no
séklu plantacijas Stupsiany nenobriedusiem
zigotiskajiem embrijiem. Iepriek§ pieminétas
seklu plantacijas un atlasita seklu audze atrodas
PolijasZAdala, Krosnoun Wistavirsmeznieciba.
Embriogéna kallusa inicidciju veica Varsavas
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Meizzinatnes instituta MeZa koku genétikas un
fiziologijas nodala, Dr. biol. Krystyna Szczygiel
vadiba no 2006. gada augusta lidz oktobrim.
Detalizéta kultaras uzsak$anas metodika un
ieghtie rezultati publicéti zinatnisko rakstu
krajuma Mezzinitne Nr. 15 (48)" 2006
(Filipovi¢s u. c. 2006). Visas embriogéna
kallusa linijas 2006. gada novembra sakuma
tika atvestas uz Latviju, kur tas kultivéja
proliferacijas barotné no novembra lidz 2007.
gada aprilim; subkultivacijas periods - divas
nedélas.

Eksperimentala seciba:

Kallusa linijas Nr.1, Nr.2 un Nr.3 (2.
att.) kultivéja proliferacijas barotné divas
nedélas (pédéja subkultivacija), péc tam

kallusus sagrieza (atkariba no izméra), sterilos
apstaklos nosvéra uz svariem (Kern PLS
360-3, ar precizitati 0,1 mg) un novietoja
proliferacijas procesa partraukianas barotng,
kas saturéja aktivéto ogli (10 gI"). Nelielu daju
no katra kallusa atstaja prolifericijas barotné
un péc tam izmantoja mikroskopésanai (PEM
III  procentuali daudzuma noteikianai).
Proliferacijas partrauksanas barotné kallusus
kultivéja vienu nedélu, péc tam tos ievietoja
somatisko embriju nobrie$anas barotné, kur
kultivéja cetras nedélas. Péc tam tika saskaititi
nobriedusie somatiskie embriji un veikti
nepieciesamie aprékini. Katrai linijai izmantoja
se$us atkartojumus, t. i. kultivéja se$us kallusus,
katru atsevigka Petri trauka un papildus rezervé
— vél divus kallusus.

Prolifericijas barotne Kaimsu ssarlei :“""H""""" DU
2. ned. o9
\ 6. kallusi +
Mikroskopd -
SE skal@ana NobrieSanas barotne
L 28 ) arABS un IS8

2. attéls. Eksperimentalas secibas attélojums kallusa linijam Nr.1, Nr.2 un Nr.3. Saisinajumi: ABS
— abscizskabe; ISS - indolil-3-sviestskabe; SE — somatiskais embrijs.
Fig. 2. Stages of experiment for calli Nr. 1, Nr.2 and Nr.3. Abbreviations: ABS - abscisic acid; 1SS -

indole-3-butyric acid; SE — somatic embryo.

Kallusa liniju Nr.4 (3. att.) kultivéja
proliferacijas barotné tris nedélas, péc tam
kallusus sagrieza (atkariba no izméra), sterilos
apstaklos nosvéra uz svariem un ievietoja
proliferacijas partrauksanas barotné divos

variantos: pirmaja — barotné ar aktivéto

ogli 10 g I'; otraja — barotné bez aktivétas
ogles. Nelielu daju no katra kallusa atstaja
proliferacijas barotné un péc tam izmantoja
mikroskopésanai. Kultivésanai proliferacijas
partrauk$anas barotné ari izmantoti divi
varianti: viena kultivéSanas ilgums bija viena
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Mikroskop®
r— Kallusu sagrie®

3. ned. L_;“g)

Bezhormonu barotne ¥ 12. kallusi +

>

12. kallusi +

Bezhormonu barotne
ar ogli

3. attéls. Eksperimentalas
secibas attélojums kallusa
linijai Nr.4. Saisinajumi: ABS
— abscizskabe; ISS — indolil-3-
sviestskiabe; SE — somatiskais
embrijs.

bezogles ——————— Fig. 3. Stages of experiment for
\_ﬂ/ 1.ned/2.ned. | ¢ gllus Nr.4. Abbreviations: ABS
SE skaltiSan et To@ . )
- @ b = abs-:ufc aCfd, ISS - mdolf‘:
Nobriedanas barotne 3-butyric acid; SE - somatic
4, ned. ar ABS un ISS embryo.
H
=

nedéla, otra — divas nedélas. Péc tam kallusus

ievietoja somatisko embriju nobriesanas
barotng, kur kultivéja cetras nedélas, péc tam
saskaitija nobriedusos somatiskos embrijus un
veica nepiecieamos aprékinus. Atkartojumu
skaitu katra varianta veidoja sesi kallusi un divi
rezervé, kopa 24 kallusi plus rezerve,

Barotne un kultivé$anas apstakli

Embriogéna kallusa
izmantoja Petri traukus (diametrs 90 mm) ar

kultiveésanai

barotnes daudzumu katra aptuveni 30 ~ 35 ml
Barotni autoklavéja 20 min pie 1,1 atmosféras
virsspiediena 0,5 — 1,0 | traukos, parnesa uz
laminarboksu un saléja sterilos Petri traucinos.
Kultivésanas apstakli: 24 °C, 70 % relativais
mitrums, tumsd. Apstaklu nemainigumu
nodroginajaklimatkameraSelectaHOTCOLD-
GL. Sterilos darbus veica laminarboksi Kojair
KR-130.

- S

Proliferdcijas barotne Kallusu sagrie¥ ar ogll .

A 3. ned. un nosver

—— =

12. kallusi +
2./ 4. ned Mikroskopd \
/ Bezhormonu barotne
M:::nmmbam bez ogles 12, kallusi + 1J 2. ned.
ol s * 3 S
un nosver S
12. kallusi + 1.ned. 1.2 ned. Nobrie: ¢ :
SE skalti§ana arABS un 188
ﬁ

' E 4. ned.

===

4. attéls. Eksperimentalas secibas attélojums kallusa linijai Nr.S. Saisinajumi: ABS — abscizskabe;
ISS - indolil-3-sviestskibe; SE — somatiskais embrijs.
Fig. 4. Stages of experiment for callus Nr.5. Abbreviations: ABS — abscisic acid; ISS — indole-3-butyric

acid; SE — somatic embryo.
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1. tabula, Table 1

Somatiskas embriogenézes kultivésanas barotnes makrosaju un mikrosilu sastavs, modificéta
BM (basal medium) barotne péc (Gupta & Durzan 1986).

Macroelements and microelements of somatic embryogenesis cultivation medium, modified BM (basal
medium) (Gupta & Durzan 1986).

Viela Koncentracija mg I
NH,NO, 275
KNO, 2337
Makroelementi CaCl, 220
MgSO,-7H,0 185
KH,PO, 85
Dzelzs, helatgjosais FeSO,7H,0 27,85
agents (péc MS) Na,EDTA-2H,0 37,25
MnSO,-4H,0 22,3
ZnSO,7H,0 8,6
H,BO, 6.2
Mikroelementi (p&c MS) Kl 0,83
CuS0,5H,0 0,025
Na,MoO,2H,0 0,25
CoCl,6H,0 0,025

2. tabula, Table 2

Barotnu sastavs dazadiem somatiskas embriogenézes kultivé§anas etapiem
Medium composition for differnent stages of somatic embryogenesis

Vielas, skidumi Koncentracija uz 1 | barotnes
b Embriogénd e Proliferacijas Somati“sko
Kultivésanas etapi kallusa Proliferacija embriju
inducésana RAratGana nobrieSana
Makrosali 100 ml I' pagatavota koncentrata
NaFeEDTA 60 % no MS
MS mikro 60 % no MS
Nikotinskabe 0,25 mg I
Tiamins 0,5mg I
Piridoksins 0,25 mg I
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Mezoinozits 1000 mg I

Kazelna hidrolizats 1000 mg I

Glicins 1mg I

Glutamins* 450 mg I

24-D 2mg I 2mg - -

BAP 1mg I’ 0,5mg I - =

ABS* - - - 10 mg I
ISS - - - 0,2mg I
Aktivéta ogle - - 10 g '/ bez™ | —
Saharoze 30gl” 20g I 34gl? 34gl
Fitoagars 4glt

pH 56-58

¥ _ vielas, kuras pievienotas péc barotnes autoklavésanas (filtrgjot);
** _ pagatavota barotne gan ar aktivéto ogli (10 g 1), gan bez tas (sk. eksperimentalo secibu

dazadam kallusa linijam iepriekséja nodala).

Mikroskopésana

Embriogéna kallusa attistibas fazes
noteiksana

Acetokarmina $kiduma pagatavosana: 1
¢ karmina kolba ar atteces dzesinataju adens
vanna 1 stundas laika iz$kidina 45 g ledus
etikskabé, kurai pievienots 55 ml destiléta
idens, péc tam skidumu nofiltré (ITaymesa
1980).

Mikroskopésanai izmantots Leica DM
4000 B mikroskops, attélu iegnsanai - Canon
PowerShot S80 fotokamera.

Kallusa sastiva parbaudei jeb PEM III
procentuala sastava noteik$anai pielietota
acetokarmina iekraso§anas metode:

« papem preparatu (aptuveni 1 mm

diametrd), novieto uz  atseviika
priek$metstiklina;
» preparatam uzpilina acetokarmina

etikskabes $kidumu, iztur 1 min;
» skalo ar adeni, apsedz ar segstiklinu un

apliko zem mikroskopa ar palielinajumu
50 - 400x;

« nosaka PEM L, PEM II un PEM III katra
preparata, ja nepiecieSams, izdarot ipasas
piezimes;
» no katra kallusa izmanto sesus preparatus
— tris no kallusa malam un tris no kallusa
virspuses.
Embriogéna
petijumi
Lai kallusam noteiktu optimalo vietu
PEM 1II procentuala satura novértéanai,
visam eksperimenta izmantotajam linijam
noteikts PEM sadalijums dazadas kallusa
vietis. Sim nolikam katra kallusa sanos,

kallusa anatomiskie

virspusé un vidi tika papemti tris preparati
(pargriezot kallusu uz pusém). Katras linijas
mikroskopésana veikta ar trijiem kallusiem -
péc divu nedélu kultivésanas uz proliferacijas
barotnes. Preparitu iekraso$anai izmantota ta
pati metodika ki embriogéna kallusa attistibas
fazes noteiksanai (sk. iepriekséjo nodalu).
PEM I, PEM II un PEM III atskir$ana
Kallusa sastava vienlaicigi ietilpst visi tris
$unu agregati, kuru at$kir$anai nepiecie$ams
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nemt véra §adus parametrus (S. att.):
« PEM I - galvas dalu veido viena vai nedaudzas
(lidz piecam) blivi savietotas $iinas; astes dala
ari tikai viena lidz tris suspensora $iinas;
« PEM 11 - gan galvas, gan astes dala §inu skaits
ir ievérojami lielaks, bet saglabajas polaritate;
« PEM III - salidzindjuma ar PEM II, pieaudzis
sanu skaits abas dalas, bet zudusi polaritate (ne
vienmér), t. i. suspensora $iinas izvietojusas
dazados virzienos (Filonova et al. 2000a).
Somatisko embriju skaitiana, somatisko
embriju nobriesanas efektivitaites u. c.
raditaju aprékinasana

Péc cetru nedé]u kultivésanas nobriesanas
barotné katram kallusam saskaititi somatiskie
embriji: $o skaitli izdalot ar sakotnéjo kallusa
masu, noteikta somatisko embriju nobriesanas

S. attels. Kallusu veidojoso PEM 1
(proembriogéna masa), PEM II un PEM III
$anu agregati, kuru galvenas at8kirigas pazimes:
$anu agregatu kopéjais izmérs, $unu skaits un
polaritate. (Iekrasots ar 1 % acetokarminu).
Fig. S. Callus consist of cell agregates PEM I
(proembryogenic mass), PEM II and PEM 111,
Main differnces are: total size of cell agregates,
number of cells within one garegate and polarity.
( Stained with 1 % acetocarmine).

efektivitite (Becwar et al. 1987).

SE=NE /m, kur

SE - somatisko embriju nobriesanas
efektivitate;

NE - nobrieduso embriju skaits;

m —kallusa sakotnéja masa;

Somatisko embriju morfologisko defektu
raksturigakas pazimes:

« vitrificéts un / vai uzbriedis hipokotils;

« mnenormali izveidojusas digllapas
(Roberts et al. 1991);

« citas neraksturigas ipadibas: daléja
nekroze, izteikti at$kiriga forma u.tml.

Katram kallusam noteikts PEM III
procentualais saturs — mikroskopéjot pierakstits
dazadu §iinu agregatu (PEM I - PEM III) skaits
katra parauga, péc tam PEM 111 skaits izdalits
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ar kopéjo $inu agregatu skaitu.

PEM 111 % = PEM I / n, kur

PEM 111 % — PEM III procentualais saturs
konkrétaja kallusa;

PEM III - PEM III skaits;

n - visu PEM (I - III) $anu agregatu
skaits.

Statistiskie  aprékini - PEM 1II
procentuala satura atikiribas starp kallusa
linijam (vai variantiem), korelacija starp PEM
I1I procentualo saturu un somatisko embriju
nobriedanas efektivitati, ka ari kultivé$anas
laika un proliferacijas partraukianas barotnes
sastava (ar aktivéto ogli vai bez) ietekmes

analize ANOVA - veikti ar Microsoft Excel
2003 un STATGRAPHICS Centurion XV,
Version 15.2.00. programmu palidzibu.

Rezultati
Embriogénas, neembriogénas kallusa lini-
jas un somatisko embriju nobriesanas
efektivitite
Tre$aja tabula apkopoti rezultati -
somatisko embriju nobrie$anas efektivitates
raditaju (izkliede un vidéjais aritmétiskais)
sadalijums visam kallusa linijam dazados
eksperimentilajos variantos.

3. tabula, Table 3

Eksperimentu gaita iegiitie somatisko embriju nobriesanas efektivitates rezultati piecam kallusa
linijam. SE nobriesanas efektivitate — nobriedusu somatisko embriju skaits uz sakotnéja kallusa
vienu gramu.

Results of somatic embryo maturation efficiency for five calli lines. SE maturation effeciency — nurber
of maturated somatic embryo per gram of initial callus.

SE nobrieSanas | SE nobriesanas

ultivé$anas Proliferacijas : :
Kallusa 5 igums | partraukSanas barotne | Sfekdivitales | efekiivitstes
linija | proliferacijas | Kultivésanas | Aktivéta e o
beroths i I izkliedes antméttska_ls (*
ilgums ogle robezas
Nr.1 2 nedélas 1 nedéla ir 104 — 603 284.1 +58.7
Nr.2 2 nedélas 1 nedéla ir 0 0
Nr.3 2 nedélas 1 nedéla ir 0 0
1 nedéla ir 101 — 185* 1354 +9.8
i 1 nedéla nav 42 — 253 134.8 +27.8
Nrd | 3nedelas ™5 edelas ir 85 — 164" 1295+ 8.8
2 nedélas nav 125 — 380* 281.5+32.7
2 nedélas 1 nedéla ir 0 0
1 nedéla ir 0—134* 68.1 + 16.4
_ 1 nedéla nav 156 — 708 415.4 + 59.6
N5 | 3neddlas 5o gslas i 0-195* 97.9+18.2
2 nedélas nav 205 - 291 2394 +94
4 nedélas 1 nedéla ir 0-87 61.5+9.5

* — dalai vai visiem somatiskajiem embrijiem novéroti morfologiski defekti.
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4. tabula, Table 4

PEM III $anu agregatu izvietojums dazadas kallusa vietas
Distribution of PEM III cell agregates in differnet regions of callus

Preparatu
nonem-
Sanas
vietas

Kallusa
augspuse

Kallusa
vidus

Kallusa
sani

Kallusa linijas
Nr.1 | Nr.2 | Nr.3 | Nr4 | Nr.5
23.7 | 10.6 | 35.3 | 30.0 | 18.2
89 | 1564 | 7?* | 222 18.8
38.1 | 13.8 | 421 | 35.7 | 26.9

* - Sanas slikti iekrasojusas, ka ari grati nosakama PEM dazadas attistibas fazés, tadé] precizu

rezultitu nav.

Mikroskopijas metodika un kallusa
anatomiska parbaude

Prieksizméginajumos parbauditas
vairakas  krasvielas  (dazadi = karmina

pagatavo$anas veidi, kilija permanganata 5%
s$kidums u.c.), dazadas iekraso$anas metodes

6. attéls. Mikroskopijas rezultati: PEM
III procentualais saturs kallusa linijas
Nr.1, Nr.2, Nr.3 un Nr.5 péc diva nedélu
kultivédanas proliferacijas barotné. Ar
dazadiem burtiem apziméti varianti, starp
kuriempastavbitiskasatskiribas (p<0.05).
Saisinajumi: PEM - proembriogéna
masa.

Fig. 6. PEM III percentage in calli of lines
Nr.1, Nr.2, Nr.3 and Nr.S, after two weeks
cultivation proliferation  medium.
Letters indicate variants with significant
diferences (p<0.0S). Abbreviation: PEM —
proembryogenic mass.

PEM Il % saturs

on

un izmantots dazidu preparatu daudzums no
viena kallusa, lai atrastu optimalu, efektivu
un ne parak darbietilpigu PEM noteiksanas
metodi.

No ceturtas tabulas var secinat, ka PEM
IIT procentualais saturs vienas kallusa linijas

50

454 ENr1 ONr2

40 BNr3  ENrS
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ietvaros varié atkariba no preparata pemsanas
vietas. Visbitiskak no pargjiem atskiras
rezultati taja gadijuma, kad preparati tika nemti
no kallusa vidus.
PEM III procentualais saturs kallusa, ta
korelacijaarsomatisko embrijunobrie$anas
efektivitati

Mikroskopijas analizu rezultata noteikts
PEM III procentualais saturs kallusa linijam
Nr.1, Nr2, Nr.3 un N5 péc divu nedélu
kultivésanas proliferacijas barotné (6. att.).
Ar dazadiem burtiem apziméti varianti, starp
kuriem pastav butiskas atskiribas (p<0.05).
legiito rezultatu standartnovirzes (6. att.)
liecina par to, ka §is raditajs stipri variéjis ari
katra kallusa ietvaros.PEM III procentualais

700 | Koreldcljas koeficients = 0.5112 -

SE skaits uz 1 g kallusa
LX) b Y o =23
8 8 8 8 8
*
-

=1
o

o

oo 10.0 200 o0 400 500
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7. attéls. Mikroskopésanas rezultati: PEM III
procentualais saturs kallusa linijas Nr.4 un
Nr.5 péc tris nedélu kultivésanas proliferacijas
barotné. Ar burtiem apziméti varianti, starp
kuriem pastav bitiskas atSkiribas (p<0.05).
Saisinajumi: PEM — proembriogéna masa.

Fig. 7. PEM I percentage in calli of lines Nr.4 and
Nr.5, after three weeks cultivation on proliferation
medium. Letters indicate variants with significant
diferences (p<0.0S). Abbreviation: PEM -
proembryogenic mass.

saturs buatiski at$kiras kallusa linijam Nr.4
un Nr.5 (7. att.) péc tris nedéju kultivésanas
prolifericijas barotné. Standartnovirzes, tapat
ka iepriekséja gadijuma, norada uz §i raditaja
varié$anu abu liniju ietvaros.Péc divu, tris un
cetru nedélu kultivédanas linijai Nr.S PEM
IIT procentuald satura izmainas bija statistiski
nebutiskas. Tomeér tika novérota tendence
§im raditajam pieaugt, lidz ar to procentuali
vislielakais PEM Il saturs kallusa bija péc ¢etru
nedélu kultivésanas proliferacijas barotng, bet

8. attéls. PEM IIl procentuala satura un
somatisko embriju nobriefanas efektivitates
(nobrieduo somatisko embriju skaits uz
vienu gramu sakotnéja kallusa) korelaciju
reprezentéjoss grafiks. Taja ieklautas visas
kallusa linijas un eksperimentalie varianti.
Apziméjumi: SE — somatiskie embriji; PEM 111
% tresajaattistibas etapa eso$o proembriogéno
masu procentudlais saturs kallusa.

Fig.8. Correlation between PEMII precentage and
effeciency of somatic embryo maturatio (obtained
number of somatic embryos per gramm of initial
callus). All calli lines and experimental variants
included. Abbreviations: SE — somatic embryos;
PEM III % — precentage of proembryogenic mass
of third developmental stage in callus.
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9. attéls. PEM III procentudla satura un
somatisko embriju nobrieSanas efektivitates
(nobrieduso somatisko embriju skaits uz
sakotnéja kallusa vienu gramu) korelaciju
reprezentéjodsgrafiks. Tajaieklautastikaikallusa
linijas Nr4 un NrS5, ka ari eksperimentalie
varianti, kuros proliferacijas apturésanas
barotne nesaturéja aktivéto ogli. Apziméjumi:
SE - somatiskie embriji; PEM III % — tre$aja
attistibas etapa eso$o proembriogéno masu
procentualais saturs kallusa.

Fig. 9. Correlation between PEM III precentage
and effeciency of somatic embryo maturation
(obtained number of somatic embryos per gramm
of initial callus). Included only calli lines Nr.4 and
Nr.5 and experimental variants, whith no activated
charcoal. Abbreviations: SE — somatic embryos;
PEM III % - precentage of proembryogenic mass
of third developmental stage in callus.

vismazakais — péc divu.

Datu analize Java secinat, ka visam
kallusa linijam (kuras tika iegiti nobriedusi
somatiskie embriji) un visos eksperimentalajos
variantos pastav butiska korelacija starp PEM
III procentualo saturu un somatisko embriju
nobriedanas efektivitaiti - ar koeficientu
+ 05112 (8. att.). Ta ki ogles saturam
proliferacijas apturésanas barotné bija batiska

_‘m |

30| E1.ned b
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a a

w 100
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ar ogh bez ogles

Eksperimentilie varianti

10. attéls. Proliferacijas apturésanas barotnes
sastava (ar aktivéto ogli vai bez tis) un
kultivé$anas ilguma, ki ari abu faktoru
mijiedarbibas ietekme uz somatisko embriju
nobrie$anas efektivitati (nobriedu$o somatisko
embriju skaits uz sikotnéja kallusa vienu
gramu) linijai Nr4. Ar dazadiem burtiem
apziméti varianti, starp kuriem pastav bitiskas
atSkiribas  (p<0.05). Apziméjums: SE -
somatiskais embrijs.

Fig. 10. Cultivation period and composition (with
activated charcoal or no) of medium without plant
growth regulators and both factors interaction
affected efficiency of somatic embryo maturation
(obtained number of somatic embryos per gramm
of initial callus) of line Nr4. Letters indicate
variants with significant diferences (p<0.0S).
Abbreviation: SE — somatic embryo.

ietekme (tas tiks aplikots nakamaja nodala),
papildus tika noteikta analogiska korelacija tikai
kallusa linijam Nr.4 un Nr.5 eksperimentalajos
variantos, kuros prolifericijas apturésanas
barotne nesaturéja aktivéto ogli. Rezultita
korelacijas koeficients pieauga: + 0.6219 (9.
att.).
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11. attéls. Proliferacijas apturé$anas barotnes
sastava (ar aktivéto ogli vai bez tas) ietekme
uz somatisko embriju nobriesanas efektivitati
(nobriedu$o somatisko embriju skaits uz
sikotnéja kallusa vienu gramu) linijai Nr.S.
Ar dazidiem burtiem apziméti varianti, starp
kuriem pastav batiskas atikiribas (p<0.05).
Apziméjums: SE - somatiskais embrijs.

Fig. 11. Composition (with activated charcoal
or no) of medium without plant growth
regulators affected efficiency of somatic embryo
maturation(obtained number of somatic embryos
per gramm of initial callus) of line Nr.S. Letters
indicate variants with significant diferences
(p<0.05). Abbreviation: SE — somatic embryo.

Proliferacijas apturésanas  barotnes
sastava un kultivé$anas ilguma ietekme uz
somatisko embriju nobrie$anas efektivitati

Kallusa linijai Nr4  statistisko
aprékinu rezultata konstatéts, ka proliferacijas
apturédanas barotnes sastavs (ar aktivéto
ogli vai bez tas) butiski ietekméjis somatisko
embriju nobriesanas efektivitati (10. att.).
Tas pats attiecinams uz kultivé$anas ilgumu
— vienu vai divas nedélas. Visaugstaka
somatisko embriju nobriesanas efektivitate
konstatéta varianta, kura kallusi kultivéeti divas
nedélas proliferacijas apturésanas barotng,
kas nesaturéja aktivéto ogli. Statistiski nebija
novértéjama somatisko embriju morfologija,
tatu novérojumu rezultati secinats, ka abi
iepriek$minétie kultivéganasfaktoriietekméjusi
ari $o raditiju. Ka jau minéts, minimalais
ietekmes efekts tika novérots péc vienas
nedélas kultivesanas proliferacijas apturé$anas
barotng, kas nesaturéja ogli.Kallusa linijai
Nr.5 statistisko aprékinu rezultata konstatéts,
ka no proliferacijas apturédanas kultivé$anas
apstakliem batiska ietekme bijusi tikai barotnes
sastavam (11. att.). Varianta bez ogles, péc

500 1 ®arogl
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|§ 4001 b
2 I
= 300 1
[%
K
rﬁ 200 {
“w
w
- a
100 ;
0 -
Eksperimentilie varianti
vienas nedélas kultivé$anas prolifericijas

apturé$anas barotné, iegito somatisko embriju
vidéjais aritmeétiskais ir ievérojami lielaks
neka péc divu nedélu kultivésanas tados pasos
apstaklos. Proliferacijas apturé$anas barotné
ar ogli kultivesanas laiks somatisko embriju
nobriesanas efektivitati ietekméjis mazak (11.
att.).

DISKUSIJA
Embriogénas, neembriogénas kallusa
linijas un somatisko embriju nobrie$anas
efektivitate
Nobriedusi somatiskie embriji ieguti
kallusa linijam Nr.1, Nr4 un Nr5. Lai gan
lielakajai dalai no ceturtas, ka ari nelielai dalai
no piektas linijas iegutajiem somatiskajiem
embrijiem novéroti morfologiskie defekti,
tomér var secinit, ka minétas kallusa linijas
ir embriogénas. Saja pétijumi netika veikta
detalizéta mikroskopiska analize, tade] nav
noteikti céloni, kapéc somatiskie embriji nav
attistijusies kallusa linijam Nr.2 un Nr.3.
Starp dazadam kallusa linijam konstatétas
genotipiskas  atskiribas, kas galvenokart
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izpauzas kallusa iniciacijas fazé, tomér tas var
ietekmét ari turpmakos kultivacijas etapus, t.
sk. somatisko embriju nobriesanas efektivitati
(Park et al. 1998). Tadé] iespéjams, ka tas ari
ir galvenais célonis, kadé] nobriedusus soma-
tiskos embrijus neizdevas iegat kallusa linijam
Nr.2 un Nr.3, jo genotipiskas atSkiribas ipasi
izpauzas pie véjas fitohormonu stimulacijas, un
turpmakajos pétijumos (ar Latvijas izcelsmes
materialu) tika secinita auksina (2,4-D)
aktivitates uzglabadanas
rezultata. Tapat jaatzimé, ka linijai Nr.2

samazinasanas

12. attéls. Morfologiski normali somatiskie
embriji (pa kreisi) un ar defektiem (pa labi):
uzbriedusi hipokotili, anomala izméra digllapas
un pasi embriji, dazviet daléja nekroze. Péc
¢etru nedélu kultivédanas nobrie$anas barotné.

barotné, jo, lidz aprakstito pétijumu veik$anai,
visas linijas (kop$ iniciacijas) tika kultivétas
aptuveni septinus ménesus. Péc von Arnold
(2002)  atzinuma, embriju
iegnsanai vélams izmantot kallusa linijas, kas
proliferacijas barotné nav kultivétas ilgak par

somatisko

se§iem meénesiem.

Linijjas Nr4 somatiskie embriji
attistijusies visos variantos, bet morfologiski
normali — tikai varianta, kur tie proliferacijas
apturésanas barotné bez ogles kultivéti vienu

mikroskopé$anas rezultata noteikts procen-
tuali viszemakais PEM III saturs kallusa. Sis
raditajs batiski ietekmé somatisko embriju
nobriesanas iznakumu (Stasolla et al. 2001).
Pretéji tam linijai Nr.3, PEM III procentualais
saturs starp visim linijam péc divu nedélu
kultivé$anas  proliferacijas  barotné
vislielakais.

lespéjams, ka somatisko embriju
nobriesanas efektivitati nelabveéligi ietekméjusi
ari embriogéna potenciala samazinasanas
ilglaicigas de] proliferacijas

bijis

kultivésanas

Fig. 12. Somatic embryos with normal morfology
(left) and withmorfological abnormalities (right):
vitrificated hypocotyls, abnormal cotyledons and
shape of embryos, in some palces partial necrosis.
After four weeks cultivation on maturation
medium.

nedélu (12. att.). Paréjos gadijumos vairumam
embriju  konstatéti morfologiski defekti:
piebriedusi (vitrificeti) hipokotili, anomala
izméra digllapas un pa$i embriji, ka ari daléja
nekroze. Salidzinot misu pétijumos iegiitos
somatisko embriju nobriesanas efektivitates
raditajus ar citu autoru datiem, izriet, ka
labakajos eksperimentilajos variantos (kallusa
linijas Nr.1 un Nr.5 proliferacijas apturéfanas
barotné vienu nedélu, bez ogles) atseviskiem
kallusiem somatisko embriju nobriefanas
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efektivitate bijusi tuva vai lidziga Becwar et al.
(1989) rezultatiem, kur uz vienu kallusa gramu
videji ieguti 700 nobriedusi somatiskie embriji.
Lielaka dala pétnieku kultivésanai izmantojusi
skidro barotni, kurai raksturigi ievérojami
augstaki somatisko embriju nobrieSanas
efektivitates raditaji. Lidz ar to $adu datu
salidzina$ana ar §i pétijuma rezultatiem nebutu
korekta.

Ka viens no veikta
trokumiem atziméjams salidzinodi mazais
atkartojumu skaits, jo, pieméram, Gupta un
Durzan (1986) katrapétijumaeksperimentalaja
variantd izmantojusi piecus kallusus un tris
atkartojumus (masu darba katra varianta
izmantoti sei kallusi).
Mikroskopijas metodika un
anatomiska parbaude

Liela kallusu skaita
eksperimentalo variantu dé], ka ari balstoties uz
prieksizméginajumiem, tika izveléta salidzinosi
vienkar$a iekraso$anas metodika, nemot no
katra kallusa se$us preparatus.

Veélak secinats, ka PEM I1I procentuala
rezultatu  standartnovirzes

petijuma

kallusa

un daudzo

visam

satura

Dazadi PEM agregati, preparats nemts no
kallusa saniem (kallusa linija Nr.1)

kallusa linijam péc divu, triju un éetru nedéju
proliferacijas ievérojami atskiras. Tas norada uz
to, ka dazadu PEM §inu agregatu saturs kallusa
ir diezgan variabls, ko ietekmé daudzi faktori,
bet galvenais ir — preparata nemsanas vieta. Lidz
ar to, PEM noteik$anas metodes turpmakai
optimizicijai batu vélams palielinat panemamo
preparatu skaitu, ka ari uzlabot iekraso$anas
tehniku vai ari paraleli lietot vairakus
iekrasosanas veidus. Vel viens §is metodes
kritiskais punkts ir tas, ka dazkart precizi nav
saskatims konkrétais PEM $anu agregats, jo
preparata tie var parklaties vai ari §inu agregats
var atrasties attistibas robezpunkta. Tomer,
neskatoties uz PEM 1II procentuala satura
variédanu kallusa linijas ietvaros, metodikas
efektivitati apliecina rezultati — $aja gadijuma
batiska, pozitiva korelacija starp mikroskopiski
noteikto PEM III procentualo saturu un
somatisko embriju nobrie$anas efektivitati.
PEM III procentuala satura varié$anas
vienas kallusa linijas ietvaros (4. tabula)
galvenais iemesls ir $inu agregitu vecuma
atskiribas starp kallusa aréjam dalam un vidu,
ka ari atskiribas nodrodinajuma ar baribas

Grati noteikt PEM agregatus, preparats nemts
no kallusa vidus (kallusa [inija Nr.2)

13. attéls. Mikroskopiska aina kallusa sanos (pa kreisi) un vida (pa labi) panemtajos preparatos.
Fig. 13. Microscopic view of specimens of edge of callus (left) and midle of callus (right).

147



MeZzinatne 17(50)"2008

vielam (barotné). Biezi kallusa vidi nemtajos
preparatos PEM agregati ir grati identificéjami,
jo atskiras $anu iekrasojums (13. att.). Tas
izskaidrojams ar to, ka $anam vecuma un
resursu (galvenokart skabekla) trikumu dé]
kallusa vida ir pazeminata vielmaina, t. sk.
mitoze, ka rezultata PEM agregata galvas dalas
$iinas satur mazdk nukleinskabju un lidz ar to
iekraso$anas intensitite ir vajika un $is $tnas
gratak atSkiramas no suspensoru vai citam
$anam. Tapat resursu trakums izraisa ari §anu
agregatu dezintegrésanos un nekrozi.

Péc Szczygiel ieteikuma (nepublicéti
dati) - turpmakai kallusa kultivésanai no
mates kallusa panemamas tikai aréjas dalas
(augséjas un sanu), kas tika ievérots ari $aja
darba, iegastot kallusus eksperimentalajiem
variantiem bez mates kallusa vidéjas dalas, bet
PEM III aprékina$anai preparatus nemot no
kallusa saniem un augsas.

PEM IIIprocentualaissaturskallusa, ta
korelacijaar somatisko embrijunobriesanas
efektivitati

Tadeél, ka linijam Nr2 un Nr.3
somatiskie embriji neattistijas vispar, bet linijai
Nr.5 tie neattistijas tada pasa eksperimentalaja
varianta, nebija iespéjams novértét, cik liela
méra PEM III procentualais saturs ietekmé
somatisko embrijunobriefanasefektivitatistarp
dazadam kallusa linijim vienados kultivésanas
apstaklos. Tas pats attiecinams uz linijam
Nr.4 un Nr.5 péc triju nedélu kultivésanas
prolifericijas barotng, jo kultivésanas apstaklu
(ogles saturs barotné) ietekme abam linijaim
bija atskiriga.

PEM 1 lidz PEM III optimalos
apstak]os attistas 10 — 15 dienu laika (Filonova
et al. 2002a). No ta izriet, ka proliferacijas
barotné PEM 1II procentuilais saturs kallusa
maksimumu sasniedz aptuveni divu-tris nedélu
kultivésanas laika. lespéjams, ka konkrétaja
pétijuma nebija nodroginati tik optimali

kultivésanas apstakli ka Filonova et al. (2002a)
pétijuma, tadé] PEM III procentuilais saturs
maksimumu sasniedza péc tris lidz ¢etru nedélu
polifericijas. Novérojumiliecina, ka vairak neka
¢etru nedélu kultivésana proliferacijas barotné
izraisa kallusa morfologiskas un anatomiskas
izmainas: kallusa krasa klast tumsika (no
dzeltenas lidz briinai), samazinas suspensoru
$tinu skaits un izmainas galvas dalas $anu
morfologija.

PEM 1II procentuala satura un
somatisko embriju nobrie$anas efektivitates
pozitiva korelacija ir svarigs raditajs, kas
batu izmantojams turpmakajos pétijumos
— parastas egles somatiskdas embriogenézes
metodes optimizé3anai. Proliferacijas barotnes
sastava, kultivé$anas ilguma un citu apstaklu
izmainas ietekmé PEM III procentualo saturu
kallusa. Balstoties uz mikroskopijas datiem,
varés secinat, kadi apstakli veicina PEM III
procentudlo pieaugumu, lidz ar to palielinot
varbutibu, ka nobriedu$u somatisko embriju
veidosies vairik (Filonova et al. 2000a).

Atkartojumu skaits nebija pietiekams,
lai aprékinatu korelaciju starp PEM III
procentualo saturu un somatisko embriju
nobrie$anas efektivitati katra kallusa ietvaros.
Sadi dati bitu lietderigi konkréto kallusa liniju
(genotipa) ietekmes novértéSanai. Jaatzime,
ka iegutie koreliciju koeficienti ir mazaki
neka prognozéts. To varétu skaidrot gan ar
mikroskopijas metodikas neprecizitati, gan ar
dazadu kultivésanas faktoru negativo ietekmi
proliferacijas un / vai somatisko embriju
nobriesanas laika.

Turpmakajos pétijumos batu vélama
intensivaka vairaku mikroskopijas metozu
izmanto$ana iespéami precizikai dazadu
kultivé$anas apstak]u novérté$anai §inu limeni
kallusa attistibas gaita — parejot no proliferacijas
uz somatisko embriju nobriesanas procesiem.
Tas lautu, no praktiskd viedokla, optimizét
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kultivésanas metodiku. Jaatzimé, ka lidz §im
veiktie pétijumi par $Gnu agregitu attistibu
un to programméto navi somatisko embriju
nobrie$anas procesa (Kongetal. 1999; Filonova
et al. 2000a; Filonova et al. 2000b) galvenokart
ir teorétiska rakstura.

Proliferacijas apturésanas barotnes
sastava un kultivésanas ilguma ietekme uz
somatisko embriju nobriesanas efektivitati

Pétijumu rezultiti liecina, ka kallusa
linijjim Nr4 un Nr5 PEM III attistibas
pareju no proliferacijas uz talako somatisko
embriju nobrieSanu butiski ietekmé barotnes
sastava ietilpsto$a aktivéta ogle. Konkrétaja
darba izmantotais somatiskas embriogenézes
kultivé$anas protokols, ar nelielam izmaipam,
aizgits no Szczygiel (2005), tomér iegitie
rezultati nesakrit ar iepriek$minétas autores
secindjumiem, ka vienas nedélas kultivésana
proliferacijas apturé$anas barotné ar ogli ir
visoptimalikais variants somatisko embriju
nobriefanas veicinasanai; lidzigu atzinumu
izteicis ari Becwar et al. (1987).

Barotnei pievienota aktivéta ogle absorbé
fitohormonusundazadusvielmainasproduktus,
t. sk. augam toksiskas vielas, pieméram, fenolu
savienojumus. Svarigakais aktivétas ogles
pievienosanas iemesls somatisko embriju
kultiras ir auksina 2,4-D eliminésana, jo ta
fiziologiskaietekmeinhibé turpmako somatisko

embriju nobriesanas gaitu (von Arnold et al.
2002). Visi aktivétas ogles iedarbibas veidi
augu audu kultiras vél nav pilnigi izpétiti, un
dazkart secinats, ka tie nelabvéligi ietekmeé
organogenézi un embriogenézi (Pan & Staden
1998). Sajos pétijumos novérotajai ogles
inhibéjosajai iedarbibai uz somatisko embriju
viennozimigs. Par vispiepemamako autors
uzskata variantu, kur auksina 2,4-D aktivitite
ir samazindjusies ilglaicigas uzglabasanas
rezultatid. Lidz ar to kallusa attistibas parejas
posma uz somatisko embriju nobriesanu nav
nepiecie$amibas novérst §i auksina iedarbibu,
un tapéc ogle neveic savu galveno funkciju,
bet tikai absorbé organiskos savienojumus un
salus. Tiesi §i iemesla dél, salidzinot ar bezogles
variantiem, somatisko embriju nobrie$anas
efektivitate bija zemaka.

Apkopojot  iegitos rezultatus, var
pienemt, ka visaugstiki somatisko embriju
nobriedanas efektivitite un kvalitates raditaji
batu sasniedzami tad, ja kallusa linijas Nr.4
un NS kultivetu proliferacijas  barotné
tris vai Cetras nedélas, bet ogli nesaturo$a
proliferacijas partrauk$anas barotné - vienu
nedélu. Lidzigs pienémums nav attiecindms uz
paréjam linijam, jo nav datu par proliferacijas
apturé$anas barotnes sastava un kultivésanas

ilguma ietekmi.
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Secinajumi

1. Kallusa linijam Nr.1, Nr.4 un Nr.5 kultivé$anas rezultata attistijas somatiskie embriji, tatad
minétas kallusa linijas ir embriogénas.

2. Kallusa linijim Nr.2 un Nr.3 somatiskie embriji netika ieguti, iespéjams, ka genotipisko
atSkiribu dél, kuras vél pastiprinaja vaja auksina 2,4-D fiziologiska iedarbiba. Zemais PEM
IIT procentualais saturs kallusa norada uz to, ka linija Nr.2 iesp&jams bija neebriogéna.

3. Izmantota mikroskopijas metodika proembriogéno masu procentuali satura noteik$anai
bija pietiekami efektiva, tomér turpmakajos pétijumos to vélams uzlabot, lai mazinatu
PEM IlI procentuala satura rezultatu standartnovirzes viena kallusa ietvaros.

4. Petijumu rezultati apstiprinaja ieprieks§ izvirzito hipotézi, ka pastav bitiska pozitiva
korelacija starp treaja attistibas etapa eso$o proembriogéno masu un somatisko embriju
nobrie$anas efektivitati.

S. Pareja proembriogéno masu attistiba no proliferacijas uz somatisko embriju nobrieanas
stadiju ir viens no svarigakajiem kritiskajiem punktiem parastas egles somatiskaja
embriogenézé. To apstiprina kallusa linijam Nr.4 un Nr.§ iegatie rezultati, kas liecina par
proliferacijas partrauksanas barotnes sastava un kultivésanas ilguma batisko ietekmi uz
somatisko embriju nobrie$anas efektivitati.
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