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KOPSAVILKUMS

Promocijas darbs izstradats Latvijas Valsts meZzzinatnes institaita ,,Silava”. Darba meérkis bija veikt
kompleksu pétijumu par Igaunijas ragtlapes (Saussurea esthonica Baer ex Rupr.) biologiju, kas ietver in
vitro kultaru, fiziologiju, reprodukciju, genétisko izpéti, ta rezultata iegustot izpratni par aizsargajamo
sugu saglabasanai nepiecieS$amo biologiskas informacijas apjomu un izmantojamam pieejam. Lai
netraucétu dabigo populaciju, reto sugu izpétei ir svarigi izmantot nedestruktivas analizes metodes.
Reto augu sugu saglabasanai paraléli saglabasanai in situ nepiecieSama ari ex situ saglabasanas metozu
optimala izvéle un izmanto$ana. Augus eksperimentiem iespéjams izaudzét in vitro un péc tam tos
izmantot turpmakajos pétijumos, tadéjadi neapdraudot dabisko populaciju. Pétot citokininu ietekmi
uz Igaunijas ragtlapes proliferaciju un rizogenézi in vitro konstatéts, ka BAP ir optimals proliferacijas
inducésanai, savukart 2-iP veicina saknu veido$anos. Lai izprastu sugas pastavé$anu apdraudosos
faktorus, ar nedestruktivam metodém dabiskos apstaklos pétita vides ietekme uz fotosintézi
raksturojosajiem parametriem. Ta ka Igaunijas rugtlape aug kalkainos zalu purvos vai plavas, tad
kontrolétos apstaklos analizéta substrata sastava un mitruma ietekme uz fotosintézes fotokimiju,
tadéjadi izsledzot paréjo vides faktoru ietekmi. Reprodukcija ir viens no galvenajiem faktoriem, kas
nodrosina sugas pastavésanu. Igaunijas ragtlapei raksturiga gan generativa, gan vegetativa vairos$anas,
pie kam viens augs var veidot vairakus jaunus dzinumus, kas ir svarigi sugas pastavésanai, ta ka séklu
kvalitate ir zema. Apstrade ar GA, vai KNO, uzlabo séklu digtspé&ju. Lai prognozétu sugas spéju
pielagoties mainigiem vides apstakliem un lidz ar to izdzivot ilglaicigi, pétita genétiska daudzveidiba
starp Latvijas populacijam un populacijam Latvija un Igaunija. Abas Latvijas populacijas genétiska
daudzveidiba ir nedaudz augstaka neka pétitajas populacijas Igaunija, lielaka daudzveidiba bija
vérojama populaciju ieksiené. Igaunijas ragtlapi salidzinaja ar astonam citam Saussurea sugam, t.sk.,
trim Eiropas sugam - S. alpina, S. pygmaea un S. discolor, izmantojot divas molekularo markieru
tehnikas, un konstatéja, ka S. esthonica veido klasteri ar S. discolor un S. alpina, tadéjadi noradot uz
radniecibu starp $im sugam.

ABSTRACT

The research described in the doctoral thesis has been carried out at the Latvian State Forest
Research Institute ,Silava” The aim of the research was to undertake a comprehensive study on
the biology of Estonian saw-wort (Saussurea esthonica Baer ex Rupr.) in order to obtain biological
information and to elucidate approaches for conservation of this endangered species. It is important
to use nondestructive methods of analysis for investigation of rare plant species in natural conditions.
The research examined in vitro culture, physiology, reproduction and genetic analyses. Parallel to in
situ protection, development and application of ex situ conservation strategies should be undertaken.
It is possible to propagate plants in vitro for use in experimental research to avoid damaging natural
populations. In vitro culture experimental results showed that BAP is the optimal cytokinin for
proliferation in vitro, however 2-iP promotes root formation. For determining the main factors
which affect species survival in natural populations, research about the influence of environmental
factors on photosynthesis related parameters was performed with non-destructive methods. Estonian
saw-wort is a species found in calcareous wet meadows and fens, therefore changes in growth and
photochemistry of photosynthesis with respect to mineral nutrition and soil moisture in controlled
conditions were investigated. Reproductive success is one of the factors which affects species and
population viability. Estonian saw-wort can propagate both generatively and vegetatively and may
produce several new shoots per plant promoting vegetative propagation. This is important for species
survival because seed quality is low. Treatment with GA, or KNO, promoted germination. To estimate
the ability of this species to adapt to changing environmental conditions and to maintain long term
viability, genetic diversity among and within populations in Latvia and Estonia was estimated. Latvian
populations have a relatively high level of genetic diversity and most of genetic variation was found
within populations. Investigation of the phylogenetic relationship of S. esthonica with eight other
Saussurea species, including three European species: S. alpina, S. pygmaea and S. discolor, utilising two
different molecular marker techniques showed that S. discolor and S. alpina formed one cluster with S.
esthonica. The results from this investigation support a close relationship between these species.
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DARBA IZMANTOTIE SAISINAJUMI

ABS - abscizskabe

AFLP - amplificéto fragmentu garuma polimorfisms (Amplified Fragment Length Polymorphism)

BAP - 6-benzilaminopurins (BA, benziladenins)

BD - botaniskais darzs

CF - hlorofila fluorescence (chlorophyll fluorescence)

HBU - universitates botaniskais darzs (Hortus Botanicus Universitatis)
GA, - giberelskabe

KNO, - kalija nitrats

IES - indol-3-etikskabe

iPBS - starp-praimeru piesaistes rajoni (inter-Primer Binding Sites)
ITS - ieksgjie transkribétie rajoni (internal transcribed spacer)

MD - morfologiskais séklu miera periods (morphological dormancy)
MPD - morfofiziologiskais séklu miera periods (morpho-physiological dormancy)
MgCl, - magnija hlorids

NES - a-naftiletikskabe

PCR - polimerazes kédes reakcija (Polymerase Chain Reaction)

PD - fiziologiskais séklu miera periods (physiological dormancy)

PI - Performance Index

PS I - fotosistéma I (photosystem I)

PS II - fotosistéma II (photosystem II)

PY - fiziskais séklu miera periods (physical dormancy)

rDNS - ribosomala DNS

2-iP — N6-(delta 2-izopentenil)-adenins

U - vieniba (unit)
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levads

Pastavviedoklis,ka globalo klimata izmainu gaita pasaulé var pazust 201idz 30% no $obrid zinamajam
sugam un iespéjama vietéjo sugu biotopu samazina$anas. Lidz ar to, rodas genétiskas erozijas draudi.
Lai tos novérstu, nepiecieSami pétijumi, kas palidzétu izprast notieko$os procesus daba un veikt
nepiecieS§amos pasakumus biologiskas daudzveidibas saglabasanai gan ekosistémas, gan starpsugu,
gan populaciju limeni. Starptautiski atzita un Latvijas Republika ar likumu pienemta Konvencija
»Par biologisko daudzveidibu’,,,Sugu un biotopu aizsardzibas likums® un ,,Biologiskas daudzveidibas
nacionala programma” ir galvenie dokumenti biologiskas daudzveidibas saglabasanas plano$anai, kas
nosaka nepiecieSamibu saglabat savvalas sugas, un viens no tajos noteiktajiem pamatuzdevumiem ir
globalas biologiskas daudzveidibas saglabasana, izpéte un izmantosana.

Lai izprastu genétiskos un ekologiskos faktorus, kas apdraud reto sugu pastavésanu, ir svarigi noteikt
populaciju genétisko daudzveidibu, sugas reprodukcijas spéju, ka ari vides ietekmi uz populacijas
saglabasanos ilgtermina. Janem véra, ka lielai dalai vaskularo augu atkariba no sugas ir iespéjama gan
generativa, gan vegetativa vairo$anas.

Savvalas augu Ipatnu saglabasanai ir divi galvenie veidi - aizsardziba to dabiskajas aug$anas vietas
(in situ) un saglabasana arpus tam (ex situ). Aizsardziba in situ ir galvenais saglabasanas veids, ta¢u
ipasos gadijumos var bt nepiecieSami ari sugu aizsardzibas un saglabasanas pasakumi ex situ un
reto un izziidoSo augu kolekciju un séklu banku izveide. Lai nodrodinatu biologiskas un genétiskas
daudzveidibas saglabasanu ex situ, sugas saglaba vai nu audu kultara (in vitro), séklu bankas vai lauka
kolekcijas (botaniskajos darzos). In vitro metodes lieto augu banku veidosanai, parasti sugam ar vaju
reprodukcijas spéju, lidz ar to, Sadam sugam svarigi ir in vitro pavairo$anas pétijumi optimalu metozu
izstradei.

Daudzos gadijumos zinaganam par augu biologijas ipatnibam var but izskiro$a nozime, izstradajot
konkréto sugu in situ aizsardzibas planus. Tapéc nepiecieami padzilinati reto augu biologijas pétijumi,
jo $ada veida informacija Latvija paslaik gandriz nav pieejama. Ka pétijuma objektu izvéléjamies
Igaunijas ragtlapi (Saussurea esthonica Baer ex Rupr.), jo ta ir izziido$a suga, kurai nav izstradats sugas
aizsardzibas plans. Ari literatara tikpat ka nav informacijas par $o sugu. Tas biotops ir kalkains zalu
purvs vai plava, kas ari Latvija ir reti sastopams. Lidz ar to, iegttie rezultati varétu klat par pamatu ne
tikai konkrétas sugas aizsardzibas plana izstradé, bet ari palidzét noskaidrot nepiecieS§amas informacijas
apjomu un riskus citu sugu saglabasanai.

Darba meérkis bija veikt kompleksu pétijjumu par Saussurea esthonica biologiju — in vitro kultaru,
fiziologiju, genétiku un vairo$anos, ta rezultata iegtistot izpratni par reto sugu saglabasanai nepiecie§amo

biologiskas informacijas apjomu un izmantojamam pieejam.
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Meérka sasnieg$anai izvirziti sekojosi uzdevumi:

1) veikt sugas saglabasanas in vitro pétijumus, ipa$u uzmanibu pievérsot citokininu ietekmei uz
proliferaciju un rizogenézi;

2) tris sezonu garuma veikt fiziologiskos pétjjumus dabiskos aug$anas apstaklos, izmantojot
nedestruktivas analizes metodes;

3) vadoties no pétijumu rezultatiem, realizét fiziologiskos eksperimentus kontrolétos apstaklos;

4) analizét izvélétas sugas vairosanas potencialu, veicot séklu digtspéjas pétijjumus,séklu kvalitates
un nepiecieSsamos apstaklu, kas nodrosina optimalu digtspéju, noteiksanai, ka ari, analizét vegetativo
reprodukciju;

5) analizét sugas populaciju genétisko daudzveidibu un veikt vairaku Saussurea gints sugu

salidzinos$o genétisko analizi.
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1. Literaturas apskats

1.1. Sugas visparigais raksturojums un stavoklis Latvija

Igaunijas rugtlape (Saussurea esthonica Baer ex Rupr., Saussurea alpina (L.) DC. subsp. esthonica
(Baer ex Rupr.) Kupfter, S. alpina auct.) ir daudzgadigs kurvjziezu (Compositae) dzimtas lakstaugs.
Ziedi ir divdzimumu stobrziedi, sakartoti kurvisos (Andrusaitis 2003). Saussurea ginti ir ap 400 sugu
un gints izcelsmes centrs ir centrala un austrumu Azija, izplatibas rietumu sparns ir Rietumeiropa un
austrumu sparns — Ziemelamerika (Lipschitz 1979). Ginti iedala 6 apaksgintis, 20 sekcijas (Lipschitz
1979). Saussurea apaksgints sastav no 10 sekcijam. Viena no tam ir sekcija Saussurea, kura ir ap 160
sugu, starp tam, ari S. esthonica, S. discolor, S. alpina un S. riederi (Lipschitz 1979). Sekcijas Saussurea
sugas aug galvenokart augstu kalnos no borealajiem lidz arktiskajiem apgabaliem Azija, Eiropa,
rietumu un ziemelu Amerika; 83 no §im sugam sastopamas Kina (Shi et al. 2011). Daudzas Saussurea
sugas Himalajos ir endémas, apdraudétas un tas plasi izmanto medicina (Butola, Samant 2010).

Dazados literatiras avotos minétais Eiropa sastopamo gints parstavju skaits ir atskirigs. Tiek
atzimétas 3 lidz 9 vai vairak sugas (Narits et al. 2000), 9 lidz 10 sugas (5 no tam Krievija) (Dickore
2001), vai 9 sugas (S. alpina, S. amara, S. controversa, S. discolor, S. parviflora, S. porcii, S. pygmaea, S.
salsa, S. turgaiensis) (http://ww2.bgbm.org/EuroPlusMed/).

Igaunijas rugtlape sastopama Baltijas regiona — Latvija, Sanktpéterburgas apkartné un Igaunija
(ieklauta Baltijas regiona Sarkanaja gramata), endéma (Ingelog et al. 1993). Suga ieklauta Latvijas
Sarkanaja gramata (1. kategorija, statuss — izztido$a suga), Eiropas Savienibas direktivas ,,Par dabisko
biotopu, savvalas augu un dzivnieku sugu aizsardzibu” (92/43 EEC) II pielikuma un Nacionalas vides
monitoringa programma (Klavina et al. 2004). No 1930.1idz 1991. gadam tika uzskatits, ka S. esthonica
populacija Latvija ir izzudusi. Tomér 1991. gada izdevas atrast 1884. gada konstatéto atradni, ka ari
atrast jaunu augsanas vietu (Andrusaitis 2003). Sobrid Latvija zinamas divas atradnes - Ap$uciema
un Popes apkartné (Andrusaitis 2003). Abas ir Natura 2000 teritorijas (http://www.daba.gov.lv/public/
lat/ipasi_aizsargajamas_dabas_teritorijas/;  http://www.rpr.gov.lv/uploads/filedir/Ter_plaanojumi/
Novadi%20un%20pagasti/Smarde/Vides%20parskats2.pdf). Suga ieklauta Nacionala Botaniska darza
reto un apdraudéto augu kolekcija (gan audu kultdru, gan lauka kolekcija) (Klavina, Smite 2009).
Eiropas vaskularo augu Sarkanaja saraksta suga apziméta ka taksons, par kuru nav pietiekosi daudz
datu (Bilz et al. 2011).

Dazi autori Igaunijas rugtlapi neizdala ka atsevisku sugu, bet gan ka Alpu ragtlapes pasugu [S.
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alpina subsp. esthonica (Baer ex Rupr.) Kupff.] (Narits et al. 2000; Kell et al. 2005 ). Alpu rugtlape ir
arkto-alpinais augs (Stevanovi¢ et al. 2009) ar plasu izplatibas arealu — no Kinas lidz Centralajai un
Ziemeleiropai, aug alpinajas stepés, klinsainas un akmenainas nogazés (Lipschitz 1979; Shi et al. 2011).
Kultaraugu savvalas radinieku informativaja sistéma alpu ragtlapei izdala cetras pasugas — S. alpina
subsp. alpina, S. alpina subsp. depressa, S. alpina subsp. macrophylla un S. alpina subsp. esthonica (Kell
et al. 2005).

S. alpina puteksni atrasti jau Ledus laikmeta depozitos (veidojusies pirms 18000 lidz 11500 gadiem)
Ziemelu un Centraleiropa (Birks, Willis 2008). Uzskata, ka augi, kas auga tuvu ledaja malam, ledajiem
atkapjoties izplatijas un kolonizéja brivas vietas atkariba no ledaja atkap$anas atruma. Ir divas
pamatteorijas par alpino augu sugu izplatibu pécleduslaikmeta. Pirma uzskata, ka leduslaikmeta tas
izzuda un péc tam imigréja; atbilstosi otrai, dazi taksoni izdzivoja un tad parvietojas uz vietam ar
piemérotiem apstakliem (Ingelog et al. 1993). Dazi alpinie augi veiksmigi piemérojusies dzivei zemakas
reljefa vietas. Tomér $adas vietas ierobezojosie faktori varétu but paaugstinata gaisa temperatira, ka
arl konkurence ar citam sugam (Birks, Willis 2008). Holocéna perioda sakuma, ledajiem atkapjoties
un mainoties klimatam, notika strauja mezu izplatiba un samazinajas alpino augu dzivotnu platiba.
Sugas saglabajas un parvietojas uz biotopiem ar piemérotam temperatiram un tadas vietas, kur tas
nenomaca koki un kriami (Birks, Willis 2008).

Tipisks biotops Igaunijas rugtlapei ir kalkains zalu purvs vai plava (Ek et al. 2002; Pakalne 2008),
kam raksturiga augsne ar augstu kalcija saturu. Zalu purvi veidojas gruntsadenu piepludes vietas,
vietas, kur pieplast mineralvielam bagati avotu vai upju udeni, ka ari, aizaugot ezeriem (Pakalne 2008).
Raksturigi, ka augi, kas aug $ados purvos, tideni un baribas vielas sanem gan no gruntsideniem, gan
no lietus tdeniem, lidz ar to, hidrologiskais rezZims sezonas laika var mainities un augiem jaspéj tam

pielagoties.

1.2.Populaciju izméra saistiba ar genétisko daudzveidibu, demografiskajiem un vides procesiem

Augu populacijas dzivotspéja ilgtermina un tas dinamika ir ciesi saistita ar populacijas izméru un
to ietekméjosajiem faktoriem. Lai saglabatu populacijas vitalitati ilgtermina, taja jabat vismaz 2000
individiem (Reed 2005). Noteikt augu populacijas izméru ir saméra griti, it seviski, ja augs vairojas
gan vegetativi, gan generativi. Augu populacijas, kuras griti saskaitit visus Ipatnus, izméru nosaka péc
ziedo$o augu daudzuma (Schmidt, Jensen 2000; Jacquemyn et al. 2002; Hensen et al. 2005; Stocklin
et al. 2009; Tsaliki, Diekmann 2011) vai skaitot vegetativos dzinumus un ziedo$os augus (Hensen,
Oberprieler 2005; Hensen, Wesche 2006).

Sugu saglabasanas konteksta ipasa uzmaniba tiek pievérsta mazam un izolétam populacijam.
Tas ir apdraudétakas demografiskas, genétiskas un apkartéjas vides neprognozéjamas mainibas dé]
(Lande 1988; Schemske et al. 1994; Luijten et al. 2000; Newman, Tallmon 2001; Oostermeijer et al.

2003) (1. attels). Literatara triukst datu, kas lautu noveértét sekas, kadas uz populaciju dzivotspéju atstaj
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mainigie genétiskie procesi (Oostermeijer et al. 2003). Tomér uzskata, ka ar genétiskajam izmainam
vai populacijas izméru var izskaidrot tikai 15 lidz 20% no to vitalitates izmainam (Reed, Frankham
2002).

Genétiskas daudzveidibas noteik$ana starp populacijam un populaciju limeni palidz izvértét
populaciju viendabigumu, stabilitati, ka ari to izcelsmi. Ka butiskakas genétisko procesu izmainu
sekas tiek uzskatiti genétiskais dreifs (alélu zaudéjums) un inbridings (aléles no heterozigotam pariet
homozigotas kombinacijas). Inbridinga rezultata veidojas vairak neattistitu séklu, ir zema séklu
digtspéja, augsta jauno digstu atmir$ana un jauno augu vajaka augsana un ziedésana (Oostermeijer et
al. 2003). Genétiska daudzveidiba maz pétita sugam, kas apdzivo izolétas, fragmentétas sistémas un
par to literattra atrodami divi viedokli: 1) kopuma tai ir tendence samazinaties (Hensen et al. 2005,
Singliarova et al. 2008); 2) ne vienmér mazas populacijas genétiska daudzveidiba ir samazinata, ta nav
atkariga no populacijas izméra (Stocklin et al. 2009). Tomér janem véra, ka tuvradnieciska krusto$anas
samazina augu pécnacéju vitalitati un seviski ietekmé reto sugu izdzivo$anu (Byers 1998).

Starp populacijas izméru un augu vitalitati (fitness) pastav pozitiva korelacija (Reed 2005). Auga
vitalitate ietver sevi reprodukciju - dig§anu, augsanu, ziedésanu (Oostermeijer et al. 2003). Literatira
sastopami dazadi viedokli par izmainam reprodukcija saistiba ar populacijas izméru. Ta pieméram,
uzskata, ka séklu skaits nav saistits ar populacijas izméru, ta¢u lielakas populacijas vérojams lielaks
auglu skaits un jauno digstu skaits (Schmidt, Jensen 2000). Savukart citi autori konstatéjusi, ka séklu
daudzums pozitivi korelé ar populacijas izméru un mazas populacijas vérojamas atskiribas séklu
daudzumos, bet lielakas populacijas $is atskiribas ir mazakas (Luijten et al. 2000). Mazu populaciju

augi razo mazak fertilu séklu un tas ir vieglakas (Hensen et al. 2005). Fragmentétas populacijas ziedu

Vides izmainas Gengtiskas
daudzveidibas
samazinasanas

Inbridings Gengtiskais
dreifs

Stohastiska
demografija

Populacija

Demografiskas
izmainas

Lokala ekstinkcija
un kolonizécija
Malas efekts
(edge effect) Alee efekts
(Allee effect)

<N

Individu izplatiba
aiz ekologiskajam
robezam

Biotopa
kvalitates

pasliktinadanas

1. attels. Populacijas pastavésanu ietekméjosie faktori (péc Lande 1988).
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un séklu skaits no auga, ka ari, séklu skaits auglos samazinas, samazinoties populacijas izméram, bet
séklu masa atbilstosi palielinas (Jacquemyn et al. 2002). Mazais séklu skaits ne vienmér skaidrojams
ar inbredo depresiju, bet ari ar ierobezotu puteksnu vai apputeksnéjamo augu daudzumu (Luijten et
al. 2000). Samazinatais séklu svars daléji skaidrojams ar genétiskajiem faktoriem, bet liela méra - ar
mainigajiem vides faktoriem, tostarp, nepietiekamu apgaismojumu (Hensen, Oberprieler 2005).

Savvalas populacijas dzivotspéju ietekmé gan vides, gan genétiskie faktori (Schemske et al. 1994).
Tas, kur§ no faktoriem vairak ietekmés populacijas vitalitati, ir liela méra atkarigs no populacijas
izmeéra. Ja populacija lielaka par 100 individiem, tad vides mainiba dominé par demografisko mainibu
(Lande 1988). Tikai loti mazas populacijas (mazak par 50 individiem) vienigas butiskas ir nejausas
demografiskas izmainas (Oostermeijer et al. 2003).

Izmainas demografiskajos procesos var notikt Allee vai malas efekta rezultata (1. attéls). Allee efekts
izpauzas ka samazinats séklu daudzums — mazas populacijas apputeksnétaji ar gratibam atrod tos dazus,
citu starpa augog$os intereséjosos augus. Ta rezultata, vai nu séklu nav vispar, vai, ja augam iespéjama
pasappute, tad séklas veidojas; lidz ar to, samazinas augu dzivotspéja un reprodukcija (Oostermeijer et
al. 2003; Law et al. 2010). Malas efekts izpauzas divos virzienos - ka biotopa kvalitates pasliktinasanas
tuvu pie ekologiskas robezas un individu izplatiba aiz ekologiskas robezas nepiemérotas vietas, kur tie
iznikst vai parstaj vairoties (Lande 1988).

Mazas populacijas apdraud gan vides, gan sugas demografiskas, gan genétiskas izmainas. Jo mazaka

populacija, jo lielaka genétiska dreifa un inbridinga iesp&jamiba, ka ari citi iznik§anu veicinosie procesi.

1.3. Invitro kulturas apdraudéto sugu saglabasanai ex situ

Lai nodrosinatu augu biologiskas un genétiskas daudzveidibas saglabasanu arpus to dabiskas
izplatibas vietam ex situ, sugas tiek saglabatas vai nu audu kultara in vitro, séklu bankas vai lauka
kolekcijas (botaniskajos darzos) (Paunescu 2009). In vitro metodes izmanto gan augu banku veidosanai,
gan ari augu pavairo$anai sugam ar vaju reprodukcijas spé&ju, ka ari sugam, kam ir tikai dazi individi.
Pielietojot saglabasanu in vitro apstaklos, ir iespéjams saglabat daudz sugu maza laukuma vieniba,
izmantot tas pétnieciba, ka ari, izmantot ka materialu dabisko populaciju atjaunosanai (Paunescu
2009).

In vitro kolekcijas izveidé izskir sekojoss posmus: eksplanta dezinfekcija un ievadisana in vitro,
kultivésana (uzturéSana) un pavairo$ana, kam seko ilgtermina saglabasana (Paunescu 2009) (2. attéls).
Ja augus izmanto reintrodukcijai vai ekspoziciju veido$anai botaniskajos darzos, tad beigu posmi ir
apsaknos$ana un izstadiSana ex vitro.

Katram no $iem posmiem ir vairaki butiski priek$noteikumi, lai uzturétu un attistitu in vitro
kultaru. Reto augu kolekciju veido$anai parasti iesaka par eksplantiem izmantot séklas, tadéjadi
nodrosinot genétiskas daudzveidibas saglabasanos, tomér dazam sugam séklas var nebit pieejamas

un tad izmanto citas auga dalas (Fay 1992). Tomér ir zinams, ka kultaras iniciacija no vegetativajiem
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2. attéls. In vitro kultaras posmi.

dzinumiem ir problematiska augsta infekcijas riska dél (Joshi, Dhar 2003). Retajiem augiem, lai
neapdraudétu dabisko populaciju, potencialo eksplantu daudzums ir neliels, lidz ar to ne vienmér
izdodas veiksmiga ievadi$ana in vitro. In vitro apdraudéto sugu kolekcija Latvija atrodas Nacionalaja
botaniskaja darza (Klavina et al. 2004; Klavina, Smite 2009). Kulttiras iniciacijai lieto gan séklas, gan
dzinumus (Klavina et al. 2004).

Literatiira ir dati par dazu Saussurea sugu pavairo$anu ar audu kultaru metodi (Arora, Bhojwani
1989; Dhar, Joshi 2005; Guo et al. 2007), ta¢u aprakstita metode ietver augu pavairo$anu, izmantojot
kallusa kultaras, kuras nav ieteicamas reto sugu saglabasanai (Fay 1992). Vienigi Joshi, Dhar (2003)
apraksta tieSu mikroklonalo pavairo$anu no aseptiski diedzétam séklam Saussurea obvallata
augiem. Kallusa kulttras iesaka tikai tajos gadijumos, kad nepiecie§ams maksligi palielinat genétisko
daudzveidibu, veicinot somaklonalo variaciju, ja dabiskaja populacija ta ir zudusi (Fay 1992). Saglabajot
retos un aizsargajamos augus, tie jasavairo no pietiekami liela parauga, kas parstav populacijas
genétisko daudzveidibu un izmainas génos vai génu ekspresija nevajadzétu pielaut, tatad, jalieto tiesas
mikroklonésanas metodes un zemas aug$anas hormonu koncentracijas barotnés, lai veicinatu stabilu
aksilaro augsanu bez kallusa veidosanas (Edson et al. 1997).

Ka pamatbarotni apdraudéto augu sugu kulivésanai audu kulttra galvenokart lieto MS (Murashige,
Skoog 1962) barotni (1. tabula) ar dazadam modifikacijam (Fay 1992; Klavina et al. 2004; Sarasan et al.
2006; Holobiuc, Blindu 2007; Paunescu 2009).

Modificéjot $o barotni, parasti maina makroelementu koncentraciju, augsanas regulatorus
(hormonus) un to daudzumu, saharozes daudzumu, agaru (atkariba no razotajfirmas), bet edaminu
nepievieno. Pievienoto fitohormonu daudzums un veids ir atkarigs no nepiecieSama rezultata.
Kultaras iniciacijai par eksplaniem, izmantojot séklas, lieto bezhormonu barotni ar samazinatu MS
makroelementu koncentraciju (Klavina et al. 2006). Literatira atrodami pétijjumi par citokininu
ietekmi uz séklu digsanu (Nikoli¢ 2006), tomer lietotas koncentracijas ir salidzinosi augstas.

No augsanas regulatoriem barotném galvenokart pievieno auksinu un/vai citokininu tipa
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1. tabula. Murashige, Skoog (1962) MS barotnes makroelementu, mikroelementu salu un organisko
savienojumu sastavs

Viela Daudzums (mg L") Viela Daudzums (mg L")
Makroelementu sali Organiskie savienojumi
NH,NO, 1650 nikotinskabe 0.5
KNO, 1900 piridoksins x HCI 0.5
CaCl, x 2H,0 440 tiamins x HCI 0.1
Mg SO, x 7H,0 370 glicins 2
KH,PO, 170 mezoinozits 100
Na,EDTA 37.3 edamins 1000
FeSO, x 7H,0 27.8 indoletikskabe (IES) 1 -30
Mikroelementu sali kinetins 0.01-10
H,_BO, 6.2 saharoze 30 000
MnSO, x 4H O 22.3 agars 10 000
ZnSO, x 4H,0 8.6

KI 0.83

Na MoO, x 2H, O 0.25

CuSO, x 5H,0 0.025

CoCl x 6H,0 0.025

savienojumus. Ari paréjie fitohormoni - abscizskabe, etiléns un giberelini ir batiski audu kultaras,
tomér daudzos gadijumos tos papildus nepievieno, jo tie sintezéjas audos, kur ir aktivi un netiesi
veic regulatoro lomu (Gaspar et al. 1996). Diferencétos audos auksini galvenokart nodrosina apikalo
dominésanu, veicina saknu veido$anos, aizkavé lapu novecosanos. Citokininu tipa vielas plasi lieto
audu kultaras, lai stimulétu $anu dali$anos, adventivo pumpuru un dzinumu veido$anos un saknu
morfogenézi (Gaspar et al. 1996; Suboti¢ et al. 2009). Tie reducé primaro saknu aug$anu un lateralo
saknu daudzumu (Laplaze et al. 2007). Citokininu nozime saknu morfogenézé nav skaidri zinama,
tomeér to klatbutné mainas saknu struktara (Kuroha, Satoh 2007). Saknu garums un diametrs ir galvenie
lielumi, lai aprakstitu un salidzinatu saknu sistémas (Bouma et al. 2000), tapéc tos var lietot dazadu
aug$anas regulatoru radita efekta raksturo$anai. Optimalaka katra aug8anas regulatora koncentracija
ir atkariga gan no auga, gan kultivésanas apstakliem, gan konkréta regulatora. Citokinini salidzino$i
augstas koncentracijas var sekmét somaklonalo izmainu rasanos (Chuenboonngarm et al. 2001), tapéc
reto augu kultivésanai nepiecieSams atrast optimali zemas citokininu koncentracijas. Pavairo$anas
barotnés lieto galvenokart citokininu tipa savienojumus — BAP, kinetinu, tidiazuronu, auksinus -
naftiletikskabi (NES), indol-3-etikskabi (IES) (Arora, Bhojwani 1989; Johnson et al. 1997; Paunescu
2009). Arvien lielaku uzmanibu pievér§ ari kolekciju uzturésanai ilgtermina. Lai to nodroSinatu,
izmanto paléninatas augSanas apstaklus (parasti 4 lidz 5 °C) un kriosaglabasanu (Fay 1992; Sarasan et
al. 2006; Paunescu 2009).

Saknu inducés$anai in vitro kultira lieto vai nu bezhormonu barotnes, vai ari pievieno auksinus
(Johnson et al. 1997; Benson et al. 2000). Tomeér ir gadijumi, kad apsaknosana ir apgratinata, pieméram,
daziem kokaugiem, un ta uzlabojas, palielinoties gazapmainai, pieméram, lietojot agara aizstajéju

florialitu (Florialite) (Sarasan et al. 2006).
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1.4. Fotosintezes pigmenti un fotokimiskas reakcijas
Fotosintéze ir process, kura augs izmantojot saules gaismu oksidé Gdeni un rada skabekli, ka ari
reducé CO, un sintezé oglekla savienojumus. Fotosintéze notiek lapu mezofila, kur izvietojusies
hloroplasti, kuros atrodas fotosintézes pigmenti — hlorofili un karotinoidi. Pigmentu daudzums lapas
ir saistits ar auga fiziologisko ipasibu izmainam, tas mainas ontogenézé, lapam novecojot, mainoties
apgaismojumam un slapekla daudzumam auga (Gamon, Surfus 1999). Pie kam, jaunas lapas gan

hlorofila, gan ksantofila saturs ir zemaks neka pieaugusas lapas (Gamon, Surfus 1999).

1.4.1. Augu fotosintezes pigmenti

Pavisam sastopamas cetras pigmentu grupas — hlorofili, karotinoidi, fikobilini un antociani. Zalajos
augos sastopamie hlorofils a un b un karotenoidi ir iesaistiti fotosintézes reakcijas.Tie nodrosina
gaismas absorbciju sarkanaja un zilaja gaismas spektra dala (Nishio 2000). Hlorofila absorbcijas
spektrs ir gaismas vilnu garuma 400-430 nm un 640-700 nm, savukart, karotinoidiem - 430-600 nm.
Hlorofila molekulai raksturigi cetri pirola gredzeni, savienoti ar metina tiltiniem, izveidojot porfirina
ciklu ar magnija atomu centra. Hlorofila molekula atrodas pamata singleta stavokli, ja m elektroni taja
atrodas uz vienas orbitales un vérsti viens pret otru ar pretéjiem spiniem. Absorbéjot gaismas kvantu
hlorofila molekula pariet ierosinata stavokli (singleta stavokli). Ja hlorofila molekula absorbé gaismas
kvantu ar lielaku energiju, elektrons pariet augstaka orbita un, lai atgrieztos singleta stavokli, tas atdod
dalu energijas siltuma veida. Lai no singleta stavokla atgrieztos pamata singleta stavokli molekula var
energiju izmantot fotokimiskajas reakcijas vai atdot energiju siltuma veida, var izstarot gaismas kvantu
ar garaku vilpu garumu (fluorescét), var mainities spini, molekula iegiist nestabilu tripleta stavokli un
dalu energijas iztéré siltuma veida un dalu fosforescencé vai parvérs$ kimiskaja energija.

Karotinoidi ir dzeltenie, oranzie un sarkanie pigmenti. Galvenie karotinoidi, kas atrodas augos, ir
karotins (B-karotins), ksantofili (luteins un neoksantins, un ksantofila cikla darbojosies - violaksantins,
anteraksantins un zeaksantins) (Demmig-Adams ef al. 1996). Fotosistéma I (PS I) ir daudz -karotina,
savukart fotosistéma II (PS II) - luteina. Karotinoidiem ir divas svarigas, tacu atskirigas funkcijas
fotosintézé. Karotinoidi nodod energiju hlorofilam fotosintétisko reakciju nodro$inasanai vai ari

aizvirza energiju prom no hlorofila, darbojoties ka fotoprotektori (Demmig-Adams et al. 1996).

1.4.2. Fotosintezes fotokimiskas reakcijas
Fotosintézes fotokimiskas reakcijas ir gaismas reakcijas, kuru laika notiek gaismas kvantu saistiSana
hlorofila molekulas, gaismas energijas transformé$ana kimiskaja energija un ATP un NADPH
veido$ana. Saja procesa iesaistitas PS I un PS II (3. attéls). PS II ir pigmentu-proteinu komplekss un
tas reakcijas centrs ar antenu hlorofilu un elektronu transporta proteiniem atrodas hloroplastu granu
lamellas tilakoidu membrana. PS I reakcijas centrs ar antenu hlorofilu, elektronu transporta proteiniem

un ATP sintézes enzimiem atrodas stromas lamellas un uz robezas ar granu lamellam (Taiz, Zeiger
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3. attels. Fotosintézes gaismas reakcijas — fotosistéma I (P SI) un fotosistéma II (PS II) (péc Taiz, Zeiger
2006)

2006). Citohroma b, f komplekss elektronu transporta kédé savieno abas fotosistémas. Par elektronu
neséjiem starp fotosistémam kalpo plastocianins un plastohinons.

Primarais elektronu donors PSII ir P680 (hlorofils ar gaismas absorbcijas maksimumu 680 nm).
Plastohinons tiek reducéts par plastohidrohinolu. Uzskata, ka plastohinona A molekula, kas ir elektronu
akceptors un darbojas starp oksidéto un semihinona stavokli, ir fluorescences dzéséjs (Wrydzynski
2008). Vienkarsota veida elektronu transporta kéde PS II péc Wrydzynski (2008) redzama 4. attéla, kur
S ir skabekli izdalosais komplekss un Z (elektronu donors, kas satur divus ciesi saistitus Mn atomus),
starpposms starp S un P680.

Kopuma PSII sastav no 17 iek$éjam un 3 aréjam proteinu apak$grupam un satur 35 hlorofila, 2
feofitina, 12 karotinoidu, 2 héma molekulas (Cyt ¢559 un Cyt ¢550), vienu nehéma dzelzs jonu, 2
kalcija jonus, 1-2 hlorida jonus, 3 plastohinona un 4 magnija jonus un vairak par 25 lipidu molekulas
(Williamson 2011) un redzama 5. attéla.

Udens sadali$ana PS II iesaistiti proteini D1 un D2, ka ari antenas esoSie proteini CP43 un CP47.

2H20 hv PQ+2H*

\A v /
S—p» Z—» P680 Qa
/ \A
4H* +0, PQH;

4. attels. Elektronu transporta kéde PSII (péc Wrydzynski 2008).
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5. attéls. PS II visparéja struktira. Attéls no Ferreira et al. (2004).

MSP proteinu primara funkcija ir aizsargat Mn,Ca klasteri (Wrydzynski 2008). Mn Ca klasteris, jeb
skabekli izdalo$ais komplekss shematiski attélots 6. attéla.

Ja absorbétas gaismas energija palielinas, fotosintétiskaja aparata sak darboties vairaki
fotoaizsardzibas mehanismi - termiska izkliede vai nefotokimiska absorbétas energijas izkliede, kas
saistita ar protonu gradienta veido$anos (Carpentier 2005). PS II fotoinhibésana ir atkariga vai nu
no sakotnéjas bojajuma vietas vai ari bojajuma izraisitaja dabas. Akceptora pusé fotoinhibésanu rada
singleta skabekla izveido3anas, kas veicina iek3gjas izmainas PS II reakcijas. Sis process, kas ietver
primaro elektronu donoru tripletu veido$anos, rodas pastiprinatas gaismas ietekmé, kad plastohinons
ir reducéts, bet tas var rasties ari pie zemam gaismas intensitatém, kad plastohinons B ir izveidots

(zemas gaismas sindroms) (Nixon et al. 2010). Pretstata donora puses fotoinhibésana ir vérojama,

P680
Q165 e H190
0:_, )'( 7 o Tyrz
0 g—i—
2H20 — XQ1 ‘ \ C-term

Possible reaction ™1 G
site 1--"E188 a\01
w /\ (D32
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6. attéls. Skabekli izdalosais komplekss. Attéls no Ferreira et al. (2004).
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ja elektronu atdosana PS II reakcijas centram ar tdens oksidésanu ir neiespéjama. Un, lidz ar to,
donora pusé oksidésanas nenotiek un sakara ar augsto oksidésanas potencialu un reaktivitati var bojat
blakus esosas struktiras (Nixon et al. 2010). Rodoties reaktivajam skabekla molekulam, tas kavé PS
IT atjaunos$anos péc fotobojajuma, inhibg&jot proteinu sintézi (Murata et al. 2007). Fotoinhibésanas
mehanisms vél arvien nav skaidri zinams. Tomeér, ta ka ar katru gadu iegtto zinasanu apjoms $aja
joma paplasinas, tad viens no fotoinhibésanas mehanismu salidzinosajiem skaidrojumiem redzams 2.

tabula.

1.5. Ar fotosintezi saistitas pazimes ka indikatori augu atbildei uz vides faktoriem
Aizsargajamo sugu pétiSanai in situ svarigi lietot nedestruktivas metodes, lai, netrauméjot augus,
iegiitu informaciju par auga fiziologisko stavokli, kuru nosaka auga genétiskas, aug$anas un attistibas
ipatnibas. Pie $adam metodém pieder hlorofila satura un hlorofila a fluorescences analize. Hlorofila a
fluorescences un hlorofila satura meérisana ir nozimiga biologiskas daudzveidibas izpété, t.sk., savvalas
augu ekofiziologijas pétisana in situ (Samsone et al. 2007), jo tadéjadi iegist informaciju par florofila
saturu un izmainam fluorescencé un, lidz ar to, izmainam fotosintézes fotokimiskajos procesos. Abas

metodes lauj atkartoti, ilgaka laika perioda netrauméjot augus, pétit ar fotosintézi saistitos procesus.

1.5.1. Hlorofila satura izmainas

Fotokimiskie procesi nosaka fotosintézes efektivitati un ir tiesi saistiti ar hlorofila saturu lapas.
Tas var mainities apgaismojuma intensitates, augsnes mineralelementu sastava un lapu novecosanas
rezultata (Richardson et al. 2002), idens satura lapas un diennakts laika ietekmé (Samsone et al. 2007).
Hlorofila samazinajumu lapas saista ar stresu un to uzskata par stresa indikatoru (Netto et al. 2005).

Ar nedestruktivam metodém, izmantojot hlorofilmetru, hlorofila daudzumu nosaka relativajas
(SPAD) vienibas. Salidzinot klasiskaja veida spektrofotometriski noteiktu hlorofila saturu ar rezultatu,
ko iegiist ar hlorofilmetru veiktiem mérijumiem, konstatéts, ka starp rezultatiem pastav gandriz
lineara sakariba (Samsone et al. 2007). Atkapes no linearitates saistitas ar hlorofila neviendabigo

izplatibu lapa (Uddling et al. 2007). Hlorofilmetra mérijumi parada salidzino$o hlorofila daudzumu

2. tabula. Fotoinhibésanas mehanismi PS II (péc Murata et al. 2007)

Mehanisms Jauna shéma Iepriekséja shema
Aktiva skabekla darbiba Darbibas inhibésana, Tiesa PS II reakcijas centru
proteinu sintézes inhibésana inaktivacija
(galvenokart D1 proteinu)
Fotobojajumi Divpakapju process: Reakcijas centru fotobojajums

(1) skabekla iesaistita kompleksa
bojajums (1éns),
(2) reakcijas centru bojajums (atrs)
Efektiva gaisma Divpakapju process: Gaismu absorbé hlorofils
(1) gaismu absorbé Mn klasteris,
(2) gaismu absorbé hlorofils
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(Richardson et al. 2002; Netto et al. 2005),1idz ar to, iegtitos rezultatus iespéjams izmantot vienas sugas
ekofiziologiskajos pétijumos, jo atskiribas dazadu sugu lapu struktara var ietekmeét iegiito rezultatu,
tapéc dazadu sugu mérijumu salidzinasana bez kalibracijas ir apgratinata (Richardson et al. 2002). Ir
konstatéts, ka Coffea canephora lapas hlorofilam samazinoties zem 40 SPAD vienibam, fotokimiskie
procesi sak pavajinaties (Netto et al. 2005). Savukart, hlorofila daudzumam samazinoties lidz pat 25%
no kontroles, fotosistémas II (PS II) fotokimiska aktivitate samazinas nedaudz - aptuveni par 6%

(Morales et al. 1991). Hlorofila saturam samazinoties vél vairak, var novérot fotoinhibésanu.

1.5.2. Hlorofila a fluorescences raditaji un to izmainas

Gaismas energiju, kuru absorbé hlorofila molekulas lapa, var izmantot tris veidos: fotosintézé
(fotokimiskajas reakcijas), siltuma veidoSanai un izdalidanai vai ari emisijai fluorescences veida.
Izmainas viena no $iem raditajiem rada izmainas ari divos paréjos (Maxwell, Johnson 2000).
Hlorofila fluorescence (CF) ir sarkana vai tala sarkana gaisma, kas fotosintétiskas radiacijas ietekmeé
tiek emitéta no zalajiem augu audiem (Mohammed et al. 2003). Ap 95% no CF iznakuma nak no
hlorofila molekulam, kas darbojas PSII un mainas atbilstosi apstakliem. Fotosistéma I CF iznakums
ir mazs un tas ir konstants, tadé] péc CF mérijumu rezultatiem var spriest par izmainam PS II. PS II
ir Joti jutiga pret dazadiem stresa faktoriem (Sayed 2003; Panda et al. 2006; Naumann et al. 2008). Ta,
pieméram, hlorofila a fluorescence izmainas, palielinoties mineralelementu daudzumam augsné un
augos (Otronen, Rosenlund 2001).

Fluorescenci nosaka pigmentu absorbcija, energijas parneses ierosinasana, fluorescéjo$o pigmentu
daba un orientacija, reakcijas centru oksidé$anas-reducésanas stavoklis, ka ari PSII donori un akceptori,
tomér katrs no tiem fluorescenci ietekmé netiesi (Strasser et al. 2000). Kopuma fluorescences parametri
lauj noteikt, ka vides un genétiskie faktori ietekmé noteiktus fotosintézes procesus: 1) cik liela dala
no hlorofila molekulam nodod energiju reakcijas centram F; 2) kada ir PS II maksimala kvantu
efektivitate (F /F_); 3) cik daudz (proporcionali) reakcijas centri ir atvérti (oksidétais plastohinons) q,,

F/F_ mainas tikai to faktoru ietekmé, kuri tiesi iedarbojas uz PS II, un parada PS II maksimalo
fotokimisko aktivitati, tapéc biezi to izmanto ka PSII efektivitates indikatoru (Thach et al. 2007).
Uzskata, ka mérenas joslas koki, kam o parametru méra augganas sezonas laika saulaina diena, jatas
»optimali ja F /F_ir no 0.83 lidz 0.70, vidéji - no 0.69 lidz 0.66 (Mohammed et al. 2003). Apstakliem
mainoties, Sie lielumi var mainities. Optimala lieluma samazinajumu novéro palielinata gaismas
intensitaté, ka ari stresa apstaklos vai sakoties ziemas miera periodam.

Performance Index (PI) ir auga vitalitates raditajs, kas sastav no trim neatkarigiem parametriem
un mainas, ja kads no tiem izmainas. Sie parametri ir 1) reakciju centru blivums, 2) varbitiba, ka
absorbétais fotons piedalisies gaismas reakcijas, 3) parametrs, kur§ raksturo elektronu transportu
(Pinior et al. 2005). PI ir jutigaks pret vides izmainam neka F /F_ (Hermans et al. 2003). Uzskata, ka

tie$i PI parada tada svariga makroelementa ka slapekla piegades ietekmi kultaraugiem un, palielinot
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slapekla piegadi, palielinas auga vitalitate, ko raksturo PI (Malceva et al. 2011).

Parametrs F /F  kokaugiem strauji palielinas pavasari un samazinas salnu ietekmé, pie kam
zemakajam lapam vairak neka augs$éjam (Mohammed et al. 2003). F ir nulles limena (pamatlimena)
fluorescence, t.i., minimala fluorescence tumsa adaptétiem augiem, kam visi PS II reakcijas centri ir
pilniba atvérti. Normalos apstaklos tas vértiba ir no 0.2 lidz 0.4, bet stresa situacijas lielaka par 0.7. F
ir mainiga fluoresce (F_ - F ), savukart, F_ — maksimala fluorescence (F + F ) (norma ir 1.2 lidz 1.5)
(Kooten, Snel 1990). F /F lieto pétnieciba, lai labak vizualizétu mazas izmainas, ko novéro F /F_ un
dod iespéju viegli atklat atskiribas, pieméram, starp dazadam $kirném, t.i., F /F_ samazinadanas no 0.8
lidz 0.6 atbilst F /F samazinajumam no 4.0 lidz 1.5.Janem veéra, ka F /F , at$kiriba no F /F _, nav lineari
attiecinama uz PS II fotokimijas maksimalo kvantu iznakumu (Baker, Rosenqvist 2004).

Parametrs RC/ABS raksturo aktivo reakcijas centru hlorofila attiecibu pret antenu hlorofilu (Pinior
et al. 2005) un parada aktivo reakcijas centru blivumu (Thach et al. 2007).

Hlorofila fluorescence ir loti jutiga reakcija un to ietekmé lapu fiziologiskais stavoklis, lidz ar
to, var atri novertét individuala auga stavokli. Izmainas fluorescences raditajos paradas karstuma,
aukstuma, sausuma, applasanas, mineralelementu, substrata ipasibu (saluma) ietekmé (Sayed 2003;
Baker, Rosenqvist 2004). Fotokimiskos procesus ietekmé ari ektomikoriza un rezultats ir atkarigs
gan no slapekla daudzuma, gan auga vecuma (Corréa et al. 2006). Enmiliem augiem labak attistits
pigmentu aparats, kas lauj aktivak izmantot zemakas intensitates gaismu. Loti spécigs apgaismojums
izjauc pigmentu biosintézi, fotosintézes reakcijas un aug$anas procesus, rezultata samazinas auga
un kvalitate, CO, koncentracija, temperatiira, Gdens reZims lapas audos, minerala baro$anas u.c.
faktori. Maksimala fotosintéze vérojama, ja ir neliels tdens deficits (5 lidz 20% no piesatinata) lapas
un atvarsnites atvértas. Glycine max fotosintéze vislielaka ir laika no 9:00 lidz 12:00 un no 16:00 lidz
17:00, zemaka 14:00, bet péc 20:00 ta strauji samazinas (Aliyev, Mirzoyev 2010). Kopuma fotosintézes
intensitate ir samazinata vegetacijas sezonas sakuma un beigas, tacu, kaut ari hlorofila saturs lapas
samazinas, fotosistémas II fotokimiska efektivitate vegetacijas sezonas beigas saglabajas augsta (Adams

et al. 1990).

1.6. Vides faktoru ietekme uz savvalas augu augsanu un attistibu
Augu augsanu un attistibu ietekmé augu genétiski determinétas ipasibas, ka ari dazadi vides faktori.
Ta ka Igaunijas ragtlape savvala aug kalkainos zalu purvos un plavas, tad darba tuvak apskatita augsnes

ipasibu, sausuma un mitruma ietekme.

1.6.1. Augsnes sastava (mineralelementu) ietekme
1.6.1.1. Augiem nepiecieSamie mineralelementi

Augsnes sastava ietekme uz augu aug$anu parsvara pétita kultaraugiem (Rinkis, Ramane 1989;
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Baligar et al. 2001; Cakmak 2002; Fageria et al. 2008). Mineralvielu pieejamiba, uznemsana un uzkrasana
auga ir atkariga gan no vides, gan augsnes faktoriem (Osvalde 2011). Mineralelementu uznemsana
caur sakném atkariga no saknu morfologiskajiem (skaita, garuma, blivuma), fiziologiskajiem (saknu
/ dzinumu attiecibas, saknu mikroorganismu ietekmes, idens uznemsanas spéjas), biokimiskajiem
parametriem (enzimu sekrécijas, helatéjosajiem savienojumiem) un mineralelementu spéjas
parvietoties uz saknes virsmu diftzijas vai iidens plismas veida (Baligar et al. 2001). Mineralelementu
uznemsanu ietekmé arl augsnes ipasibas (augsnes skidumu koncentracija, augsnes buferspéja), vides
faktori (gaisma, mitrums, temperatira), ka ari augu slimibas un kaitékli. Ja runa par augsnes augligumu,
tad saistiba ar savvalas augu aug$anu tas ir relativs jédziens, jo dazadam sugam ir dazadas prasibas
attieciba uz augsni. Saknu absorbcijas kapacitate parasti ir augstaka atri augo$am sugam, neaugligakas
augsnés augo$am sugam raksturiga paaugstinata saknu / dzinumu attieciba (Chapin 1980).

Mineralelementiem ir dazadi iedalijumi. Klasiskaja veida tos iedala makroelementos un
mikroelementos atkariba no to koncentracijas augos. Iz8kir se§us galvenos makroelementus: slapekli
(N), fosforu (P), kaliju (K), magniju (Mg), kalciju (Ca) un séru (S).

Mineralelementus iedala ari péc to funkcijam augos (Mengel, Kirkby 2001) (3. tabula).

Slapeklis (N), fosfors (P) un kalijs (K) ir viegli $kistosi un lielaka dala $o elementu nonak uz saknu
virsmas difazijas cela. Visvieglak augiem no augsnes absorbét fosforu fosfatu veida, slapekli amonija
jonu veida un kaliju ka K* (Chapin 1980). Loti mobilie katjoni Ca** un Mg** ari nonak uz saknu virsmas
gan difazijas cela, gan ar adensplismu un, ja piegade parsniedz absorbciju, biezi tiek uzkrati saknes
tiesa tuvuma. Sie elementi ierobezo augu augsanu tikai loti zema augsnes $kiduma koncentracija vai ari

tad, ja saknes absorbé slapekli ka NH,* un citus katjonus zemas koncentracijas, lai izlidzinatu lidzsvaru

3. tabula. Mineralelementu klasifikacija péc to biokimiskajam funkcijam (péc Mengel, Kirkby 2001)

Nr. Funkcijas Mineralelements Uznems$ana auga Biokimiskas funkcijas
1. Ietilpst oglekla N, S Joni no augsnes skidumiem, Galvenas organisko vielu
savienojumos atmosféras gazes sastavdalas; atomu grupu, kas
NO,,NH,", N,,S0O,*, SO, iesaistitas enzimatiskajos procesos,

pamatelementi; iesaistiti
asimilacijas redoksreakcijas

2. Nodrosina P, B, Si Fosfatu, borskabes vai boratu, Esterifikacija ar dabigajam
energétiskos silicijskabes veida no spirta grupam augos; fosfatu
procesus un augsnes $kiduma esteri iesaistiti energijas
strukturalo parvieto$anas reakcijas
viengabalainibu

3. Augos atrodas K, Na, Ca, Jonu veida no augsnes Veido osmotisko potencialu;
jonu veida Mg, Mn, Cl $kiduma piedalas enzimu aktivacija;

balansé anjonus; kontrolé
membranu caurlaidibu un
elektrokimisko potencialu
4. lesaistiti Fe, Cu, Zn, Jonu vai helatu veida Sekmeé elektronu transportu
redoksreakcijas Mo, Ni no augsnes $kiduma ar valences mainu; helatu forma
ietilpst prostétiskajas grupas
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(Chapin 1980). Slapeklis nodrosina aug$anu, ietekmé $inu skaitu un izmeérus, fosforam ir lidziga,
tomeér mazaka ietekme, kalijs galvenokart ietekmé $anu izmérus. Kalcijs, savukart, ir imobils floéma,
uzkrajas ksiléema un transpiracijas vietas. Ja baribas elementu uznemsana no augsnes nav pietiekama,
tad tie elementi, kas nodro$ina meristému un jauno lapu augsanu (N, P, K, Mg), tiek nemti no vecajam
lapam, kur tie tiek parvietoti no neorganiskajam uzglabasanas vietam vakuolas un no hidrolizétiem
savienojumiem ka fosfatu esteri un aminoskabes. Tas samazina gan proteinu, gan hlorofila sintézi.
Fotosintéze ir tiesi saistita ar slapekla koncentraciju lapas, jo slapeklis ietilpst fotosintétisko enzimu un
hlorofila sastava. Savukart, fosfora un kalija limenim lapas mainoties, izmainas fotosintézé notiek léni
(Chapin 1980). Sérs ietilpst katra olbaltumvielu molekula, jo ir vairaku aminoskabju sastava. No visa
auga sastopama séra 70% atrodas hloroplastos (Rinkis, Ramane 1989). Séram ir liela nozime nitratu
reducésana un, trikstot séram, auga uzkrajas nitrati (Rinkis, Ramane 1989).

Augam absoliti nepiecieSami ir $adi mikroelementi: dzelzs (Fe), mangans (Mn), var$ (Cu), cinks
(Zn), bors (B), kobalts (Co), molibdéns (Mo) (Rinkis, Ramane 1989).

Dzelzij liela nozime augu elpo$anas procesa, ta piedalas oksidésanas-reducé$anas procesos, kas
nepiecie$ami, lai veidotos hlorofils. Dzelzs iesaistita hlorofila sintézes sakuma posmos (protoporfirinu
un §-aminolevulinskabes sintézé), lidz 80% $tnas esosa dzelzs atrodas hloroplastos (Hénsch, Mendel
2009). Augsné dzelzs sastopama ki makroelements, tacu augos ta ir mikroelements (Rinkis, Ramane
1989). Vars un cinks ietilpst dazadu enzimu, tai skaita, superoksiddismutazes un plastocianina, sastava,
sekmé augu sausumizturibu un salizturibu, nodrosinot brivo radikalu lidzsvaru. Cinks ietilpst visu
se$u enzimu klasu (oksidoreduktazu, transferazu, hidrolazu, liazu, izomerazu un ligazu) sastava
(Broadley et al. 2007), sekmé auksinu stabilizaciju. Mangans piedalas fotosintézé, ietekmé elposanu,
olbaltumvielu un tauku sintézi, sekmé augu salizturibu, sausumizturibu un karstumizturibu (Rinkis,
Ramane 1989). Mangans proteinos darbojas ka katalitiski aktivs metals vai ka enzimu aktivators.
Mangana katalitiska daba paradas superoksida dismutazé, kuras sastava ir mangans, kas pasarga sinu
no brivo radikalu bojajumiem, oksalata oksidazé un manganu saturo$a tdens sadali$anas sistéma
PS II (Hénsch, Mendel 2009). Bors sekmé aminoskabju un olbaltumvielu sintézi, ta trikums izraisa
traucéjumus vielu transporta augos, jo cie$ vadaudi, ka ari reproduktivajos organos. Kobalts piedalas
vairaku enzimu aktivé$ana, veicina peroksidu noardisanos $unas, ta klatbatné palielinas auksina
iedarbiba (Rinkis, Ramane 1989). Molibdéns piedalas slapekla vielmaina augos, ietekmé olbaltumvielu,

hlorofila un aminoskabju sintézi.

1.6.1.2. Mineralelementu nepietiekamiba un parbagatiba
Mineralelementu nepietiekamibas apstaklos palielinas saknu / dzinumu attieciba, samazinas
fotosintétiska aktivitate, paradas redzami elementu nepietiekamibas simptomi, samazinas reproduktiva
spéja. Savvalas sugam var prognozét mineralelementu piepladumu pavasari, dazos apgabalos ari rudeni

un ziema (Chapin 1980). Lidz ar to, daudzgadigajiem augiem raksturiga rezerves vielu uzkrasana
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un uzglabasana, tai pat laika uzkratie oglhidrati var netikt izmantoti, ja trakst citu baribas elementu
(Rusch et al. 2011). Rezerves vielu uzkragana notiek, ja vielu akumulacija parsniedz aug$anai un
attistibai paredzétos daudzumus. Uznemti tiek kalcija, magnija, smago metalu joni, savukart, uzglabati
- kalija, magnija joni, fosfora frakcijas (fosfati, polifosfati, fosfolipidi, nukleinskabes), slapekla frakcijas
(proteini, aminoskabes, nitrati, nukleinskabes) (Chapin et al. 1990). Sakotnéja vielu uzkrasana un
uzglabasana notiek vakuolas un plastidas. Uzskata, ka mineralelementiem ir galvena nozime (kopa
ar gaismu, udeni un temperatiiru) savvalas augu aug$anas un attistibas nodrosinagana. Kopuma
mineralelementi saglabajas un tiek parstradati, turpretim ogleklis, energija un adens tiek zaudéti un
parvietoti. Janem véra, ka lielaka dala savvalas augu piedzivo mineralelementu trakumu, kas saistits
ar mineralelementu daudzumu augsné un augsnes veidu, saknu funkciju ierobezojumiem attieciba
uz mitrumu, vai temperatiiras limitus. Sis at3kiribas paver iespéjas mineralelementiem kontrolét
vegetacijas funkcionalo sastavu un nodros$ina augu izplatibu un sukcesijas procesus (Grime et al. 1997).

Mineralelementi darbojas ka antagonisti vai sinergisti un viena elementa parbagatiba vai
nepietiekamiba auga var izsaukt cita elementa koncentracijas izmainas (Osvalde 2011). Pieméram,
ja dzelzs augsné ir daudz, samazinas paréjo elementu, seviski mikroelementu, uznemsana (Rinkis,
Ramane 1989).

Tapat mineralelementu uznemsanu ietekmé ari augsnes tips un mitrums. Pieméram, mitras un
sarmainas augsnés augosiem augiem molibdéna deficitu parasti nenovéro, jo veidojas $kistosi dzelzs
molibdata kompleksi, savukart labi aerétas skabas augsnés veidojas gruti $kisto$i dzelzs oksida
molibdata kompleksi un molibdéna uznemsana augos ir apgratinata (Fageria, Moreira 2011). Dzelzs
trakuma gadijuma samazinas fotosintétisko pigmentu koncentracija lapas (Morales et al. 2000). Vidéjs
dzelzs trakums izraisa PSII reakcijas centru aizvér$anos (Abadia et al. 1999).

Augos sastopami arl smagie metali, kas pat Joti mazas koncentracijas ir toksiski. Dala no $iem
elementiem ir neaizvietojamie mikroelementi, pieméram, vars, dzelzs, mangans, cinks, kobalts,
molibdéns, nikelis, kuru toksiskums paradas pie paaugstinatam koncentracijam (Lambers et al. 2008).
Pérgjie smagie metali - kadmijs, svins, hroms, dzivsudrabs, sudrabs, urans un zelts ir aizvietojamie
mikroelementi un tie nav vitali nepiecie$ami augu augsanai. So elementu toksiskums izpauzas $tnu
membranu caurlaidibas izmaini$ana, reagéjot ar metabolitiem vai nomainot elementus enzimatiskajas
reakcijas un receptoru proteinos. Rezultata samazinas augu augsana, tiek bojatas saknes, samazinas
ar1 fotosintézes pigmentu daudzums (Fargasova 1998). Kadmijs, vars, dzivsudrabs, nikelis, svins vai
cinks var aizvietot magnija atomu hlorofila molekula, izjaucot fotosintézi (Bertrand, Poirier 2005).
Mangans buatiski samazina fotosintézes pigmentu veido$anu Sinapis alba augiem, savukart vara,
nikela, molibdéna un vanadija ietekme ir neliela (Fargasova 1998). Ari lauka pupu (Vicia faba)
lapas samazinas hlorofila saturs palielinot mangana saturu augsné (Arya, Roy 2011). Dzivsudrabs,
var$ un svins ietekmé PS II aktivitati donora pusé. Sie metali ietekmé skabekli izdalo$o kompleksu,

kur atbrivo polipeptidus, kas stabilizé mangana klasteri (Boucher, Carpentier 1999). Cu®* ietekmé
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elektronu transportu PS II blokégjot tirozinu Z (Tyr,) (Burda et al. 2003). Vara ietekme uz fotosintézes
pigmentiem Sinapis alba augos ir mazaka, neka cinka vai svina ietekme (Fargasova 2004). Palielinot
cinka daudzumu, samazinas proteinu daudzums un hlorofila saturs lapas, bet palielinas abscizskabes
un prolina saturs (Zengin 2006). Abscizskabes satura pieaugums, iespéjams, saistits ar auga adaptaciju

abiotiskajam stresam, $aja gadijuma, paaugstinatai cinka koncentracijai.

1.6.1.3. Kalcifilo augu adaptacija videi

Auga spéja uznemt mineralelementus ir atkariga no to pieejamibas un koncentracijas augsné,
augsnes skabuma, mitruma, temperattras, augsnes aeracijas saknu zona, ka ari auga vecuma. Svarigs
priek$noteikums auga spéjai uzpemt mineralelementus ir augsnes $kiduma skabums. Ar saknu
izdalijumiem augs iedarbojas uz substratu un var mainit augsnes jonu sastavu, ka ari skabumu. Augam
uznemot slapekli NO,” forma, augsne klast sarmainaka, savukart uznemot NH,* - skabaka.

Ar kalki bagatam augsném raksturiga zema smago metalu jonu $kidiba un augsta baribas elementu
un bikarbonatu jonu koncentracija. Skabas augsnés, savukart, ir zems pH, augsta smago metalu jonu
$kidiba un zema mineralelementu pieejamiba (www.eplantscience.com/botanical_biotechnology
biology_chemistry/plant_nutrition/essential_elements_macronutrients). Kalcifili augi ir adaptéjusies
augstajam kalcija saturam augsné, un apiet parmeérigu kalcija uznemsanu lapas, tiem kalcija klatbutné
ir raksturigs lielaks fosfora saturs lapas, neka kalcifobiem augiem, vai augiem, kas augusi skabas
augsnés (Zohlen, Tyler 2004). Augi, kas nav piemérojusies karbonatiskam augsném (kalcifobi augi),
nespéj no augsnes uznemt dzelzi un tiem biezi vérojama lapu hloroze (Zohlen, Tyler 1997), jo $adas
augsnés dzelzs atrodas grati $kistosu savienojumu sastava (Rinkis, Ramane 1989), pieméram, dzelzs
oksidos, kas sarmainas augsnés $kist vaji (Velazquez et al. 2004).

Auga spéja uznemt fosforu nav tik atkariga no augstas augsnes pH vértibas un Ca** koncentracijas, ka
dzelzs uznemsana (Fithner, Runge 2009). Fosfora uznemsanu sarmainas augsnés ierobezo mazskistosu
fosfora savienojumu veido$anas ar kalciju (Cakmak 2002). Ar kalciju bagatas sausakas augsnés kalcifilie
augi labak uznem dzelzi, cinku un kalciju, savukart, mitrakas - kaliju, magniju, manganu un fosforu,
tomeér tas atkarigs no auga sugas (Misra, Tyler 1999). Savukart, kalcifobiem augiem ir apgritinata

dzelzs un mangana uznemsana ar kalciju bagatas augsnés (Tyler 1996).

1.6.2. Sausuma ietekme uz fotosintezi raksturojosajiem parametriem
Augi var izvairities no fotosintézes fotoinhibé$anas, samazinot gaismas absorbciju vai
palielinot absorbétas gaismas parpalikuma izkliedésanu ar fotokimiskajiem vai nefotokimiskajiem
mehanismiem. Viena no adaptacijam ir hlorofila satura samazinasanas, kas nodrosina kopéjas gaismas
absorbcijas samazinasanos, nesamazinot fotokimisko aktivitati. Lai apietu fotoinhibé$anu, galvenas
fotoaizsardzibas reakcijas kopa ar iespéjamu lapas absorbcijas spéjas samazinasanos, ir palielinata

fotoelposana un siltuma izdaliSanas (Galmés et al. 2007).



A. Gailite 25

Sausuma ietekmé samazinas hlorofila fluorescences raditajs F /F_, arl vakara $is raditajs ir zemaks,
tomér kontrolétos apstaklos PS II bojajumi parasti neparadas. Iespéjams, ka tas saistits ar palielinatu
fotoelposanu (Naumann et al. 2007), samazinas ari PI (Oukarroum et al. 2007). Sausuma ietekme
uz fotokimiskajiem procesiem parsvara pétita kultiraugiem. Pieméram, izmainas fotokimiskajos
procesos sausuma ietekmé paradas pret sausumu jutigam augu $kirném, savukart, pret sausumu
tolerantajam gan hlorofila saturs, gan paréjie ar fotokimiskajiem procesiem saistitie raditaji saglabajas
augsta limeni (Li et al. 2006). Savukart sausaka augsné augi labak uznem mineralelementus, neka
parak mitra (Misra, Tyler 2000). Islaicigi samazinats mitruma rezims kukurizas augiem (Zea mays)

vai nu neietekmé vai maz ietekmé hlorofila saturu (Schlemmer et al. 2005).

1.6.3. Mitruma ietekme uz fotosintezi raksturojosajiem parametriem

Augsnes applasana ir viens no abiotiskajiem stresa faktoriem un tas ietekmé sugu sastavu konkrétaja
biotopa. Dabiskaja vidé augosi augi parasti ir piemérojusies adens limena svarstibam. Parmérigu tdens
daudzumu sanemosas slikti adaptétas sugas cie$ no skabekla trikuma audos, kas atrodas zem tdens,
ka ari uznem anaerobo mikroorganismu raditos produktus (Mn*', Fe**, $*, H_S, karboksilskabes)
(Jackson, Colmer 2005),1idz ar to, saindéjot augu saknes. Samazinas citokininu sintéze saknés un auga
virszemes dalu apgade ar tiem. Mitro vietu augiem ir raksturiga pielagosanas videi — skabekla trikums
tiek aizstats ar efektivu iek$éjo aeraciju, anoksijas toleranci, un spé&ju aizkavét un izlidzinat oksidativos
bojajumus reaeracija (Jackson, Colmer 2005).

Mitruma stresa ietekmé (augiem applastot) samazinas hlorofila daudzums lapas (Panda et al. 2006;
Clua et al. 2009), ka ari izmainas fotosintéze (Kozlowski 2002). Bez tam vérojama lapu noveco$anas
un hlorofila degradacija (Ella et al. 2003). Tomér, pret applasanu tolerantiem augiem lapas vérojams
paaugstinats hlorofila saturs (Macek 2006; Das et al. 2009). Mineralo elementu (slapekla, fosfora un
kalija) absorbcija augos parmitros apstaklos samazinas (Kozlowski 2002). Kopéjais slapekla daudzums
audos samazinas augiem applistot, jo palielinas nitratu reduktazes aktivitate, kas ir galvena nitratu
reducétaja. Tomér ir augi, kam ta samazinas, iespéjams, samazinatas nitratu uznemsanas dé| (Liao, Lin
2001).

Pilnigi appladusiem augiem, lai atjaunotu kontaktu ar gaisu, etiléna un anoksijas ietekmé notiek
dzinumu pagarinasanas. Bez tam, vérojama lapu noveco$anas un hlorofila degradacija (Ella et al. 2003).
Savukart, pret applasanu izturigiem augiem applasanas ietekmé lapas vérojams paaugstinats hlorofila
saturs (Das et al. 2009). Dzinumu pagarinasanas notiek, samazinoties endogénas abscizskabes limenim,
ko radijis etiléna pieaugums, un, lidz ar to, palielinas giberelinu daudzums, ka ari augu jutiba pret tiem
(Voesenek et al. 2003). Savukart, auksinu ietekme uz dzinumu pagarinasanos augiem applstot nav
skaidri zinama (Pierik et al. 2005), iespé&jams, tie ir iesaistiti pastiprinata kambija aug$ana kokaugiem
(Yamamoto et al. 1995).

Viena no raksturigakajam mitro vietu augu pielagojumu sistémam ir aerenhimas izveidosanas, kas
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lauj difundét skabeklim uz leju pa koncentracijas gradientu (Chen et al. 2002; Jackson, Colmer 2005).
Appladusiem augiem raksturiga saknu atmir$ana, tadé] ka pielago$anas ir novérojama adventivo
saknu veidosanas. Galvenie veidi, kas liecina par augu pielagosanos un saknu absorbcijas kapacitates
fiziologisko kompensaciju parmitros apstaklos ir: 1) pozitiva korelacija starp applasanas toleranci un
adventivo saknu veido$anu; 2) pastiprinata augsnes tdens uznemsana ar sekojosu adventivo saknu
veido$anos; 3) rizosféras oksidacija un augsné izveidojusos toksinu parvérsana mazak toksiskos
savienojumos; 4) saknés sintezéto giberelinu un citokininu pastiprinata piegade lapam (Kozlowski
2002). Augiem raksturiga ari metaboliska adaptacija, saglabajot glikozes piegadi un apejot toksisko
savienojumu uzkraganos (Kozlowski 2002).

Jaunu augu spéja pardzivot plidus atkariga no to attistibas fazes, vecuma un pladu sezonas (Kiihne,
Bartsch 2007). Fiziologiskas atbildes uz applasanu ir: 1) elpo$anas metabolisma izmainas (saknés
notiek aeroba un anaeroba elposana), 2) fotosintézes inhibésana (raksturiga pazime - atvarsnisu
aizvérSanas, CO, absorbcija lapas), 3) proteinu sintézes virziena maina (augi raZo anaerobos stresa
proteinus, kas piedalas glikolizes cikla), 4) mineralas baro$anas izmainas (zema makroelementu
absorbcija, ko parasti nodrosina mikoriza, savukart palielinas mikroelementu absorbcija, jo pieméram,
mangans un dzelzs veido $kistodas formas, tomér augos biezi $ie elementi samazinas sakara ar pladu
izraisito lénaku augu augsanu); augiem, kas izturigi pret applasanu, mineralelementu absorbcija netiek
ietekméta, 5) samazinata citokininu un giberelinu koncentracija, palielinata abscizskabes un etiléna
(iesaistits adventivo saknu veido$ana) koncentracijas, 6) veidojas toksiskie savienojumi, kas izraisa

augu bojajumus (Kozlowski 2002).

1.7. Savvalas augu seklu digsana un to noteicosie faktori
Séklu diggana ir nozimigs posms auga dzivé, ta atkariga no séklu kvalitates, vides apstakliem un
daudzos gadijumos saistita ar miera periodu. Séklu dig$ana sakas ar Gdens uznemsanu un beidzas ar
diglsaknes paradisanos (Bewley 1997). Miera periods ir adaptiva ipasiba, kas veicina sugas izdzivosanu

optimizéjot digsanu laika (Kermonde 2005).

1.7.1. Séklu kvalitate un izmérs

Séklu daudzumu var ietekmét ziedoso augu daudzums (Hunt 2001), ka ari apputeksnétaju klatbutne.
Nektara daudzums zieda atkarigs no ziedu skaita ziedkopa - jo vairak ziedu ziedkopa, jo mazak nektara
katra zieda. Butiba augs razo tik daudz nektara, lai pievilinatu apputeksnétaju, bet neparsatinatu to
(Lambers et al. 2008). Séklu kvalitate atkariga ari no kaitékliem. Uzskata, ka séklas ir apdraudétakas,
kameér tas atrodas matesauga (Thompson 1987).

No séklu izméra liela méra atkariga digsta augSana. Tapéc sugam, kas aug atklatas vietas, bez
spécigas konkurences, raksturigas mazas séklas, kas palielina iespéjamibu tam netraucéti izséties,

bet samazina sakotnéjas aug$anas un izdzivosanas iespéjas mazo ieks€jo rezervju dél (Lambers et al.
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2008). Savukart, Thompson (1987) uzskata, ka pastav negativa korelacija starp séklu svaru un digstu
aug$anu. Pétijuma par astonu Sarracenia gints sugu digtspéju konstatéts, ka nav saistibas starp séklu
svaru, optimalu prieksapstrades laiku, digsanas sakumu un digtspé&ju (Ellison 2001). Augiem, kuri aug
augtenés ar lielaku konkurenci digstu veidosanas laika (mezZos, plavas), parasti ir lielakas séklas. Seklu
izmers ir saistits ari ar séklu skaitu, pie kam, séklu izmeérs slégtas vegetacijas ir butisks, lai izdzivotu

(Lambers et al. 2008).

1.7.2. Seklu miera periods

Séklu dig$ana atkariga no labvéligiem apstakliem (mitruma, optimalas temperataras, gaismas,
skabekla). Miera periods ir adaptiva ipasiba, kas palidz augam izdzivot, un to nosaka genétiskie un
vides faktori. Vienas sugas robezas var variét gan miera perioda eso$u, gan neesosu séklu daudzumi,
ka ari var but variacijas starp miera perioda klasém. Miera perioda eso$a sékla ir sékla, kas nedigst
normalos dabiskos apstaklos (optimala temperatiira, apgaismojuma, mitruma, skabekla klatbutneé).
Iz8kir vairakus miera perioda veidus (7. attéls).

Primarais (organiskais, dabiskais) miera periods ir miera periods, kuru raksturo nogatavojusas
séklas nespéja digt piemérotos apstaklos (Baskin, Baskin 2004). Péc miera perioda beigam tas vai
nu digst, vai pariet sekundaraja miera perioda. Piespiedu miera periods ir tads miera periods, kad
sékla nedigst konkrétu vides faktoru ietekmé un biezi vien to neuzskata par miera perioda veidu,
bet par mehanismu, kas kavé digsanu (Baskin, Baskin 2004). Sekundarais miera periods iestajas, ja
sékla ir izgajusi no primara miera perioda, bet apstakli nav pieméroti dig$anai. Atseviski tiek izdalits

nosacijuma miera periods, t.i., tad, kad séklas pakapeniski iziet no primara miera perioda, tas iet caur

Sékla

Primarais miera periods
(dabiskais, organiskais)

b

Piespiedu miera periods

r
<4
Al Nav miera perioda
\ 4
- 4
Sekundarais miera /
periods (inducétais)

A

DigSana

7. attéls. Miera periodi un to mijiedarbiba péc séklu nogatavosanas (modificéts péc Lambers et al.
2008).
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nosacijuma (conditional) miera periodam, kad tas digst tikai konkrétos apstaklos (Lambers ef al. 2008).

Pilnigako primara (organiska, dabiska) miera perioda klasifikaciju izstradajusi M.G. Nikolajeva un
to adaptéjusi amerikanu zinatnieki J. un C. Baskini. Péc Baskin, Baskin (2004), kas izmanto modificéto
Nikolajevas shému, séklu miera perioda raksturos$anai ir tris hierarhiskas pakapes - klase, limenis un
tips.

Izdala piecas miera perioda klases: fiziologiskais (PD), morfologiskais (MD), morfofiziologiskais
(MPD), fiziskais (PY) un kombinétais (PY+PD) (4. tabula). PD ietver tris limenus un piecus tipus
seklaja miera perioda. MPD ir astoni limeni un talak tipi nav izdaliti, savukart, PY nav sadalits.

Visbiezak sastopamais séklu miera perioda veids ir seklais PD. Veidi, ka iziet no §1 miera perioda, ir
atSkirigi. Ja sékla atrodas dzilaja miera perioda, tad no tas izdalits diglis veido nenormalu digstu, bet,
lai digtu, seklam vajadzigi 3 lidz 4 ménesi aukstas stratifikacijas. Ja sékla atrodas dzilaja miera perioda,
tad giberelskabe (GA,) neveicina digtspéju. Vidéja miera perioda esosas séklas embrijs, to izdalot no
séklas, veido normalu digstu, digtspéju veicina GA,, ka ari 2 lidz 3 ménesi aukstas stratifikacijas. Seklo
miera periodu raksturo tas, ka no taja eso$as séklas izdalits embrijs veido normalu digstu. Lai izietu
no sekla miera perioda, lieto GA, to veicina vai nu auksta vai silta stratifikacija, séklas nobriest sausaja
uzglabasana, skarifikacija var veicinat digSanu (Baskin, Baskin 2004). Compositae dzimtas augiem
raksturigs seklais fiziologiskais miera periods (Baskin, Baskin 2004).

Séklu dig$anas un miera perioda mehanisms ietver ABS (inhibitors) un giberelinu (stimulators)
antagonismu. ABS kontrolé séklas attistibu, miera perioda uzsak$anu, savukart giberelini veicina
un nodrosina digsanu (Kermonde 2005). Sie fitohormoni regulé gan miera perioda sikumu, gan
uzturé$anu, gan beigas. Ari etiléns ir iesaistits $o procesu regulacija, galvenokart, samazinot séklu jutibu
pret endogéno abscizskabi. Dabiskos apstaklos diganu ietekmé eso$o séklu daudzums, veiksmiga
izsé$anas un drosas vides pieejamiba, t.i., tadas, kura iespéjama dig$ana (Shimono et al. 2004). So

droso vidi ietekmé gan svarstiga temperatiira, gan gaisma vai lapotnes noénojums, ka ari gadalaiks.

4. tabula. Primara miera perioda klasifikacija péc Baskin, Baskin (2004)

Miera perioda klase Miera perioda limenis Miera perioda tips
Fizikalais MP (PY)
Morfologiskais MP (MD)

Fiziologiskais MP (PD) Dzilais

Vidéjais

Seklais 1,2,3,4,5
Morfofiziologiskais MP (MPD) Dzilais vienkarsais

Vidgjais vienkarsais
Seklais vienkarsais
Dzilais vienkarsais epikotila
Dzilais vienkarsais dubultais
Seklais kompleksais
Dzilais kompleksais
Vidéjais kompleksais
Kombinétais MP (PY+PD) Seklais PD 1,2
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Savvalas augiem biezi raksturiga slikta séklu digtspéja, ka arl nepiecieS$ami specifiski apstakli
miera perioda partrauksanai. Séklu ipasibas, ieskaitot izméru, miera periodu, dig§anu un izplatibu, ir
galvenie auga véstures komponenti. Daba séklas digst tikai tad, ja konkrétaja gadalaika pietiekami ilgi
ir apstakli, lai augs varétu iziet savu dzives ciklu vai izveidotu parziemo$anas struktiras (Jayasuriya et
al. 2009).

Ellison (2001) pétija, vai miera periodu partraucosie apstakli nosaciti varié starp sugam atkariba
no geografiska platuma. Séklu izméri dazadam sugam bija dazadi un visam apskatitajam sugam bija
morfofiziologiskais miera periods. Lielaka geografiskaja platuma eso$ajam populacijam bija garaks
pirmsdigsanas (mitrums, aukstums) periods, tomér digSanas apstakli nebija atskirigi. Uzskata, ka
digtspéju var ietekmet tas, kada augstuma virs jaras limena séklas vaktas; palielinoties augstumam virs
juras limena, digtspéja samazinas (Bu et al. 2007).

Pétot dazadu arstniecibas augu miera perioda partrauksanu, konstatéts, ka labako efektu Saussurea
costus digSanai dod aukstumapstrade (Sharma et al. 2006). Savukart, Dianthus superbus subsp. superbus
labak digst, apstradajot séklas ar GA,, nevis kinetinu (Mikulik, Vinter 2002). Pétfjuma par dazadu
Lonicera sugu séklu digsanu konstatéts, ka tam ir neattistits embrijs (izs€joties pilniba attistiti tikai 20
lidz 40%) un katrai sugai ir cits miera perioda tips (Hidayati et al. 2000).

Endéma kalkainu Lombardijas Alpu plavu suga Primula glaucescens digst bez fitohormonu
pievieno$anas, savukart, Physoplexis comosa digst tikai sterilos apstaklos un pievienojot GA,
(Cerabolini et al. 2004).

Séklu daudzums, kam nav miera perioda, ka ari miera perioda veids, var variét starp gadiem un sugas
robezas, atkariba no atra$anas vietas ziedkopa vai augli, no vides ietekmes uz matesaugu laika, kad
notiek séklu attistiba (Baskin, Baskin 2004). Alpu sugam raksturigs lénaks dig§anas sakums un svaigu
séklu digtspéja, lidz ar to ieteicama sausa vai mitra auksta stratifikacija (Schwienbacher et al. 2011).
Mitru vietu augu séklas piemérojusas periodiskai applasanai un applasana to digtspé&ju neietekmeé.
Pastav viedoklis, ka to dig§anai nepiecieS$ams pazeminats skabekla saturs (Geissler, Gzik 2008).

Ari tad, ja sékla ir sanémusi vides faktoru kombinaciju, kas partrauc tas miera periodu, ta var
neuzdigt, ja nav digSanai pieméroti apstakli, ka ari, ta var ieiet sekundaraja miera perioda. Séklam
digstot un digstam veidojoties, pastav liela varbutiba, ka tas talak neattistisies. Ir izpétits, ka pastav
pozitiva korelacija starp jauno un veco augu skaitu un negativa korelacija starp digstu attistiSanos un

augsnes virskartas biezumu (Jutila 2003), kas samazina apgaismojuma iespéjas.

1.8. Savvalas augu vegetativa vairosanas
Nereti savvalas augiem raksturiga gan generativa, gan vegetativa vairo$anas. Vegetativas vairo$anas
formas ir dazadas, tas ir veidojusas sugas evolicijas gaita, piemérojoties specifiskiem vides apstakliem
(Klime$, Klime$ova 1999; Klime$ 2008). Pédéjas desmitgadés paradas arvien vairak pétijumu par vides

apstaklu un augu sabiedribu ietekmi uz vegetativi vairojosos augu augsanu (Tamm et al. 2002; Sammul
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et al. 2004; Klimes$ 2008). Galvenie faktori, kas raksturo $adus augus, ir vegetativa izplatiba laika un
telpa un rametu ilgdzivotiba (Groenendael et al. 1996; Tamm et al. 2002). Salidzinosi daudz sugu ar
isu rametu mazu un zemu vegetativo mobilitati skaitliski pieaug, palielinoties dzinumu blivumam un,
pieaugot vegetativajai izplatibai, maksimala rametu ilgmuziba palielinas (Tamm et al. 2002). Klimesovd
et al. (2011) izdala 20 galvenas klonalas augsanas formas un klasificé 16 no tam péc rametu spéjas
izplatities un atdalities no matesauga.

Literatira nav zinu par Saussurea esthonica vegetativas reprodukcijas veidiem, tomeér tas ir viens
no butiskakajiem faktoriem sugas izdzivo$anai ilgtermina. Uzskata, ka S. obvallata vairojas generativi
un vegetativi (ar sakneniem) (Dhar, Joshi 2005), savukart S. alpina veido stolonus (Hill et al. 2004).
Pétijuma par alpino augu augsanas formam ka tipisku neklonalu, daudzgadigu augu ar sakneni izdala
Saussurea gnaphalodes (Klime$ova et al. 2011).

Mainoties vides apstakliem, klonalas aug$anas atrums var mainities. Tas var mainities temperatiiras
ietekmé (alpino sugu loznajosas dalas var izsalt aukstas ziemas), mitruma, mineralelementu
parbagatibas vai nepietiekamibas ietekmé, augu sabiedribas struktiras mainas ietekmé (Sammul et

al. 2004).

1.9. Molekularo markieru tehnikas un to pielietojums augu biologijas pétijumos

Genétiskajiem faktoriem ir butiska nozime sugas saglabasana ilgtermina, tadé] arvien lielaka
uzmaniba tiek veltita genétiskas daudzveidibas izpétei populacijas un starp tam. Genétiska daudzveidiba
tiek dalita hierarhiski - daudzveidiba starp regioniem, populacijam un individiem populaciju ieksiené.
Galvenie evolicijas spéki, kas nosaka genétisko daudzveidibu ir mutacijas, dabiska izlase, migracija un
genétiskais dreifs (Barrett, Kohn 1991).

Genétiskas daudzveidibas izpétei lieto morfologiskas, biokimiskas un DNS markieru metodes.
Morfologiskie markieri neprasa dargas tehologijas, tacu balstiti tikai uz dazam morfologiskajam
ipasibam (lidz ar to, polimorfisms ir zems) un atkarigi no apkartéjas vides ietekmes (Schulman
2007). Ka biokimiskos markierus parasti izmanto izoenzimus. Tie, tapat ka morfologiskie markieri, ir
atkarigi no vides ietekmes (Schulman 2007). Siem markieriem ir pieejams neliels enzimu daudzums
un lidz ar to daudzveidibas atrasana ir ierobezota (Mondini et al. 2009). Jaunakie ir DNS markieri,
t.i., nukleotidu sekvences, kas atbilst noteiktai vietai genoma, un ko identificé no kopéja genoma.
Sai sekvencei jabut pietiekami polimorfai, lai viegli varétu izsekot atkiribas starp paraugiem. Ideala
molekularo markieru tehnika ir: 1) polimorfa un vienmérigi izplatita genoma; 2) nodrosina adekvatu
genétisko at$kiribu uzradisanu; 3) generé daudz, patstavigus un drosus markierus; 4) viegla, atra un
léta; 5) analizei nepiecieS$ams mazs DNS daudzums; 6) ir saistita ar at$kirigiem fenotipiem; 7) neprasa
sakotnéju informaciju par genomu (Mondini et al. 2009).

Tehnikas atskiras viena no otras un atkariba no pétijjuma mérka izvélas konkrétu metodi. Molekularo

markieru metodes tiek klasificétas dazadi. Viens no iedalijjumiem ir PCR tehnikas izmanto$ana
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vai neizmanto$ana, t.i., uz polimerazes kédes reakciju (PCR) balstitas un ne-PCR tehnikas jeb uz
hibridizaciju balstitas. Metodes, kuru pamata ir PCR, iedala divas grupas: 1) metodes, kas detekté
specifiskus, klonétus un sekvenétus rajonus genoma; 2) metodes, kuras izmantoti konservativie vai
nespecifiskie praimeri, kas amplificé no daudz anonimam vietam genoma (Schulman 2007). DNS
markieru metodes iedala arl péc markieru veida, t.i., genomiska DNS markieri, uz transpozonu
elementiem bazétie markieri, hloroplastu, mitohondrialie, ribosomalas DNS markieri (Mondini et al.
2009). Hloroplastu un mitohondriju genomu ziedaugos nodod pa mates liniju un biezi filogenézes
pétijumos izmanto markierus, kas veidoti uz $o organoidu sekvencém (Caputo 1997; Ievina et al. 2009).

Galvenais uzdevums sugas saglabasanas stratégijas izstradé ir pietiekosi plasa genétiskas
daudzveidibas spektra saglabasana, tapéc ir butiski sakotnéji izprast populacijas genétiskas
daudzveidibas limeni (Holsinger, Gottlieb 1991), ka ari to, ka genétiska daudzveidiba sadalita starp
populacijam. Viens no risinajumiem ir izmantot molekularo markieru metodes.

DNS markieru metodes plasi lieto genétiskas daudzveidibas pétiSanai (Agarwal et al. 2008),
tomér parsvara ir pétiti lauksaimniecibas augi, lidz ar to, pieejams plass informacijas apjoms par to
sekvencém, ka ari daudzi un dazadi markieri (Varshney et al. 2005). Saussurea gints ir maz pétita
ar molekularajiem markieriem, jo ta ir liela un sugu ieksiené ir liela daudzveidiba (Raab-Straube
2003; Wang, Liu 2004), lidz ar to, izpéte ir apgrutinata. Molekularie markieri Saussurea gints sugam
nav izveidoti, tapéc molekularajos pétijumos izmanto anonimos markierus. Analizu pamata ir PCR

reakcija un sakotnéja informacija par sekvencém nav nepieciesama.

1.9.1. Amplificeto fragmentu garuma polimorfisms (AFLP)

Amplificéto fragmentu garuma polimorfisms (Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP) ir
labi zinama anonimo markieru metode, izveidota 20. gs. 90. gados (Vos et al. 1995), ko lieto genétiskas
daudzveidibas pétijjumos (Fjellheim, Rognli 2005; Dufty et al. 2009; Lauterbach et al. 2012), lai atrastu
tuvradniecigus individus pasugas liment, ka ari génu kartésanai (Mondini et al. 2009). Metodei ir tris
posmi: 1) DNS restrikcija un oligonukleotidu adapteru ligéSana, 2) restrikcijas fragmentu selektiva
amplifikacija, 3) amplificéto fragmentu analize.

Si metode uzrada polimorfismu restrikcijas enzimu vietas amplificgjot visus fragmentus, ko
konkrétais enzimu paris ir generéjis starp ligéjosajiem adapteriem PCR reakcija (Vos et al. 1995).
Kopuma AFLP uzrada variacijas viena vai dazas nukleotidu pozicijas, salidzinot ar retrotranspozonu
praimeriem, kas piedava iespéju detektét lielu daudzumu nukleotidu inserciju vietas (Schulman 2007).
Praimeru paris parasti producé 50 lidz 100 fragmentus (Mondini et al. 2009). Lietojot $o metodi, nav
nepiecie$ami sekvencu dati. AFLP metodi izmanto genétisko kars$u veido$ana, klonu izdalisanai, ka ari

klonétu segmentu atpaziSanai (Vos et al. 1995).
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1.9.2. Starppraimeru piesaistes rajoni (iPBS)

Viena no jaunakajam DNS markieru tehnikam ir iPBS (starppraimeru piesaistes rajoni, inter-
primer binding sites), kas veidota, izmantojot retrotranspozonu sekvences. Retrotranspozoni ir mobilie
elementi genoma, atrasti visos eikariotos. Augos ar lielu genomu retrotranspozoni ir galvena atkartojosa
(repetitive) DNS klase (Kumar, Bennetzen 1999). To galvenas prieksrocibas ir tas, ka tie ir visur, uzrada
lielu kopiju skaitu (ir heterogéni), ir plasi izplatiti hromosomas, uzrada inserciju polimorfismu gan
sugu ieksieng, gan starpsugu limeni (Kumar, Bennetzen 1999).

Pamatojoties uz retrotranspozonu strukturalo organizaciju, tos iedala divas apaksklasés: garie
pédéjie (nobeiguma) tiesie atkartojumi (LTRs, long terminal direct repeats),kas dalas gypsy-like un copy-
like un ne-LTR retrotranspozoni (LINE 1-like) (Agarwal et al. 2008; Kalendar 2011). Retrotranspozoni
var amplificéties un parvietoties uz citu vietu genoma ar RNS ka starpnieku. Si transpozicija inducé
genétisko polimorfismu, ko var detektét PCR reakcija ar praimeriem, kuru pamata ir retrotranspozonu
sekvences. Retrotranspozoni aktivéjas stresa apstaklos un var but atbildigi par parkartojumiem genoma
(Schulman 2007; Grandbastien 1998).iPBS praimeri pieder pie LTR apaksklases un veidoti izmantojot
retrotranpozonu konservativas sekvences (Kalendar et al. 2010). Analizes ar $iem markieriem ir
tehniski relativi vienkarsas un neprasa sekvencu datus (Kalendar et al. 2010), tie parada polimorfismu

starp individiem (Kalendar 2011), tadél to tos var lietot sugam, kam nav izstradatas markieru sistémas.

1.9.3. leksegjie transkribétie rajoni (ITS)

Kodola ribosomalas DNS (rDNS) ieksgjie transkribétie rajoni (Internal transcribed spacers; ITS)
tiek plasi lietoti filogenézes pétijumos (Baldwin 1992; Lee et al. 2002; Martins, Hellwig 2005; Sonboli et
al. 2012). So metodi plasi lieto tadél, ka ITS regioniem visos dzivajos organismos ir vienada struktira
un funkcijas. Kodgjosie regioni parstav konservativas eikariotu sekvences (Poczai, Hyvonen 2010).
So DNS markieru prieksrocibas ir no abiem vecikiem parmantoto ipasibu uzradidana atskiriba no
hloroplastu un mitohondrialajiem markieriem, PCR reakcija ar universalajiem markieriem un vidéja
izméra fragmentu amplifikacija, kas lauj tos viegli sekvenét, ka ari DNS polimorfisms limeni, kas lauj
tos izmantot evolicijas pétijumos sugas un gints limeni (Poczai, Hyvonen 2010). Auga genoma ir Joti
daudz ITS kopiju, lidz ar to pastav variacijas iespéja starp dazadiem atkartojumiem viena genoma un

iespé&ja (seviski poliploido un hibrido augu izpété) iegut kladainus rezultatus (Poczai, Hyvonen 2010).
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2. Materials un metodes

2.1. Saussurea esthonica biologijas raksturosana ietvertie pétijumi
Sugasbiologijas vispusigai raksturo$anai veiktie pétijumishematiski paraditi 8.attéla. Lai netraumétu
dabisko populaciju, fiziologiskajiem pétijumiem kontrolétos apstaklos izmantoja in vitro pavairotus
augus. Savukart, ekofiziologiskajos pétijumos dabiskajas atradneés in situ, lai saudzigi izturétos pret
populaciju, ar nedestruktivam metodém noteica hlorofila saturu un hlorofila a fluorescenci, tadéjadi
gustot prieksstatu par izmainam PS II un, lidz ar to, izmainam fotosintézes norisé (skat. 2.4. nodalu).
Lai nodrosinatu maksimali dro$u digstu ieguvi, ko talak izmantot DNS izdali$anai un filogenétiskajiem

pétijumiem, Saussurea gints sugu séklas diedzéja in vitro apstaklos (skat. 2.3.1. nodalu).

2.2, Pétijumu vietas un apstakli
Ekofiziologiskos pétijumus dabiskajas S. esthonica aug$anas vietas in situ veica un lapas genétiskajam

analizém ievaca abas populacijas Latvija (turpmakaja teksta populacijas nosauktas tuvakas apdzivotas

CK ietekme uz augu Dazadu Saussurea sugu
proliferaciju un digtsp&ja in vitro
rizogendzi
Mineralelementu ietekme \ / X
fiziologij
U7 Bugn Zologyu In vitro kultiiras vairaku Saussurea sugu
Substrata mitruma filogenétiskais
ietekme uz augu salidzindjums
fiziologiju
A 4
Ekofiziologijas pétijumi S . Gengtiskie pétijumi
< ugas biologijas izpete |
Pétijumi in situ A l
Reprodukcija
Gengtiskas daudzveidibas
noteik$ana starp
populacijam Latvija
Gengetiskas daudzveidibas
A noteik3ana starp
Digtspéja popul?ﬁij am Latvija un
Igaunija
Vegetativa vairo$anas

8. attéls. Saussurea esthonica sugas biologijas vispusigai izpétei veikto pétijjumu shéma.
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9. attéls. Pétitas Saussurea esthonica populacijas Latvija un Igaunija.

vietas varda, t.i., ApSuciems un Pope) un divas populacijas Igaunija (Pdrnu-Jaagupi un Kalevi) (9.
attéls).

Latvijas S. esthonica atradnes ir ar ipasu juridisko statusu ka ipasi aizsargajamas un Natura 2000
teritorijas: mikroliegums ,,Dublukrogs netalu no Apsuciema (LV0531900, E23°18°43% N57°02°38")
un dabas liegums ,,Popes zalu purvs“ netalu no Popes (LV0830400, E21°5128% N57°2226%). Abam
atradném raksturigs zalu purvs ar kalkainu augsni. Bez tam, $ajas atradnés aug ari aizsargajamas sugas
Carex davalliana, Pinguicula vulgaris, Dactylorhiza fusci, Dactylorhiza incarnata, Primula farinosa,
Platanthera bifolia (Pope) un Schoenus ferrugineus, Dactylorhiza incarnata, Gymnadenia conopsea,
Primula farinosa (ApSuciems) (http://eunis.eea.europa.eu). Igaunijas S. esthonica atradnes ir aizaugusi
plava pie Parnu-Jaagupi un zalu purvs pie Kalevi.

Augsném S. esthonica atradnés raksturigs labs slapekla nodrosinajums (iznemot Popi un Kalevi),
pazeminats fosfora saturs (iznemot Pdrnu-Jaagupi), ka ari augsts kalcija saturs, kas samazinajas seciba
Apsuciems > Pope > Kalevi > Parnu-Jaagupi (5. tabula). Magnija saturs augsné butiski at$kiras starp
atseviskam atradném, samazinoties seciba Parnu-Jaagupi > Kalevi > ApSuciems > Pope un bija no
nedaudz pazeminata Popé lidz augstam Kalevi un Pdrnu-Jaagupi. Krasas atskiribas bija novérojamas
séra satura — ja ApSuciema augsné tas ievérojami parsniedza optimalo limeni, tad paréjas atradneés
bija novérojams séra deficits. Turpreti, dzelzs saturs visas atradnés ievérojami parsniedza normu,

iznemot augsni Popes atradné. Mangana saturs bija krasi paaugstinats ApSuciema augsné, paaugstinats
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5. tabula. Augsnes raksturojums un mineralelementu sastavs (mg L) 1 M HCl izvilkuma pétitajas S.
esthonica atradnés. Ar vienadiem burtiem apzimétie rezultati viena mineralelementa robezas nebija
statistiski at8kirigi. Dati iegati sadarbiba ar Dr. biol. Andi Karlsonu (LU Biologijas institats)

Elements Apsuciems Pope Pirnu-Jaagupi Kalevi

N 126 £ 12a 61+10b 124+ 10a 73+2b
p 40+2a 54 + 16 ab 225+29¢ 68+5b
K 76+ 17 a 87+22a 49+4Db 58+10b
Ca 54700 + 6 307 a 13167 +3415b 7267 £996 ¢ 9583+910d
Mg 306+ 10a 248 +45b 1805+671c¢ 747 +77d
S 600 £ 25a 45+8b 19+2c 20+2c¢
Fe 5350 + 400 a 240+33b 1958 +80¢ 1581+80d
Mn 883 +233a 38t6b 172+22¢ 60+£17b
Zn 72+06a 72%+15a 63+1.1a 6.0+09a
Cu 14+0.1a 1.6 0.4 ab 48+0.7c 1.9+0.2b
Mo 0.06 £ 0.01 a 0.05+0.01 ab 0.04 £ 0.00 b 0.04 £ 0.00 b
B 145+18a 26+0.6b 1.3+04c 29+05b
Na 46t 5a 23+4b - -

pH 73+00a 6.6+0.1b 62+02b 6.4+0.1b
EC (mSm™) 29+02a 0.7+£0.1b 0.7+0.1b 0.6+0.1b

Parnu-Jaagupi augsné un tuvu optimumam paréjas divas atradneés. Savukart, cinka koncentracija bija
lidziga visas atradnés un visuma optimala kulttraugiem, bet vara saturs bija nedaudz pazeminats visas
populacijas iznemot Pirnu-Jaagupi. Molibdéna saturs augsné visas atradnés bija tuvu optimumam,
bet bora limenis bija krasi paaugstinats ApSuciema un ari paréjas atradnés, iznemot Pirnu-Jaagupi,
ta saturs parsniedza kultGraugu optimumu. ApSuciema augsne at$kiras ar vissarmainako reakciju,
bet paréjas atradnés butiski neatskiras. Lidzigi tam, ApSuciema augsne at$kiras ar visaugstako kopéjo
augsnes salumu.

Apkopojot datus par vidéjam gaisa temperatiiram sezonas laika pétijjumu gados, nevaréja novérot
butiskas atskiribas starp S. esthonica atradném, bet bija pamanamas dazas visparéjas tendences (10.
attéls). Salidzinot atsevi$kas sezonas un meénesus, varéja konstatét, ka 2010. gada jalijs bija salidzinosi
vésaks, bet §1 pasa gada augusts bija vissiltakais. Arl septembri visaugstaka vidéja gaisa temperatiira

bija 2010. gada. Savukart, augusta viszemaka vidéja temperatira bija novérojama 2009. un 2011. gada.

25 A 25 B

u |
20 20 T
//A§. A\,
B A ¢ A - &
= 15 - - 5 15
B ——2009 5 n ——2009
5] D
g w L 53 --—
§ 10 2010 £ 10 A 2010
—hw—2011 —Aa=2011
5 5
0 0
janijs jalijs augusts septembris janijs jalijs augusts  septembris

10. attéls. Gaisa temperatiiras sezonalas izmainas 2009., 2010. un 2011. gada Latvijas populacijam
tuvakajas meteostacijas Mérsraga (A) un Ventspili (B).
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2.3. Pétijumi in vitro kultura
2.3.1. Dazadu Saussurea sugu digtspeja

No 14 botaniskajiem darziem caur séklapmainas sistému Index Seminum sanéma Saussurea 11
Eiropas un Azijas sugu séklu paraugus (6. tabula). Seklam bija dazadi izméri un kvalitate. Pirms
dezinfekcijas tas mércéja 40 lidz 60 min. KMnO, $kiduma, dezinficéja ar balinataju ACE (4.5% aktivas
vielas): destiléts tdens 1:1 (v/v) 15 lidz 30 min. Izmantoja divus modificétas Murashige & Skoog (1962;
MS) barotnes variantus: (1) ar 2 MS makroelementu saliem, 2% saharozi, 0.6% agaru un (2) ar %
MS makroelementu saliem, 2% saharozi, 0.6% agaru, papildinatu ar 0.2 mg L kinetinu. Kulttras
audzéja audzéjamaja telpa 24 + 2 °C temperatira ar fotoperiodu 16 h, fotosintétiski aktivas radiacijas
fotonu plasmas blivums 40 pmol s m=. Uzskaitija inficétas séklas, aprékinaja digtspéju procentos un
digdanas laiku dienas.

6. tabula. In vitro apstaklos diedzétie Saussurea gints sugu séklu paraugi. Sugu izplatibas areals péc
Lipschitz (1979). Séklas vaktas dabigajas populacijas (*); séklas vaktas botaniskaja darza (**)

Suga Donorinstitiicija Ievaksanas vieta ~ Sugu izplatibas areals
S. albescens Vicija, HBU Bonna b Himalaji
S. alpina (1) Austrija, HBU Graca *Raxplateau, 1650m Arktiskais regions,
S. alpina (2) Italija, Cogne (Asota) H Alpino Paradisia o Eiropa, Azija,
S. alpina (3) Norvégija, Oslo Universitates BD ~ *Norvégija: Oppland, Mongolija, Kina
Vaga, Maurvangen, 970 m

S. alpina (4) Italija, Cogne (Asota) H Alpino Paradisia *
S. alpina (5) Islande, Akureiri BD b
S. alpina (6) Norvégija, Oslo *Norvégija: Oppland,

Universitates BD Vaga, Gjendesheim, 1000 m
S. alpina (7) Norvégija, Oslo *Norvégija: Oppland,

Universitates BD Vaga, Bessheim, 1000 m
S. alpina (8) Norvégija, Oslo *Norvégija: Oppland,

Universitates BD Vagd, Russlia, 950 m
S. alpina (9) Norvégija, Oslo *Norvégija: Oppland,

Universitates BD Qystre Slidre, Doraani, 1261 m
S. alpina (10) Italija, Turina HBU x

direction de ,,Chanousia”

S. alpina (11) Slovakija, PJ. Safarik Universitates BD *Lomnica, Slovakija

State forests of Tatra
National Park, Tatranska
S. alpina subsp. depressa Italija, Turina HBU

direction de ,,Chanousia” it
S. candicans Lietuva, §au1u HBU it Afganistana, Pakistana, Himalaji
S. discolor (1) Austrija, Bundesgarden * Schneeberg 1800-2050 m  Eiropas Alpi,
S. discolor (2) Italija, Cogne (Asota) H Alpino Paradisia o+ Karpatu kalni, Apenini
S. maximowiczii Japana, Okamoto Ofuna HB x* Kina, Tibeta
S. neopulchella Krievija, Vladivostoka HBA *Ro$ma upe
S. nipponica Italija, Cogne (Asota) H Alpino Paradisia o
S. parviflora Krievija, Sankt-Péterburga HBIB *pie Ulan-Udes
S. pulchella (1) Krievija, Vladivostoka HBA i Sibirija, Mongolija, Kina,
S. pulchella (2) Krievija, Vladivostoka HBA * Teljakovska licis Koreja, Japana
S. pygmaea [slande, Reikjavikas BD o Eiropas Alpi,
Karpatu kalni
S. riederi (1) Igaunija, Tallinas BD ot Kamcatka, Japana,

S. riederi (2) Italija, Cogne (Asota) H Alpino Paradisia o Kurilu salas
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2.3.2. Citokininu ietekme uz S. esthonica proliferaciju un rizogenézi

Audu kultara pavairotos S. esthonica individus eksperimenta uzsak$anai sanéma no Nacionala
Botaniska darza Augu valsts biologiskas daudzveidibas in vitro saglabaganas nodalas. Tos talak pavairoja
MS barotnés, kam pievienots 0.5 mg L™ BAP, 3% saharoze, 0.6% agars. Divas nedélas jaunos dzinumus
kultivéja bezhormonu barotné un tad parnesa uz barotném ar % vai 1 MS makroelementu saliem, 3%
saharozi, 0.6% agaru, un citokininiem. Lietoja $adus citokininus: kinetinu 0.5, 1.0, 1.5 un 2.0 mg L'; N°-
(A 2-izopentenil)-adeninu (2-iP) - 0.25,0.5,0.75 un 1.0 mg L' vai 6-benzilaminopurinu (BAP) - 0.25,
0.5,0.75 un 1.0 mg L. Ka kontroli izmantoja bezhormonu barotni ar % vai IMS makroelementiem.
Barotnes pH pirms autoklavésanas bija 5.9. Dzinumus audzéja 300 mL kultivésanas traukos, kuros
ielieti 50 mL barotnes. Katra varianta bija 30 mikrodzinumi tris atkartojumos. Péc cetru nedélu
kultivésanas uzskaitija dzinumus veidojo$os eksplantus, dzinumu un saknu skaitu. In vitro kulttras
audzéja telpa 24 + 2 °C temperatira ar fotoperiodu 16 h, fotonu plismas blivumu 40 pmol s m™=
Saknes, kas izveidojas barotnés ar kinetinu un 2-iP, ieskenéja izmantojot skeneri Perfection V750 PRO
(Epson) un, lai novértétu saknu morfologiju, analizéja izmantojot attéla analizes sisttmu WinRHIZO
2008. Izmérija kopéjo auga saknu garumu, laukumu, vidéjo diametru un galinu skaitu. Datus paradija
ka vidéjos no trim atkartojumiem + standartklada (SE). Batiskuma limeni starp vidéjiem lielumiem

noteica ar ANOVA vienfaktora analizi.

2.4. Ekofiziologiskie pétijumi
2.4.1. Izmantotie méraparati un noteiktie parametri

Pétljumos izmantoja hlorofilmetru SPAD 502 (Konica-Minolta, Japana) un hlorofila fluorometru
Handy PEA (Hansatech Instruments, Lielbritanija).

Ar hlorofilmetru noteica relativo hlorofila daudzumu lapas, mérot gaismas absorbciju (optiska
blivuma atskiribas) divos vilnu garumos (sarkano 650 nm un tuvo infrasarkano 940 nm). Hlorofila
saturu izteica SPAD vienibas. Ar hlorofilmetru noteiktais hlorofila daudzums ir tiesi proporcionals
hlorofila koncentracijai lapa (Samsone et al. 2007).

Ar nepartrauktas darbibas hlorofila fluorometru Handy PEA mérija atras fluorescences indukcijas
liknes un analizéja hlorofila a fluorescences raditajus. Visos analizétajos paraugos noteica piecus
parametrus (Strasser et al. 2004).

1.F /E_raksturo PS Il maksimala kvantu efektivitate. Raksturo fotosintézes fotoinhibéSanas pakapi
nelabvéligu apstaklu ietekmeé, tapéc to var izmantot par auga piedzivota stresa pakapes raditaju, ja tas
ir mazaks par 0.8.

2. Performance Index (PI) ir auga vitalitates raditajs; to veido tris komponenti: (1) reakciju centru
blivums, (2) gaismas reakciju efektivitate saistiba ar primaras fotokimijas maksimalo iznakumu, (3)
parametrs, kur$ saistits ar tumsas reakciju efektivitati (log (l—Vj)/Vj).

3.F /F, ir maksimalais PS II fotokimijas primarais iznakums, kas raksturo tas fotokimisko aktivitati.
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4. RC/ABS parada PS II reakciju centru koncentracijas un antenu hlorofila attiecibu, raksturojot
aktivo / neaktivo reakciju centru attiecibu PSII.

5. (l—Vj)/Vj (Vj ir relativi mainiga fluorescence 2 ms).

2.4.2. Petijumi dabiskos apstaklos

S. esthonica ekofiziologiskos pétijjumus in situ veica abas Latvijas atradnés vegetacijas perioda reizi
meénesi (2009. gada jalija, augusta un septembra sakuma, 2010. un 2011. gada junija, julija, augusta
un septembra sakuma), ka ari 2009. lidz 2011. gada jalija divas Igaunijas atradnés. Katra meérisanas
reizé katra atradné veica vismaz 8 ziedoSo (turpmak teksta minéti ka generativie augi) un 7 vegetativo
augu analizes, mérot visu pieauguso lapu hlorofila saturu ar hlorofilmetru un izdarot tris lidz piecu
lapu hlorofila a fluorescences analizi ar fluorometru. Par ziedoSajiem (generativajiem) augiem darba
nosaukti tie augi, kas konkrétaja gada zied, savukart, par vegetativajiem tie, kas veido tikai lapu rozetes.

Hlorofila analizes katrai lapai izdarija piecas lidz desmit reizes, atkariba no lapas izméra, un
aprékinaja vidéjo lielumu, izmantojot hlorofilmetra iekséjo funkciju. Katram augam noteica lapu
vidéjo hlorofila saturu, kuru talak izmantoja vegetativo un generativo ipatnu vidéja hlorofila satura
un standartklidas aprékinasanai katra atradné konkrétaja meénesi. Fluorescences analizei lapas
aptumsoja vismaz 20 min, uzliekot originalo plastmasas klipsi. Aprékinaja auga vidéjos fluorescences
raditajus, kurus talak izmantoja vegetativo un generativo ipatnu vidéjo fluorescences parametru un
standartkladu aprékinasanai dotaja atradné konkrétaja ménesi.

Lai noskaidrotu temperatairas un nokri$nu ietekmi uz populacijam, apkopoja meteoinformaciju,
ko ieguva no pétitajam populacijam tuvakajam meteostacijam (Mérsraga un Ventspili) Latvijas
Vides, geologijas un meteorologijas centra (LVGMC) majas lapa http://www.meteo.lv (2009. gada) un
interneta lapa http://rp5.ru (2010. un 2011. gada).

2.4.3. Eksperimenti kontrolétos apstaklos
2.4.3.1. Mineralvielu sastava ietekme

Eksperimenta izmantoja cetrus dazadus substratus, kas atskiras ar mineralvielu sastavu tajos (7.
tabula). Kontroles varianta substrata mineralvielas bija tada sastava un koncentracija, kas optimala
lielakajai dalai kultaraugu, bet, ta ka S. esthonica ir kalcifila suga, papildus pievienoja dolomita miltus.
Otra varianta substrata mineralvielu sastavs bija lidzigs ApSuciema atradnes augsnei. Tresa varianta
augsnes sastavs bija lidzigs Popes atradnes augsnei, bet ceturta varianta augsne bija ka tresaja varianta,
atSkiroties tikai ar palielinatu N un S saturu. Substratu receptiru izstradaja Dr. biol. Andis Karlsons
LU Biologijas institita Augu mineralas baroSanas laboratorija. Audzé$anas substratus veidoja uz SIA
»Laflora” razoto kadras substratu KKS-1 un KKS-M3 pamata.

In vitro pavairotus S. esthonica augus parstadija pa vienam plastmasas vegetacijas traukos (9 x 9

% 10 cm) ar atbilstosu eksperimentalo substratu, kad tiem bija attistijusas tris lapas un tris nedélas
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7. tabula. Mineralelementu sastavs (mg L™') substratos mineralelementu ietekmes eksperimentam
kontrolétos apstaklos

Elements Kontrole (1.) ApSuciems (2.) Pope (3.) Pope + (4.)
N 120 126 61 120
P 155 74 74 74
K 390 155 155 155
Ca 14800 13167 13167 13167
Mg 5450 306 300 300
S 120 250 22 120
Fe 265 3983 240 240
Mn 45 883 38 38
Zn 1.5 7 7 7
Cu 2.2 1.65 1.65 1.65
Mo 0.04 0.05 0.05 0.05
B 0.1 2.03 1.33 1.33
Na 30 30 30 30

lava aklimatizéties. Katra eksperimenta varianta bija 10 augi. Augus kultivéja klimata kamera
Selecta (fotoperiods 16/8 h, fotonu plasmas blivums 40 pmol s m™, temperatara 23/20 °C). Augus
nepiecieSamibas gadijuma laistija ar destilétu tdeni. Eksperiments ilga 16 nedélas un pirmaja, piektaja,
devitaja, trispadsmitaja un seSpadsmitaja nedéla vizuali noteica augu stavokli to izsakot ka vitalitati
ballés no 11idz 5 (0 - augam nav virszemes dalu, 5 - izcils), augo$o augu daudzumu (%) un lapu skaitu.

Reizi nedéla (piektdienas) mérija hlorofila saturu lapas un hlorofila a fluorescenci. Sim nolikam
izmantoja 3 1idz 6 individualos augus no katra eksperimentala varianta. Hlorofila saturu mérija visas
atbilstosa lieluma lapas ar hlorofilmetru, veicot piecus lidz desmit nolasijjumus un aprékinot vidéjo
hlorofila saturu lapa, izmantojot hlorofilmetra funkciju. Katram augam aprékinaja vidéjo hlorofila
saturu, kuru izmantoja konkréta varianta vidéja hlorofila satura un standartkladas aprékinasanai
konkrétaja nedéla. Hlorofila a fluorescences analizei izmantoja tris lidz piecas individuala auga
lapas, kuras aptumsoja ar standarta plastmasas klip§iem vismaz 20 min. Katram augam aprékinaja
vidéjo fluorescences parametru vértibu, kuru izmantoja, lai iegitu dota varianta vidéjo vértibu un

standartk]adu aprékinasanai konkrétaja nedéla.

2.4.3.2. Mitruma rezima ietekme

Eksperimenta izmantoja 4. varianta substratu (skat. 7. tabulu). Audu kultaira pavairotus S. esthonica
augus parstadija pa vienam plastmasas vegetacijas traukos (9 x 9 x 10 cm) ar atbilsto$o substratu,
kad tiem bija attistijusas tris lapas. Augiem at]ava iesaknoties un péc trim nedélam sadalija Cetras
eksperimentalajas grupas, kas atskiras ar laistiSanas rezimu. Priek§méginajumos noteica laistiS$anas
rezimu, kas nodro$inaja vizuali optimalu, méreni sausu, mitru un slapju augsni. Lai uzturétu atbilstoso
laistiSanas rezimu, optimala rezima gadijuma uzturéja 100% individualo trauku (kopa ar substratu un
augu) masu, mérena sausuma varianta ta bija 90% no optimala varianta masas, bet mitraja varianta —

150% no optimalas masas. Slapjo reZimu uzturéja, traukus ar augiem ievietojot iideni 3 cm dziluma, ka
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rezultata trauku masa sasniedza 200% no optimala varianta masas. Katra eksperimenta varianta bija 3
lidz 6 individuali augi.

Augus kultivéja klimata kamera Selecta (fotoperiods 16/8 h, fotosintétski aktivas radiacijas fotonu
plasmas blivums 40 umol s™' m™2, temperatira 23/20 °C). Eksperiments ilga 13 nedélas un reizi nedéla
(piektdienas) mérija hlorofila daudzumu un hlorofila a fluorescences raditajus. Mérjjumu izdariSana
un atkartojumu skaits bija identiski ieprieks aprakstitajam (skat. 2.4.3.1. nodalu). Savukart, pirmaja,
tre$aja, sestaja, devitaja, vienpadsmitaja un trispadsmitaja nedéla vizuali noteica augu stavokli to izsakot
ka vitalitati ballés no 11idz 5 (0 - augam nav virszemes dalu, 5 — izcils), augo$o augu daudzumu (%) un
lapu skaitu. Péc eksperimenta katra varianta augsnes sastava analizi veica Dr. biol. Andis Karlsons LU

Biologijas institita Augu mineralas barosanas laboratorija.

2.5. Reprodukcija
Lai noteiktu S. esthonica spéju vairoties generativi un vegetativi, veica digtspéjas eksperimentus un

izvértéja vegetativi veidojosas struktaras.

2.5.1. Digtspejas pétijumi

S. esthonica séklas digtspéjas pétijjumiem ievaca 2009. un 2010. gada dabiskajas populacijas un
2011. gada no Nacionalaja botaniskaja darza augusiem augiem. Ta ka péc sakotnéjiem novérojumiem
bija zinams, ka S. esthonica séklas ir salidzino$i vaji digstosas, vispirms noteica to izméru un péc tam
digtspéjas atkaribu no ta. Lai noskaidrotu apstaklus, kas veicina digtspéjas palielina$anos (miera
stavokla partrauksanu), parbaudija stratifikacijas, apgaismojuma, KNO, un giberelskabes (GA,)
ietekmi.

Séklu izméru noteik$anai izmantoja milimetru papiru. Lai noskaidrotu kurviti eso$o séklu izmérus,
izmérija piecu augu séklas (kopa 33 kurvisi). Noteica, cik liela proporcija sastopamas katra izméra
séklas. Péc tam séklas vizuali izvértéja un saskaitija tuksas seklas.

Lai noteiktu digtspé&jas atkaribu no séklu izmériem, izmantoja ranzétas 3, 4, 5 mm séklu frakcijas,
kuras lidz testam glabaja 17 °C temperatiira. Seklas 12 h mércéja H,O, GA, vai 0.2% KNO, $kidumos,
tad novietoja Petri traukos, kuros ieklatas divas kartas filtrpapira, kas samitrinats ar H O, 10> M, 10"
M, 10* M GA, vai 0.2% KNO,, un diedzgja 22 °C tumsa. Ta ka vizuali pilnu séklu bija maz, testam
izmantoja 20 séklas divos atkartojumos. Tests ilga Cetras nedélas un digstoso séklu skaitu uzskaitija 3.,
4.,7.,10.,13.,17.,21. diena.

Lai noteiktu priek3apstrades, apgaismojuma un dazadu vielu ietekmi uz digtspéju, ievaktas séklas
izzavéja, vizuali noveértéja un tuksas séklas talakos pétijumos nelietoja. Digtspéjas testam izmantoja
4 mm séklu frakciju (8. tabula). Dalu séklu glabaja vienu ménesi 4 °C ledusskapi, bet paréjas 17 °C
temperattira lidz eksperimenta sakumam. Séklas 12 h mércéja H,0, GA, vai 0.2% KNO, skidumos, tad

novietoja Petri traukos, kuros ieklatas divas kartas filtrpapira, kas samitrinats attiecigajos $kidumos.
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8. tabula. Séklu digtspéjas eksperimentu apstakli, izmantojot 4 mm garo séklu frakciju

Prieksapstrade Aktiva viela Diedzé$anas apstakli
Viens ménesis 4 °C 102 M GA 22 °C tumsa
10° M GA
10* M GA
0.2% KNO
H,0
102 M GA 22 °C gaisma/tumsa 16/8 h
10° M GA
10* M GA
0.2% KNO
H,0
17 °C 102 M GA 22 °C tumsa
10° M GA
10* M GA
0.2% KNO
H,0
102 M GA 22 °C gaisma/tumsa 16/8 h
10° M GA
10* M GA
0.2% KNO
H,0

woWw W W

wWw W W

wow W W

3
3
3
3

Eksperimenta varianti apkopoti 8. tabula un to veica tris atkartojumos. Tests ilga ¢etras nedélas un 3.,
4.,7.,10.,13.,17., 21. diena uzskaitija uzdigusas séklas un aprékinaja digtspéju procentos. Rezultatus

analizéja, izmantojot ANOVA analizi.

2.5.2.Vegetativas vairosanas izvertejums
Desmit augus no digtspéjas testa uzdigusam kontroles varianta séklam izstadija vegetacijas traukos
kadras substrata, vasara audzéja lauka apstaklos, parzieminaja un péc parziemosanas lauka apstaklos
noteica izveidojusos dzinumu un ziedkatus veidojoso dzinumu skaitu.

Divus augus iznéma no vegetacijas traukiem, tiem noskaloja saknes un analiz&ja saknu struktiru.

2.6. Genétiskas daudzveidibas salidzinajums un Saussurea gints filogenétiska analize
2.6.1. S. esthonica Latvijas populaciju genetiska daudzveidiba

DNS izdalija no 29 Apsuciema un 24 Popes atradnés augosu S. esthonica individu lapam, izmantojot
firmas Fermentas genomiska DNS attiriSanas komplektu (Fermentas Genomic DNA Purification Kit).
Katram izdalitajam paraugam izmérija DNS koncentraciju ar UV/VIS spektrofotometru Lambda 25.

Genétisko daudzveidibu noteica ar divam metodém - iPBS (inter Primer Binding Site) un AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism).

iPBS metodei PCR reakcija izmantoja 100 ng DNS, ko pievienoja reakcijas maisijumam (25 pL),
kas sastavéja no 1 x Dream Taq bufera, 2.5 mM MgCl,0.2 mM dNTP, 1 uM praimera, 1 U Dream Taq
polimerazes, 0.04 U Pfu polimerazes. PCR amplifikaciju veica termociklera §ados apstaklos: sakotnéja

denaturacija 94 °C 4 min, denaturacija, praimeru saistiSanas un sintéze 38 cikli 94 °C 20 s, 50 °C 1 min
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un 68 °C 1 min katrs, beigu sintéze 72 °C 5 min. Amplificétos produktus sadalija elektroforézé (50V
15 h) 0.7 % agarozes géla ar 0.2 pg mL™" etidija bromidu TAE buferi. Gélu fotograféja un iegito attélu
fikséja, izmantojot digitalo sistému Alpha DigiDoc. Kopuma parbaudija 15 praimerus (Kalendar et al.
2010), no tiem piecus labakos izraudzija turpmakam analizém, pamatojoties uz reakcijas kvalitati un
amplificéto joslu skaitu. Rezultatus sakartoja binaraja sistéma un analizéja, izmantojot programmu
GenAlEx 6 (Peakall, Smouse 2006).

AFLP analizei izmatoja AFLP protokolu (http://bioweb.usu.edu/wolf/aflp_protocol.htm) ar dazam
modifikacijam. Restrikcijas reakcija izmantoja 500 ng DNS 10 pL reakcijas maisijuma (2 uL 10 x Tango
bufera, 0.5 pL Eco RI enzima) un inkubéja 37 °C 3 h. Reakcijai pievienoja 1 U Trull (Msel) enzima, 0.4
uL 10 x Tango bufera, 1.5 uL. H,O un inkubéja 65 °C 3 h. Tad pievienoja 1 uL Msel adaptera, 1 uL EcoRI
adaptera, 1 U T4 DNS ligazes, 2 uL ligazes bufera, 0.6 puL 10 x Tango bufera, 3.2 uL H,O un inkubéja
22 °C 3 h. Restrikcijas produktu atskaidija, pievienojot 80 uL TE bufera un preamplifikacijai izmantoja
3 uL parauga 25 pL PCR reakcijas tilpuma, kas sastavéja no 0.2 mM dNTP, 1U Taq DNS polimerazes,
2.5 uL Taq bufera, 1.5 mM MgCl, un 0.2 uM Mse+C un Eco+A praimeriem. PCR preamplifikacijas
reakcija bija 30 cikli 20 s 94 °C, 30 s 56 °C un 2 min 72 °C, kam sekoja beigu pagarinasana 60 °C 30
min. PCR produktu at$kaidija ar 75 pL sterilu TE buferi. Selektivo amplifikaciju veica 2 min 94 °C, 12
cikli 30 s 94 °C, 30 s 65 °C un 2 min 72 °C, 23 cikli 30 s 94 °C, 30 s 56 °C un 2 min 72 °C, nobeiguma
10 min 72 °C. Izmantoja tris praimeru kombinacijas: Eco-ACA/Mse-CTG, Eco-AAG/Mse-CAG, Eco-
AGG/Mse-CAG. AFLP-fragmentus sadalija ABI PRISM 3130xI genétiskaja analizatora (sekvenatora).

2.6.2. Latvijas un Igaunijas populaciju genétiskas daudzveidibas salidzinasana

Analizei izmantoja no Latvijas atradnés ievakto S. esthonica lapu paraugiem izdalito DNS, ka ari, no
24 Pdrnu-Jaagupi un 28 Kalevi atradnés ievaktu individu lapam izdalito DNS.

Analizém izmantoja cetrus PBS DNS markierus. Genétisko daudzveidibu Latvijas un Igaunijas
populaciju starpa noteica divos veidos: (1) ar neiezimétajiem PBS praimeriem, amplificétos fragmentus
sadalot elektroforézé agarozes géla un péc tam fotograféjot, izmantojot digitalo sisttmu Alpha DigiDoc;
(2) ar HEX un 6-FAM krasu iezimétajiem PBS praimeriem, izmantojot 100 ng DNS 20 pL reakcijas
maisijuma, kas sastavéja no 1 x Dream Taq bufera, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1 uM praimera,
0.6 U Dream Taq polimerazes, 0.15 U Pfu polimerazes. PCR reakcija: sakotnéja denaturacija 95 °C 3
min, denaturacija, praimeru saisti$anas un sintéze 38 cikli 95 °C 30 s, 50 °C 40 s un 68 °C 1 min katrs,
beigu sintéze 72 °C 10 min. legttos fragmentus sadalija un analizéja ABI PRISM 3130xl genétiskaja
analizatora (sekvenatora) izmantojot GeneMapper v4.0 programmu. Rezultatus sakartoja binaraja

sistéma un analizéja, izmantojot programmu GenAIEx 6 (Peakall, Smouse 2006).

2.6.3. Vairaku Saussurea gints sugu filogenetiskais salidzinajums

Izmantoja jau izdalito DNS no S. esthonica Latvijas un Igaunijas populaciju individiem. DNS
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izdali$anai no citam Saussurea gints sugam izmantoja in vitro kulttra no séklam izaudzétus augus.
Genétiskajam analizém izmantoja iPBS un ITS metodes.

iPBS gadijuma, PCR amplifikacijai un fragmentu analizei izmantoja ¢etrus PBS markierus (2076,
2001, 2083, 2081) (Kalendar et al. 2010). Reakcija izmantoja 100 ng DNS 20 pL reakcijas maisijuma,
kas sastavéja no 1 x Dream Taq bufera, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1 uM praimera, 1 U Dream
Taq polimerazes, 0.04 U Pfu polimerazes. PCR reakcija - sakotnéja denaturacija 95 °C 3 min, tad
denaturacija, praimeru saisti$anas un sintéze 38 cikli 95 °C 30 s, 50 °C 40 s un 68 °C 1 min katrs,
beigu sintéze 72 °C 10 min. Amplificétos produktus sadalija izmantojot ABI PRISM 3130xl genétisko
analizatoru un genotipéja izmantojot GeneMapper v4.0, veidoja binaro datu matrici un analizéja ar
GenAlEx 6 (Peakall, Smouse 2006). Filogenétisko koku veidoja izmantojot Neighbour-joining klasteru
analizi MEGA 4 programma (Tamura et al. 2007).

Analizé ar ITS ribosomalajiem DNS markieriem, reakcija izmantoja 100 ng DNS 20 pL reakcijas
maisijuma, kas saturéja 10 uL 2 x F 131 PCR bufera, 0.12 uL 122S DNS polimerazes (Finnzymes), 2
mM dNTP Mix, 200 nM praimera ITS 1 vai ITS 4 (White et al. 1990). PCR amplifikacija: sakotnéja
denaturacija 98 °C 5 min, tad 38 cikli 98 °C 10 s, 60 °C 10 s, 72 °C 20 s katrs, beigu sintéze 72 °C 10
min. PCR produktu attirija ar alkalina fosfatazi un eksonukleazi I, sekvenéja ar 2 pL attirita PCR
produkta 20 pL reakcijas maisijuma, kas saturéja 5 uL 5 x sekvené$anas bufera 200 nM praimera un
1 pL sekvenésanas RR-100 Big Dye. Sekvenésanas PCR reakcijas apstakli: sakotnéja denaturacija 96
°C 3 min, denaturacija, praimeru saistiSanas un sintéze 35 cikli 96 °C 10 s, 50 °C 20 s, 60 °C 4 min
katrs. Sekvenésanas analizes veica ar ABI PRISM 3130xI genétisko analizatoru un datus analizéja ar

programmu MEGA 4 (Tamura et al. 2007).
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3. Rezultati

3.1. Invitro kultaras sugas saglabasanai un izpétei
3.1.1. Saussurea sugu digtspéja in vitro

No arvalstu botaniskajiem darziem sanemtie séklu paraugi bija dazadas kvalitates. Bojatas séklas
atlasija uzreiz un nelika diedzét. Devinos paraugos bija daudz planu neattistitu séklu. Dezinfekcijas
laika tas atkrasojas. Kopuma uzdiga 11 paraugu séklas (9. tabula).

Desmit no tiem uzdiga 5 lidz 35 dienu laika, bet viens S. alpina paraugs diga 93 dienas. Atskiribas
digtspéja sugam, kas vaktas botaniskajos darzos vai savvala, netika novérotas, tapat ari nebija lielas
atskiribas starp digSanu dazadas barotnés. Dala digstu bija nenormali. S. albescens nenormalajiem
digstiem bija vérojams albinisms. Digtspéja bezhormonu barotnés ar %2 MS bija 14.3% un % MS,
kam pievienots kinetins - 16.6%. Dazadam sugam digtspéja atskiras: no 13% S. alpina lidz 100 %
S. maximowiczii. Daléji tas izskaidrojams ar mazo S. maximowiczii séklu skaitu. Kopuma 92% séklu

uzdiga 3 nedeélu laika, 6% — turpmakajas 2 nedélas un tikai 2% diga 3 ménesus (11. attéls).

3.1.2. Dazadu citokininu ietekme uz augu kultivésanu in vitro
Barotné bez citokininiem dzinumu proliferaciju nenovéroja. Barotnés, kuram bija pievienots BAP,
augosajiem dzinumiem novéroja izteiktu proliferaciju (10. tabula). BAP ietekmé palielinajas jaunus

dzinumus veidojo$o eksplantu skaits, ka ari dzinumu skaits no eksplanta. Vieniga statistiski butiska

9. tabula. Saussurea gints sugu séklu diedzé$anas uzskaite

Suga Sakotnéjais séklu Aseptisko seklu Digstosas séklas Nenormali dzinumi
skaits skaits (%)
S. discolor 45 18 67 -
S. pygmaea 12 12 25 2
S. albescens 30 28 68 7
S. alpina (1) 16 11 55 -
S. alpina (2) 33 27 13 -
S. alpina (3) 5 5 60 1
S. candicans 32 24 63 1
S. maximowiczii 12 2 100 -
S. pulchella (1) 45 40 40 -
S. pulchella (2) 42 33 52 -

S. riederi 22 9 22 -
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11. attéls. Dig§anas dinamika dazadu Saussurea sugu séklam.

10. tabula. Citokininu un MS makroelementu ietekme uz S. esthonica dzinumu proliferaciju péc 4
nedélu kultivésanas in vitro

MS makroelementu Citokinins Dzinumus veidojosie =~ Dzinumu skaits =~ Dzinumu garums

koncentracija (mgL™) eksplanti (%) no eksplanta (cm)
15 MS BAP 0.25 854+7.3 2.7+0.6 21+04
BAP 0.50 93.1 £33 35+£1.0 1.8+£0.2
BAP 0.75 99.4 £ 0.6 48+0.3 1.8+0.2
BAP 1.00 100.0 £ 0.0 53+0.2 1.4+0.3
kinetins 0.50 89.3+1.8 20+0.2 1.5+0.3
kinetins 1.00 82.7+23 24+04 1.8+0.3
kinetins 1.50 76.8 £10.8 20+0.5 1.4+£0.1
kinetins 2.00 63.4+133 22+0.6 1.6 £0.3
2-iP 0.25 23.8+17.7 1.5+04 33+£0.3
2-iP 0.50 26.6 £ 19.0 1.6 0.5 2.1+0.7
2-iP 0.75 51+2.6 0.7+0.3 1.0+ 0.0
2-iP 1.00 13.8 £9.2 1.1+0.1 1.8+0.3

0 0 0 0
1 MS BAP 0.25 95.7£2.7 23+03 26+04
BAP 0.50 90.3 £5.0 3.7+£09 2.1+0.03
BAP 0.75 100.0 £ 0.0 6.0+0.5 21+0.2
BAP 1.00 100.0 £ 0.0 6.8+0.3 1.5+0.1
kin 0.50 68.8 +£3.6 1.9+0.2 1.8+0.1
kinetins 1.00 87.5+4.6 24+05 20+0.2
kinetins 1.50 88.1 6.7 24+05 21+03
kinetins 2.00 76.3 £ 11.5 24+05 1.6 £ 0.1
2-iP 0.25 254+ 18.2 1.0+ 0.5 0.8+0.2
2-iP 0.50 23.5+20.5 1.0+ 0.5 20+0.6
2-iP 0.75 26.6 £ 15.0 09+0.5 1.3+0.3
2-iP 1.00 11.0x5.7 09+0.5 1.6+0.2
0 0 0 0
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atskiriba starp citokininu koncentracijam paradijas varianta ar 1 MS makrosaliem un BAP (p < 0.05).
Variantos ar dazadam makrosalu koncentracijam butiska atskiriba paradijas variantos ar 1 mg L™
BAP un makroelementu saliem %2 un 1 MS (p < 0.05). Dzinumu garums variéja starp 0.8 un 3.3 cm,
tomeér ne citokinina veids, ne koncentracija butiski neietekméja dzinumu stiep$anos. Paradijas tikai
tendence, ka BAP pievieno$ana barotnei varétu kavét dzinumu pagarinasanos.

Salidzinot dazadu citokininu ietekmi, batiskas atskiribas paradijas starp visiem trim lietotajiem
fitohormoniem gan jaunus dzinumus veidojoso eksplantu skaita, gan jauno dzinumu no eksplanta
skaita barotnés ar abam makroelementu salu koncentracijam. Neatkarigi no lietotas kinetina
koncentracijas, rezultats ipasi nemainijas, tomér, salidzinot ar BAP, ta efektivitate bija zemaka. 2-iP
nebija efektivs jaunu dzinumu veidos$anai (mazak neka 30% eksplantu veidoja jaunus dzinumus).

Saknes vislabak veidojas barotnés bez fitohormoniem un ar 2-iP (11. tabula). BAP inhibéja saknu
veidosanos. Mazak par 30% eksplantu veidoja saknes barotnés ar BAP un tas bija paresninatas un
isas. Jo lielaka bija lietota BAP koncentracija, jo mazak saknu novéroja. Butiskas bija atskiribas gan

saknes veidojo$o eksplantu skaita, gan saknu skaita no eksplanta visos variantos iznemot variantus ar

11. tabula. Citokininu un MS makroelementu ietekme uz S. esthonica saknu veidosanos péc 4 nedélu
kultivé$anas in vitro

MS makroelementu Citokinins Saknes veidojosie Eksplantu saknu
koncentracija (mgL™) eksplanti (%) skaits
5 MS BAP 0.25 30.1+9.8 1.4+0.3
BAP 0.50 27.3+10.7 1.2+0.1
BAP 0.75 16.5+9.0 1.1+£0.1
BAP 1.00 6.3+3.1 0.8+04
kinetins 0.50 36.9£5.6 23+04
kinetins 1.00 348+7.2 22+05
kinetins 1.50 433+ 14.2 1.9+0.3
kinetins 2.00 348+ 1.8 1.9+0.4
2-iP 0.25 81.5+6.0 29+0.6
2-iP 0.50 83.8+6.0 3.0+0.8
2-iP 0.75 82.5%2.6 26+03
2-iP 1.00 73.4%0.9 3.0+£0.3
0 87.2+5.0 3.1+0.2
1 MS BAP 0.25 34.7 £ 13.6 1.5+0.2
BAP 0.50 285+11.2 1.5+0.3
BAP 0.75 155+ 8.9 1.2+0.1
BAP 1.00 0 0
kinetins 0.50 50.6 £ 5.9 28+0.2
kinetins 1.00 52.5+20.7 2.0x+0.6
kinetins 1.50 63.1 +£10.7 2.1+0.1
kinetins 2.00 60.9+ 1.8 1.8+0.1
2-iP 0.25 88.0+2.9 27+£0.2
2-iP 0.50 87.4+3.2 27+£03
2-iP 0.75 64.7 £ 11.9 2406
2-iP 1.00 73.0 £ 9.6 28+04

0 87.4+3.2 29+0.1
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kinetinu un 2-iP ar 1MS makroelementu salu koncentraciju.

Pétijuma par citokininu ietekmi uz saknu morfologiju, izmantoja kinetinu un 2-iP. Ta ka variantos
ar BAP saknes veidojas maz un tas bija paresninatas, tad BAP ietekme talak netika pétita. Pétot
citokininu ietekmi uz saknu morfologiju (12. tabula), visi saknu parametri barotnés ar ¥» MS atskiras
variantos ar kinetinu un 2-iP. Savukart, lietojot makroelementu salus koncentracija 1MS, ar citokininu
apstradatiem augiem nebija butiskas atskiribas no kontroles. Novéroja, ka saknu vidéjais diametrs
variantos ar kinetinu mazliet samazinajas. Gan saknu garums, gan laukums samazinajas palielinot
citokininu koncentraciju. 2-iP lietojot koncentracija 0.25 mg L™! novéroja saknu skaita palielinadanos
un $§1koncentracija paradija labaku rezultatu neka kontrole. Saknu galinu skaits parada saknu zaro$anas
pakapi. Variantos ar 2-iP un variantos ar % MS saknu galinu skaits bija lielaks, lidz ar to var teikt, ka
52 MS veicina saknu zaro$anos, salidzinot ar pilnu MS makroelementu salu formulu, bet 2-iP palielina

saknu skaitu.

3.2. Ar fotosintezi saistito raditaju izmantosana fiziologiskajos pétijumos
3.2.1. Pétijumi dabiskos apstaklos
Lai noteiktu ar fotosintézi saistito parametru iesp&jamas S. esthonica vegetativo un generativo
augu atskiribas dazadas augSanas vietas, tris secigu vegetacijas sezonu laika veica hlorofila satura
un hlorofila a fluorescences nedestruktivos mérijumus abas Latvijas atradnés, ka ari divas Igaunijas
atradnés. Latvijas atradnés analizes veica tris reizes sezona 2009. gada un Cetras reizes sezona 2010.

un 2011. gada. Savukart, Igaunijas atradnés mérijjumus izdarija katra gada jalija no 2009. lidz 2011.

12. tabula. Citokininu un MS makroelementu ietekme uz S. esthonica saknu morfologiju péc 4 nedélu
kultivésanas in vitro

MS makroelementu Citokinins Saknu garums Saknu laukums Vidéjais Saknu galinu
koncentracija (mgL™) (cm) (cm?) diametrs (mm) skaits
5 MS kinetins 0.50 9.7+2.8 1.9+£0.6 0.6 £0.0 56+2.6
kinetins 1.00 8.7+3.7 1.6+ 0.7 0.6 £0.0 6.1 2.5
kinetins 1.50 73+42 1.4+0.8 0.6 £0.0 3.7+1.2
kinetins 2.00 6.0+1.1 1.2+0.1 0.7+0.1 36+0.2
2-iP 0.25 15423 30+04 0.7+0.0 10.3+1.3
2-iP 0.50 11.7+1.9 25+04 0.7+£0.0 8.0+£0.3
2-iP 0.75 125+ 0.7 2.7+0.2 0.7+0.0 8.0+ 0.6
2-iP 1.00 11.7 £ 0.8 25+0.2 0.7+0.0 7.7+1.4
0 13.7+2.3 2.7+0.5 0.7+0.1 89+17
1 MS kinetins 0.50 89+1.4 1.7+£0.2 0.6 £0.0 79+09
kinetins 1.00 74 +5.6 1.6 £1.2 0.7+0.0 55+1.9
kinetins 1.50 57+34 1.2+0.7 0.7 0.1 48+0.5
kinetins 2.00 34+0.1 0.9+0.0 0.7+0.0 4.6£0.0
2-iP 0.25 126 £ 1.5 25+0.3 0.7+0.0 7.0+1.1
2-iP 0.50 10.7+ 1.8 21+04 0.7+0.0 6.6 +£0.7
2-iP 0.75 11.1+£5.6 23+1.1 0.7+0.0 7.0+2.5
2-iP 1.00 8.7+47 1.8+£0.9 0.7+0.0 6.5+19

0 89+04 1.8+ 0.0 0.7+0.1 6.4+0.1
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gadam.

Kopuma hlorofila saturs lapas sezonas laika mainijas nedaudz, varéja novérot tendenci tam
samazinaties vegetacijas sezonas beigas, septembri (12. attéls). Statistiski butisks samazinajums bija
novérojums Ap$uciema atradné augosSajiem generativajiem augiem 2009. gada, ka ari, abu veidu
augiem $aja atradné 2010. un 2011. gada. Butiskas atskiribas starp generativo un vegetativo augu lapu
hlorofila saturu paradijas Popé augosajiem individiem, ar statistiski butiski augstaku hlorofila saturu
generativo individu lapas 2009. gada julija, augusta un septembri, 2010. gada — augusta un septembri,
bet 2011. gada - septembri. Bez tam, $adas atskiribas bija novérojamas 2009. gada Piarnu-Jaagupi
atradné un 2011. gada - abas Igaunijas atradnés.

Salidzinot atsevisku gadu mérijumus, lapu hlorofila saturs Latvijas atradnu augos mainijas
salidzino$i maz. Varéja novérot tendenci, ka 2009. gada bija viszemakais vidéjais hlorofila saturs
(iznemot generativos augus Popé), tas pieauga 2010. gada un saglabajas augsta limeni 2011. gada.
Turpreti, Parnu-Jagupi atradnes augiem 2010. un 2011. gada bija raksturigs zemaks lapu hlorofila
saturs neka 2009. gada.

Ta ka F /F_ samazinajuma pakape zem 0.8 raksturo augu nesena pagatné piedzivoto nelabveéligo
apstak]u ietekmi, péc §i raditaja var spriest par augu fiziologisko vitalitati. Parametra absolata lieluma
samazinajums lidz 0.7 2011. gada janija un augusta Popé liecinaja par nelabvéligu apstaklu ietekmi
(13. attéls). Salidzinot ziedoSus un neziedosus S. esthonica augus dazadas atradnés, varéja konstatét,
ka atgkiribas lielakoties bija nebatiskas, bet bija raksturiga tendence, ka vegetativajiem augiem F /F_
bija augstaks. Statistiski batiski augstaks F /F_ limenis vegetativajiem augiem bija novérojams 2010.
gada augusta Popé un septembri ApSuciema, ka ari, 2011. gada augusta Apsuciema. Augiem Igaunijas
atradneés F /F_ vértibas bija nedaudz augstakas vai ApSuciema augu atbilsto$o vértibu limeni.

Kompleksa fluorescences parametra Performance Index (PI), kas raksturo augu kopéjo
ﬁziologisko vitalitati, izmainas parédija lidzigas tendences ka F /F_ gadijumé, bet ar mazakam
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12. attels. Hlorofila satura sezonalas izmainas 2009. gada (A), 2010. gada (B),2011. gada (C) generativo
(G) un vegetativo (V) Saussurea esthonica augu lapas savvalas apstaklos dazadas atradnés.
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13. attels. Hlorofila fluorescences parametra F /F_ sezonalas izmainas 2009. gada (A), 2010. gada (B)
un 2011. gada (C) generativo (G) un vegetativo (V) Saussurea esthonica augu lapas savvalas apstaklos
dazadas atradnés.

gada sezonas laika nebija novérojamas krasas PI svarstibas, tad 2010. gada augusta un 2011. gada
no janija lidz augustam Ap$uciema augo$ajiem augiem $is raditajs butiski pieauga. Popes atradnes
augiem PI visas sezonas bija butiski zemaks neka Ap$uciema augiem. Atskiribas starp generativajiem
un vegetativajiem ipatniem nebija statistiski butiskas, iznemot 2010. gada augusta ApSuciema
un septembri ApSuciema un Popé, ka ari, 2011. gada Ap$uciema visa sezonas garuma. Salidzinot
Igaunijas atradnu augu PI datus varéja konstatét, ka 2009. un 2010. gada vitalitate bija butiski
augstaka Pdrnu-Jaagupi augiem, esot viena limeni ar ApSuciema augiem, bet 2011. gada ta butiski
neatskiras.

F /F, izmainas S. esthonica augu lapas bija lidzigas PI izmainam, bet ar batiski mazaku amplitadu
(15. attéls). Batiski augstaks F /F  limenis Ap$uciema augu lapas saglabajas visas sezonas garuma
2009. gada, 2010. gada tas bija vienads ar Popes augu F /F limeni, bet 2011. gada $ada atskiriba bija
raksturiga sezonas pirmaja pusé (junija un jalija), bet augusta un septembri tas bija novérojams
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14. attels. Hlorofila fluorescences parametra Performance Index sezonalas izmainas 2009. gada (A),
2010. gada (B) un 2011. gada (C) generativo (G) un vegetativo (V) Saussurea esthonica augu lapas
savvalas apstaklos dazadas atradnés.
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15. attels. Hlorofila fluorescences parametra F /F sezonalas izmainas 2009. gada (A), 2010. gada (B)
un 2011. gada (C) generativo (G) un vegetativo (V) Saussurea esthonica augu lapas savvalas apstaklos
dazadas atradnés.

paaugstinata limeni tikai vegetativajiem augiem. 2011. gada ApSuciema vegetativajiem augiem bija
visaugstakais parametra limenis, salidzinot ari ar citiem gadiem. Savukart, Igaunijas atradnes Parnu-
Jaagupi individiem F /F bija augstaks neka Kalevi augiem visas sezonas.

Ar1 aktivo reakcijas centru ipatsvaru raksturojo$a parametra RC/ABS izmainas bija lidzigas PI
un F /F izmainam (16. attéls). Novéroto izmainu amplittida bija lielaka neka F /F , bet mazaka neka
PI. Raksturigi, ka ApSuciema augiem RC/ABS bija augstaka limeni neka Popes augiem, bet Igaunijas
atradnu augiem RC/ABS bija tuvu ApSuciema augu limenim vai zem ta.

Salidzinosi nelielas atskiribas starp dazadu atradnu augiem varéja novérot attieciba uz
fluorescences parametru (l—Vj)/Vj, kas parada tumsas reakciju ietekmi uz PS II aktivitati (17. attéls).
Lai ari 2009. gada ApsSuciema atradnes augiem $is parametrs bija augstaks neka Popes augiem

visa sezonas garuma, 2010. gada tas bija raksturigi tikai jalija un augusta, bet 2011. gada — sezonas
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16. attéls. Hlorofila fluorescences parametra RC/ABS sezonalas izmainas 2009. gada (A),2010. gada (B)
un 2011. gada (C) generativo (G) un vegetativo (V) Saussurea esthonica augu lapas savvalas apstaklos
dazadas atradnés.
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17. attels. Hlorofila fluorescences parametra (l—Vj)/Vj sezonalas izmainas 2009. gada (A), 2010. gada
(B) un 2011. gada (C) generativo (G) un vegetativo (V) Saussurea esthonica augu lapas savvalas
apstaklos dazadas atradnés.

sakuma (vegetativajiem augiem - ari augusta).

Novéroja, ka ar PS II fotosintétisko aktivitati saistitie raditaji kopuma augstaki bija vegetativajos,
nevis generativajos augos, tomér $is at$kiribas nebija loti izteiktas. Krasakas atskiribas starp ar PS II
saistitajiem raditajiem paradijas augusta mérijumos, kas varétu but saistits ar generativo augu lapu
atraku noveco$anos.

Visu ar fotosistémas II aktivitati saistito raditaju pazeminata aktivitate Popé ir saistita ar nokri$nu
limeni, ka ari, iespé&jams, ir kompleksa mitruma un augsnes minerala sastava ietekmes izpausme.

Tadeé] turpmakajos eksperimentos kontrolétos apstaklos pétija So divu parametru ietekmi.

3.2.2. Augsnes mineralelementu satura ietekme uz fotosintezes raditajiem

Lai noskaidrotu, ka mainas S. esthonica augu aug$ana un fiziologiska vitalitate atkariba no augsnes
mineralelementu sastava, augus audzéja kontrolétos apstaklos substrata ar cetram atskirigam
mineralelementu kombinacijam. Kontroles varianta mineralvielu sastavs bija tada limeni, kas ir
optimals lielakajai dalai kultiraugu (pievienojot palielinatu kalcija daudzumu), 2. augsnes variants
(ApSuciems) bija lidzigs Apsuciema substratam ar paaugstinatu slapekla, dzelzs, mangana un séra
saturu, salidzinot ar 3. variantu (Pope), kas bija lidzigs substratam Popé. Savukart, 4. varianta (Pope
+) bija lielaks slapekla un séra saturs neka 3. varianta, tai pat laika slapekla saturs bija lidzigs 2.
varianta slapekla saturam un séra saturs bija aptuveni divas reizes mazaks neka 2. varianta.

Analizgjot lapu skaita izmainas dazadas augsnés redzams, ka lapu skaits krasi samazinajas
Ap$uciema augsné, savukart lielakais lapu skaits bija Pope + varianta augiem (18. attéls A). Si
likumsakariba paradijas ari attieciba uz vizuali novértéto augu vitalitati (18. attéls B). Kopuma
vértéjot morfologiskos raditajus eksperimenta beigas, augu attistibai vislabvéligaka bija uzlabota
Popes augsne (Pope +), kurai sekoja Popes augsne un kontroles augsne, bet ApSuciema augsne bija

vismazak labvéliga.
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18. attéls. Lapu daudzuma izmainas (A) un augu vizualais vitalitates izvértéjums (B) Saussurea
esthonica eksperimentos kontrolétos apstaklos ar dazada mineralvielu sastava substratiem.

Eksperimenta sakuma nelabvéliga ietekme uz lapu hlorofila saturu bija vérojama Popes augsnes
varianta augiem, bet vélaka laika tas saglabajas vidéja limeni (19. attéls A). ApSuciema augsnes
varianta lapu hlorofila saturs eksperimenta laika nemainijas, bet uzlabotas Popes augsnes varianta
varéja novérot stabilu lapu hlorofila satura pieaugumu visa eksperimenta laika. Savukart, viszemakais
hlorofila saturs bija raksturigs kontroles augiem.

Pretéji lapu hlorofila saturam, kas paradija butiskas atskiribas starp eksperimenta variantu
augiem, hlorofila a fluorescences raditaji eksperimenta sakuma mainijas salidzinosi maz (19. attéls).
Vienigais, PI (19. attéls B) un RC/ABS (19. attéls D) augiem Popes augsné paradija nelielu, bet
batisku samazinajumu lidz 3. eksperimenta nedélai. Talakaja perioda (no 4. lidz 6. nedélai) varéja
novérot lielakas atskiribas starp eksperimentalajiem variantiem. Butiski, ka izmainas bija atskirigas
dazadiem fluorescences parametriem — PI un RC/ABS no vienas puses, un F /F_un F /F no otras,
mainijas 1idzigi. PI un RC/ABS stabili pieauga Pope + varianta, bet salidzinosi vélaks pieaugums
bija novérojams Popes varianta. Savukart, kontroles un Apsuciema variantu augiem $ie parametri
samazinajas lidz 11. nedélai ar tendenci tiem atjaunoties 13. nedéla. F /F_un F /F  perioda no 5. lidz
8. nedélai bija visaugstakie Pope + augiem, un secigi samazinajas Popes, ApSuciema un kontroles
varianta. Sakot ar 9. nedélu, $ie parametri izlidzinajas visiem variantiem, iznemot ApsSuciema
variantu, kur bija novérojams izteikts samazinajums lidz 11. nedélai ar atjaunosanos 13. nedéla.

Interesanti, ka PI absolatas vértibas eksperimenta beigu stadija (13. nedéla; 19. attéls B) atbilda
vizuala augu vitalitates izvértéjuma vértibam (18. attéls B). Ta ka $ie rezultati bija pretruna
novérojumam, ka tie$i Popé ir viszemakie fiziologiskas vitalitates raditaji, iekartoja eksperimentu

mitruma rezima ietekmes parbaudei.
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19. attéls. Hlorofila satura (A) un hlorofila a fluorescences parametru PI (B), F /F_(C), RC/ABS (D)
un F /F  (E) izmainas Saussurea esthonica eksperimentos kontrolétos apstaklos ar dazada mineralvielu
sastava substratiem.

3.2.3. Mitruma ietekme uz fotosintezes raditajiem
Lai noteiktu dazada augsnes mitruma ietekmi uz S. esthonica augsanu un fotosintézes raditajiem,
izveléjas to augsnes mineralelelementu sastavu, kas atbilstosaja eksperimenta uzradija vispozitivako
ietekmi uz augu attistibu un fluorescences raditajiem, augsni Pope +. Atbilstosi priek§méginajumu
rezultatiem, visa eksperimenta laika nodrosinaja cetrus mitruma rezimus, ko nosaciti apziméja ka
»optimalais“ (100%), ,sausums” (90%), ,palielinats mitrums“ (150%) un ,appladusi augsne® (200%).
Saja pétijuma bija izslégta dazada mitruma nodro$inajuma ietekme uz ex vitro augu aklimatizaciju,

jo lidz eksperimenta sakumam augus uzturéja optimala augsnes mitruma apstaklos.
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Attieciba uz lapu skaita izmainam, visoptimalakais bija palielinata mitruma reZims, pie kura
varéja noveérot stabilu lapu daudzuma palielinasanos visa eksperimenta gaita (20. attéls A). Lapu
skaita butisks pieaugums bija novérojams ari appladusa augsné (200%) augosajiem S. esthonica
augiem, bet to daudzums talak nemainijas sakot ar 6. nedélu. Butisks lapu skaita pieaugums nebija
novérojams ,optimala“ varianta (100%) augiem, bet sausuma apstaklos sakot ar 6. nedélu bija
vérojama pakapeniska lapu skaita samazinasanas.

Ari vizuali noteiktie vitalitates raditaji eksperimenta gaita mainijas lidzigi lapu daudzuma
izmainam - stabils augu vitalitates pieaugums bija novérojams augsné ar palielinatu mitrumu lidz
pat 6. nedélai un tad tas saglabajas augsta limeni (20. attéls B). Ari appladusa augsné augosajiem
augiem vitalitate nedaudz pieauga eksperimenta sakuma un tad saglabajas stabila limeni, bet
kontroles un sausuma apstaklos ta batiski samazinajas lidz 9. nedélai.

Butiski, ka augiem, kas auga appludinata augsné, péc 4 nedélu audzésanas vizuali varéja novérot
violetu plankumu veido$anos starp dzislam, ka ari, vélaka perioda, hlorozi, paradot iespéjamu
metabolisma traucéjumu sekas.

Pirmajas sesas nedélas stabili nemainigs lapu hlorofila limenis saglabajas paaugstinata mitruma
(150%) un appladusajiem (200%) augiem, bet optimala mitruma rezima (100%) novéroja nelielu
samazinajumu 3. un 4. nedéla, kam sekoja pieaugums (21. attéls A). Savukart, sausa augsné (90%)
augosajiem augiem bija raksturigs stabils lapu hlorofila satura samazinajums lidz 6. nedélai. Sakot
ar 7. nedélu, 100% un 150% mitruma augiem bija novérojams vienads un stabils hlorofila satura
pieaugums lidz pat eksperimenta beigam. Pretéji tam, 200% mitruma augiem péc strauja krituma
no 6. 1idz 7. nedélai hlorofila saturs saglabajas stabila limeni. Kontroles augiem taja pat laika lidz 8.

nedélai noveéroja hlorofila pieaugumu lidz 200% augu limenim.
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21. attéls. Hlorofila satura (A) un hlorofila a fluorescences parametru Performance Index (B), F /F_
(C), RC/ABS (D) un F /F (E) izmainas Saussurea esthonica eksperimentos kontrolétos apstaklos ar
dazadiem mitruma rezimiem.

Performance Index samazinajas visos eksperimentalajos variantos lidz 3. nedélai, bet
samazinajuma intensitate bija atskiriga dazadiem mitruma nodrosinajuma variantiem (21. attéls B).
Talaka laika sekoja parametra pieaugums un variantiem ar viszemako samazinajuma limeni (100
un 150%) bija ilgstosaks pieaugums (lidz 9. nedélai) neka variantiem ar vislielako samazinajuma
limeni (90 un 200%), kuriem tas bija tikai 1idz 6. vai 7. nedélai. Lidzigi Performance Index, ari RC/
ABS samazinajas lidz 3. nedélai, bet samazinajums bija salidzinos$i mazaks (21. attéls D). Savukart,
sekojosais parametra pieaugums sakotnéji bija mazak izteikts 100% varianta un stiprak izteikts
200% varianta, izraisot $o variantu atskiribu islaicigu izlidzinaganos. Eksperimenta beigas 100 un

150% mitruma nodro$indjuma varianti bija ar ievérojami augstaku RC/ABS limeni neka 200 un 90%
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varianti.

Parsteidzodi, ka visaugstakais F /F_ limenis eksperimenta sakuma posma (lidz 4. nedélai) bija 90%
mitruma nodro$inajuma varianta augiem, bet neliels samazinajums bija vérojams visiem paréjiem
variantiem (21. attéls C). Vidus posma palielinajas visu mitruma variantu augu F /F_, iznemot 100%
variantu, bet 200% varianta limenis lidz eksperimenta beigam nokritas lidz 100% varianta augu
limenim. Savukart, 90% varianta ari bija novérojums kritums, bet 150% varianta F /F_ saglabajas
konstanta limeni lidz pat eksperimenta beigam. Lidzigas, bet mazak izteiktas izmainas eksperimenta
gaita noveéroja attieciba uz F /F . Lidz ar to, péc F /F_un F /F izmainam varéja secinat, ka vislabakaja
stavokli bija augi 150% mitruma nodro$indjuma varianta, kam sekoja 90% varianta augi, bet 100 un

200% variantu augiem bija viszemakais §o parametru limenis.

3.3. Seklu digtspeja

Savvala ievaktu S. esthonica séklu garums variéja no 2 lidz 5 mm (22. attéls). Visvairak bija 4 mm
séklu, bet 3 mm un 5 mm séklas bija vienada daudzuma. Mazo séklu (2 mm) daudzums bija neliels
un tas bija nedigsto$as. Vizuali novértéjot, 44% no 3 lidz 5 mm garuma séklam bija tuksas.

Séklu digtspéja tumsa 22 °C temperatira bija atkariga no to garuma. Séklas, kuru garums bija 2
mm, bija nedigstosas. Digtspéja butiski palielinajas, pieaugot séklu garumam, tomér ari vislielako
seéklu (5 mm) digtspéja bija tikai 46% (23. attéls).

Séklu digsanu ietekméja gan apstrade ar giberelskabi (dazadas koncentracijas), gan séklu izmeérs
(23. attéls). Mazako séklu digsanas veicina$anai nepiecieSsama zemaka GA, koncentracija bija 10~
M, bet vidéja un lielaka izméra seklam maksimalais digtsp&ju veicinogais efekts bija zemakaja GA,
koncentracija (10* M). Talaka koncentracijas palielina$anas samazinaja apstrades stimuléjoso
ietekmi. Savukart, séklu apstrade ar KNO, bitiski veicinaja digtspéju tikai lielaka garuma (5 mm)

seklam.

4mm
51%

22. attels. Dazada garuma Saussurea esthonica séklu relativais daudzums.
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23. attéls. Saussurea esthonica séklu digtspéja atkariba no séklu garuma un apstrades veida. Séklu
digtspéja uzskaitita no 30 dienas sadiguso séklu kopskaita.

Apgaismojuma un aukstas stratifikacijas ietekmi uz dig§anu kombinacija ar aktivo vielu ietekmi

parbaudija ar 4 mm garuma séklam. Auksta stratifikacija nedaudz veicinaja séklu digtspéju tikai

tumsa, bet mainigos gaismas/tumsas apstaklos $ai apstradei bija butisks inhib&joss efekts (24.

attéls). Iepriekséja stratifikacija veicinaja digtspéju tumsa séklam, kas apstradatas ar GA, vidéja

un augstakaja koncentracija (10 un 10 M), bet ne zemakaja koncentracija. Ari KNO, veicinaja

digtspéju ieprieks stratificétam séklam, bet butiski nepaaugstinaja to 17 °C apstaklos uzglabatam

seklam. Fotoperioda apstaklos diedzétam séklam dazadu GA, koncentraciju veicinosa ietekme uz
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24. attéls. Saussurea esthonica 4 mm garuma séklu digtspéja atkariba no séklu prieksapstrades,
apgaismojuma un apstrades veida. Séklu digtspéja uzskaitita no 30 dienas sadiguso séklu kopskaita.
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digtspéju bija tada pati, ka tumsa diedzétam, tacu iepriekséja auksta stratifikacija nemainija GA,
ietekmi. Salidzinot GA ietekmi 17 °C apstaklos uzglabatam séklam, varéja konstateét, ka fotoperioda
apstaklos diedzétam seklam GA, ietekme bija izteiktaka, iznemot zemako (10~* M) koncentraciju.

Salidzinot séklu digsanas dinamikas dazados apstaklos un ar vai bez priek$apstrades, konstatéja,
ka dig8anas ilgums variéja starp 3 un 21 dienu ar maksimumu 4 lidz 7 dienas (25. attéls). Lielaka dala
seéklu uzdiga 14 dienu laika. Tikai 2% séklu diga 14 lidz 21 dienu.

Tumsas apstaklos diedzétam ieprieks stratificetam séklam izmantota GA, koncentracija
neietekméja dig$anas atrumu, mainijas tikai kopéjais sadiguso séklu skaits (25. attéls A). Turpreti,
tumsa bez iepriekséjas stratifikacijas augstaku GA, koncentraciju klatbitné samazinajas gan digsanas
atrums, gan kopéjais uzdiguso séklu skaits (25. attéls B). Fotoperioda apstaklos diedzétam séklam $1
atSkiriba sadiguso séklu skaita nebija novérojama (25. attéls C un D). Tatad, stratifikacija palielinaja
ar GA, apstradato séklu diganas atrumu diedzéjot gan tumsa, gan fotoperioda apstak]os.

Interesanti, ka fotoperioda apstaklos iepriekséja auksta stratifikacija izmainija séklu digSanas
dinamikas raksturu KNO, klatbiitné, bet neietekméja kopéjo sadiguso séklu skaitu - digSanas atrums
bija lielaks stratificétam séklam un tas atrak sadiga (20. attéls C), bet bez stratifikacijas dig$ana
bija izteikti pakapeniska (25. attéls D). Tumsa KNO, veicinaja stratificétu séklu dig$anu, palielinot
dig$anas atrumu, bet ne dig$anas laiku (25. attéls A), salidzinot ar nestratificétam séklam (25. attéls
B), jo abos gadijumos galéjais sadiguso séklu skaits tika sasniegts 7 dienu laika.

Dala no séklam (19.5%), kas neuzdiga viena ménesa laika, tika noveértétas ka nedigstosas (séklas
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25. attels. Saussurea esthonica 4 mm séklu frakcijas dig§anas dinamika 22 °C tumsa péc prieksapstrades
ar stratifikaciju 1 ménesi 4 °C (A), 22 °C tumsa bez prieksapstrades (B), 22 °C gaisma/tumsa 16/8 h péc
prieksapstrades ar stratifikaciju 1 ménesi 4 °C (C), 22 °C gaisma/tumsa 16/8 h bez prieksapstrades (D).
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iek$pusé novéroja baltu digli), paréjas bija nedzivas, jo saka pelét, bet ieks$éjie audi bija melni. Lielaka
dala no nedigstoSajam séklam bija diedzétas KNO, (71%) vai H,O (17.8%) klatbiitné. Péc sekojosas

skarifikacijas tas uzdiga 2 lidz 5 dienu laika.

3.4. Vegetativas vairosanas potencials

Vegetativas vairo$anas potencialu noteica, analizéjot veidoto dzinumu skaitu péc parziemosanas
otraja un tre$aja vegetacijas sezona. Pirmaja gada péc parziemos$anas viens augs vidéji veidoja 5
atseviskus dzinumus (13. tabula). Tomér, tris no augiem veidoja tikai pa vienam dzinumam. Otraja
gada vidgjais dzinumu skaits bija 1.22 reizes lielaks (13. tabula). Pirmaja gada péc parziemosanas
ziedoSos dzinumus novéroja 4 augiem, pie kam diviem no tiem novéroja divus ziedkatus katram.
Otraja gada atkartoti ziedéja tikai viens augs, paréjie ziedosie bija tadi, kas iepriekséja gada neziedéja.

Lai noskaidrotu, ar kadu struktaru starpniecibu S. esthonica vairojas vegetativi un kads ir tas
iespéjamais potencials, divus augus iznéma no vegetacijas traukiem un novértéja. Konstatéja, ka
veidojas divu veidu dzinumi - vertikali orientéti adventivie dzinumi tuvu galvenajam dzinumam
no auga saknu centra un daléji horizontali orientéti apak§zemes atzari ar dzinumiem attalinati no
galvena dzinuma, veidojot stoloniem lidzigas struktaras (26. attéls). Jauno dzinumu atdali§anos no

galvena dzinuma nenovéroja.

13. tabula. Vidéjais dzinumu skaits un generativo dzinumu skaits vienam Saussurea esthonica augam
péc augu parziemoSanas 2011. un 2012. gada

Gads Vidéjais dzinumu skaits Ziedo$o dzinumu skaits
2011. 5.00 £ 1.30 0.60 £ 0.27
2012. 6.10 £ 0.56 0.50 £ 0.08

26. attéls. Saussurea esthonica vegetativas vairo$anas formas: pie matesauga pamatnes veidojosies
adventivie dzinumi (A), izplatiba ar sakneniem (B).
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3.5. Molekulari genétiska izpete
3.5.1. Daudzveidiba Latvijas populacijas

Saussurea esthonica Latvijas populacijas genétisko daudzveidibu analizéja ar iPBS un AFLP
metodém. iPBS analizé pieci praimeri kopuma producéja (uzradija) 67 DNS fragmentus. Cetrus
unikalus fragmentus konstatéja Ap$uciema populacija. Saja populacija bija ari nedaudz augstaka
sagaidama heterozigotate (0.30) neka Popes populacija (0.29).

Ar AFLP analizi ieguva 208 DNS fragmentus. Ari ar $o analizi augstaka sagaidama heterozigotate
bija ApSuciema populacija (0.32), ka ari bija 5 unikali fragmenti. Popes populacija attiecigi
sagaidama heterozigotate bija 0.3 un bija 2 unikali fragmenti. Vizualizéjot rezultatus pamata
koordinatu sistéma, katras populacijas individi izvietojas atseviski (27. attéls).

Analizéjot genétisko daudzveidibu starp populacijam un populaciju ieksiené, abas izmantotas
metodes uzradija daudzveidibu gan starp populacijam, gan to ieksiené (28. attéls). Ar iPBS analizi
starp populacijam bija 11% daudzveidibas, savukart, populaciju ieksiené — 89%. Analizéjot ar AFLP

metodi, starp populacijam bija 3% daudzveidibas, bet populaciju ieksiené — 97%.
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27. atteéls. Uz Saussurea esthonica Latvijas populaciju iPBS analizi balstita pamata koordinatu analize

starp starp
populacijam populacijam
11% 3%
populaciju populaciju
icksieng iekSiené

89% A 97% B

28. attels. Genétiskas daudzveidibas sadalijums Saussurea esthonica Latvijas populacijas ar iPBS analizi
(A) un ar AFLP metodi (B).
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Unikalo fragmentu skaits, sagaidama heterozigotate un polimorfo lokusu skaits, kas ir galvenie
genétiskas daudzveidibas raditaji, redzami 14. tabula.
Uz AFLP datiem balstitaja dendrogramma S. esthonica individi izveidoja tris grupas — ApSuciema,

Apsuciema-Popes un Popes (29. attéls).

3.5.2. Daudzveidiba starp populacijam Latvija un lgaunija
Ta ka analizéjot daudzveidibu starp populacijam Latvija, iPBS metode uzradija lielaku

daudzveidibu starp populacijam, tad $o metodi izmantoja daudzveidibas analizei starp Latvijas

14. tabula. Saussurea esthonica Latvijas populaciju genétiskajas analizés atrastais unikalo fragmentu
skaits, sagaidama heterozigotate un polimorfo lokusu skaits

Parametrs ApSuciems Pope
iPBS AFLP iPBS AFLP
Fragmentu skaits 67 206 63 203
Fragmentu skaits (> 5%) 66 206 63 8203
Unikalo fragmentu skaits 4 5 0 2
Vidéja sagaidama heterozigotate ~ 0.297 0.324 0.251 0.303
Polimorfie lokusi (%) 82.09 95.67 73.13 93.75
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29. attels. Neighbour-joining klasteru analize, pamatojoties uz iegutajiem Saussurea esthonica Latvijas
populaciju AFLP analizes datiem.
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un Igaunijas populacijam. Izmantoja neiezimétos un iezimétos PBS markierus. Analizé ar
neiezimétajiem PBS markieriem rezultatus vizualizéja agarozes géla un izveidojas 51 DNS fragmenta
josla. Ar iezimétajiem PBS markieriem analizes veica genétiskaja analizatora (sekvenatora)
izmantojot GeneMapper v4.0 programmu, un ieguva 365 fragmentus. Tos talak analizéjot, noteica
daudzveidibu starp populacijam, populaciju ieksiené un starp regioniem. Lielaka daudzveidiba bija
vérojama populaciju ieksiené, daudzveidiba starp populacijam bija neliela (3 lidz 5%), salidzinosi
lielaka daudzveidiba bija starp regioniem (Latvija un Igaunija) (10 lidz 13%) (30. attéls). Salidzinot
abas metodes, atskiribas starp tam bija salidzinos$i nelielas.

Informacija par unikalo fragmentu skaitu, sagaidamo heterozigotati un polimorfo lokusu skaitu
apkopota 15. tabula.

Populaciju ipatnu sadalijjums pamata koordinatu sistéma parada, ka abu populaciju diferenciacija
Latvija un Igaunija bija neliela (31. attéls). Neatkarigi no lietotas metodes, Latvijas populacijas veidoja
vienu klasteri un Igaunijas populacijas - otru, t.i., atskiriba starp regioniem bija izteiktakas (31.
attéls).

Nei genétiskas distances starp Latvijas populacijam bija 0.062 un 0.003 ar neiezimétajiem un

iezimétajiem iPBS markieriem, starp populacijam Igaunija attiecigi — 0.041 un 0.002. Atskiribas

starp starp
regioniem regioniem stalp‘
10% 3%~ populacijam

\ starp 3%
populacijam

5%

30. attels. Genétiska daudzveidiba Saussurea esthonica Latvijas un Igaunijas populaciju ieksiené un
starp populacijam ar neiezimétajiem PBS markieriem (A), ar iezimétajiem PBS markieriem (B).

15. tabula. Saussurea esthonica Latvijas un Igaunijas populaciju genétiskajas analizés atrastais unikalo
fragmentu skaits, sagaidama heterozigotate un polimorfo lokusu skaits, analizéjot ar neiezimétajiem
(N-PBS) un iezimétajiem (I-PBS) PBS markieriem

Parametrs Parnu-Jaagupi Kalevi Apsuciems Pope
N-PBS I-PBS N-PBS I-PBS N-PBS I-PBS N-PBS I-PBS
Fragmentu skaits 43 152 41 130 50 222 47 226
Fragmentu skaits (= 5%) 41 127 37 87 49 145 47 151
Unikalo fragmentu skaits 0 28 0 22 1 50 0 48

Vidéja sagaidama heterozigotate 0.231 0.051 0219 0.041 0279 0.078 0.236  0.077
Polimorfie lokusi (%) 76.4 41.64 72,55  35.62 7843 60.82  68.63 61.92
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31. attéls. Latvijas un Igaunijas Saussurea esthonica populaciju ipatnu sadalijums koordinatu sistéma
ar neiezimétajiem PBS markieriem (A), ar iezimétajiem PBS markieriem (B).

iegutajos rezultatos skaidrojamas ar atskirigo iegato fragmentu skaitu ar katru no metodém. Tomér

starp Igaunijas populacijam Nei genétiskas distances bija mazakas neka starp Latvijas populacijam.

3.5.3. Dazadu Saussurea sugu salidzinajums
3.5.3.1.ITS sekvenésana

Saussurea sugu salidzinasanai izmantoja ITS un iezimétos PBS markierus. Kopuma ieguva ITS
sekvences no 9 Saussurea sugu 45 individiem (16. tabula).

Zemas kvalitates sekvences neanalizéja, lidz ar to, analizéjamas sekvences bija aptuveni 486
nukleotidu garas. Tas atrodamas NCBI sekvencu datubazé ar numuriem no JN808226 lidz
JN808270. Identificéja septinas viena nukleotida insercijas vai delécijas. No 486 analizétajiem
nukleotidiem 150 bija mainigi, un no tiem 49 bija vairak neka viena sekvencg, turpretim 101 bija
singletoni (atradas tikai viena sekvencé). Lielaka dala singletonu atradas viena sekvencé, ko ieguva
no S. pygmaea (90 vietas). Septinas singletonu vietas atrada viena no divam S. maximowiczii
sekvencém. Izmantojot katras sugas sekvences, aprékinaja genétisko distanci (p-distance metode)
starp sugam un izmantojot Neighbour-joining metodi konstruéja dendrogrammu (32. attéls).

Filogenézé S. alpina, S. esthonica un S. discolor sagrupéjas viena klasteri, mazliet atstatus izvietojas
S. riederi un S. maximowiczii. Savukart, S. pulchella, S. albescens un S. candicans veidoja atsevisku

klasteri, bet S. pygmaea atradas atseviski no paréjam sugam.

16. tabula. Ar ITS un PBS DNS markieriem analizéto dazadu Saussurea sugu individu skaits

Parametrs ITS sekvenésana Ar iPBS metodi
S. esthonica (4 populacijas) 13 50
S. riederi 2 2
S. discolor 6 9
S. alpina (3 populacijas) 8 7
S. pulchella (2 populacijas) 7 28
S. candicans 2 2
S. albescens 4 11
S. maximowiczii 2 2
S. pygmaea 1 1
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32. attéls. Neighbour-joining dendrogramma, kas veidota, izmantojot genétiskas distances, iegiitas péc
ITS sekvencu datiem Saussurea dazadu sugu genétiskaja analizé.

3.5.3.2.iPBS markieru analize

Kopuma analizéja devinu sugu 112 individus (13. tabula). Atkariba no uzdigu$o augu skaita,
analizéto individu skaits variéja no viena (S. pygmaea) lidz 28 (S. pulchella). Ar $o metodi ieguva
253 informativus DNS fragmentus. Fragmentu skaits katrai sugai koreléja ar analizéjamo individu
skaitu (Spearman’s rank correlation rs — 0.93, p < 0.01). Tas norada, ka genétiskas daudzveidibas
limenis sugas ieksiené, ko detekté iPBS markieri, ir augsts. Tas paradas ari AMOVAs rezultatos
(iznemot S. pygmaea, kurai analizéja tikai vienu individu): genétiska daudzveidiba sugas ieksiené bija
84%, 16% starp sugam (p < 0.001). AMOVA analizg, salidzinot ITS sekvencu datus, 26% genétiskas
daudzveidibas atrada sugu ieksiené, 74% starp sugam (p < 0.001). Filogenétiskais koks, kuru ieguva

analizéjot iPBS markieru datus, bija lidzigs ar ITS markieriem iegtitajam (33. attéls).

3.5.3.3. §. esthonica taksonomiska radnieciba ar S. alpina un S. discolor

Lai labak izpétitu S. esthonica taksonomisko statusu, veica talaku filogenétisko analizi izmantojot
tris sugu - S. esthonica, S. alpina un S. discolor individus. Konstruéja Neighbour-joining filogenétisko
koku, izmantojot p-distance genétisko distanci starp individiem (34. attéls). Lai ari vérojamas dazas
atkapes, pieméram, [S. esthonica 2 (EST2) un S. esthonica 5 (EST2)], vairums individu veidoja
klasterus atbilsto$i sugam un populacijam. Interesants reultats bija tas, ka S. alpina Austrijas
populacija veidoja klasteri ar S. discolor (sekvences bija identiskas), kas ari ir no Austrijas. Savukart,
S. alpina Italijas un Norvégijas populacijas veidoja klasteri ar S. esthonica individiem (sekvences bija
identiskas). Atskiribas starp pétitajam populacijam Latvija un Igaunija $aja analizé nenovéroja.

Lai pétitu S. esthonica radniecibu ar citam Saussurea sugam, izmantoja ITS regionu sekvenésanu
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S.riederi

S.esthonica

S.discolor
S.alpina
S.pulchella

S.candicans
S.albescens

S.maximowiczii

S.pygmaea

0.01

33. attels. Neighbour-joining dendrogramma, kas veidota, izmantojot genétiskas distances, iegiitas péc
iPBS sekvenc¢u datiem Saussurea dazadu sugu genétiskaja analizeé.

S.esthonica 5 (ESTI)
S.esthonica 2 (LV2)
S.esthonica 4 (ESTI)
S.esthonica 1 (ESTI)
S.esthonica 4 (EST2)
S.esthonica 6 (LV1)
60 | S-esthonica 5 (LV1)
S.esthonica 3 (LV1)
S.esthonica 2 (LV1)
S.alpina 2 (Norway)
68 S.alpina I (Norway)

S.alpina 2 (Italy)
S.alpina 1 (Italy)
S.esthonica 1 (EST2)
L— S.esthonica 7 (LV1)

S.esthonica 5 (EST2)
S.alpina 1 (Austria)
S.alpina 2 (Austria)

70 S.alpina 3 (Austria)

S.alpina 4 (Austria)

S.discolor 1 (Austria)
S.discolor 2 (Austria)
S.discolor 3 (Austria)
S.discolor 4 (Austria)
S.discolor 5 (Austria)
S.discolor 6 (Austria)

7

-

S.esthonica 2 (EST2)

0.002

34. attéls. S. esthonica, S. alpina un S. discolor Neighbour-joining dendrogramma izmantojot genétiskas
distances, kas iegatas ITS analizé. Skaitli zem zariem ir bootstrap limeni (%) (1000 bootstraps). LV 1
— ApSuciema populacija, LV 2 - Popes populacija, EST 1 - Parnu-Jaagupi populacija, EST 2 - Kalevi
populacija.
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un iPBS markieru analizi, kas apskata (péta) atskirigus genoma rajonus. ITS regions ir konservativs
un tiek plasi izmantots filogenézes pétijumos, savukart iPBS tehnika ir jauna (Kalendar et al. 2010)
un ta balstas uz variablajiem un nestabilajiem genoma komponentiem - retrotranspozoniem.
Atskiribas starp abam metodém paradas rezultatos, tomér neatkarigi no $§im atskiribam, filogenétiska
radnieciba ar abam markieru metodém atklaj lidzigus rezultatus: S. esthonica veido klasteri ar S.
alpina un §S. discolor, savukart, S. pygmaea ir loti atskiriga no paréjam analizétajam Eiropas sugam.
Tomeér, ta ka bija pieejams tikai viens analizéjamais individs, tad, lai precizétu rezultatu, butu

nepiecieSama vairaku individu analize.
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4, Diskusija

4.1. In vitro kulturas sugu saglabasanai ex situ

Aizsargajamos augus saglaba gan dabiskajas augSanas vietas (in situ), gan arpus tam (ex situ).
Lai nodrosinatu ex situ saglabasanu, augus iespéjams uzturét un pavairot audu kultara (in vitro).
Literatiira minéta informacija par ex situ kolekciju veido$anu, izmantojot in vitro kultaras (Holobiuc,
Blindu 2007; Paunescu 2009). Biezi augus no in vitro kolekcijam izmanto talak reintrodukcijai
dabiska areala robezas (Edson et al. 1997). Galvenais uzsvars aizsargajamo augu pavairo$anai
audu kultaras tiek likts uz optimalu in vitro protokola izstradi katrai sugai, nelietojot parmeérigas
fitohormonu koncentracijas. Eksplanta izvéle (séklas vai dzinumi) ir batisks prieksnoteikums
veiksmigas in vitro kultiras izveidei. Ta ka S. esthonica in vitro kultaras ieguve no dzinumiem ir
problematiska augsta inficétibas riska dél (Gailite ef al. 2010) un no arvalstu botaniskajiem darziem
varéja sanemt séklas, tad arzemju paraugu in vitro kultaras uzsaksanai ka eksplantus izmantoja
seklas. Japiebilst, ka vairuma gadijumu nebija zinams séklu ieguves laiks un uzglabasanas apstakli.

Ka zinams, citokinini veicina séklu digtspéju. Kinetins veicina digtspéju halofitiem, kuriem
miera periodu rada paaugstinata salu koncentracija (Khan, Ungar 1997; Khan et al. 2004). Tas
palidz neitralizét abscizskabes izraisito digtspé&jas inhibésanu (Khan 1968). Saussurea sugu séklas
diedzgja barotnés ar un bez kinetina, lai izvértétu kinetina ietekmi. Séklas diedzéjot gan bezhormonu
barotné, gan ar kinetinu, liela atskiriba starp variantiem neparadijas (kinetina ietekme bija maza,
lidz 2%). Iespé&jams, tas saistits ar salidzinosi zemo kinetina koncentraciju baroné, jo, lietojot lielakas
koncentracijas Lotus corniculatus diedzésanai, digtspéja palielinajas par 5 lidz 30%, tomér iegutais
rezultats bija atkarigs gan no séklu ievaksanas gada, gan kinetina koncentracijas (0.08, 0.22, 0.35, 0.8,
2.2, 3.5 uM) (Nikoli¢ et al. 2006). Vairums eksperimenta séklu uzdiga tris nedélu laika. Literatara
atrodami dati tikai par Saussurea lappa digSsanu in vitro apstaklos (Arora, Bhojwani 1989) un
noskaidrots, ka séklas uzdigst 3-4 dienu laika MS pamatbarotné 25 °C. Klasiskaja digtspéjas testa
laboratorijas apstaklos Saussurea costus uzdigst tris lidz 21 dienu laika (Sharma et al. 2006).

In vitro kultiru uzturésanai plasi izmanto dazadus augsanas regulatorus. Ta ka S. esthonica labi
apsaknojas bezhormonu barotné, tad darba neapskatija auksinu ietekmi uz saknu veido$anos;
savukart, bez citokininiem nav iespéjama $i auga proliferacija. legitie rezultati paradija, ka labako

proliferaciju iegust, barotnei pievienojot BAP. Joshi, Dhar (2003) secinajusi, ka BAP izmanto$ana



68 A. Gailite

S. obvallata pavairo$anai ir labaka par kinetinu, bet, inducéjot dzinumus no kallusa kultaras,
proliferacijas barotnei pievieno gan kinetinu, gan naftiletikskabi. Si pétijuma rezultati rada, ka
kinetins lietotajas koncentracijas veicina saknu veido$anos un zemakajas koncentracijas ari saknu
aug$anu garuma. Citokinins 2-iP 0.25 mg L' veicinaja saknu veido$anos, bet lielakas koncentracijas
saknu garums un laukums samazinajas. Chuenboonngarm et al. (2001) parbaudijis, ka Gardenia
jasminoides proliferacijai lietojot 2.5 lidz 10 mg L™ 2-iP iegtst dazus dzinumus (1 lidz 5), bet $adas
koncentracijas izsauc somaklonalas izmainas. Izmantojot 2-iP desmit reizu mazaka koncentracija,
neizdevas panakt S. esthonica proliferaciju, tacu nenovéroja ari somaklonalas izmainas. Ari citi
autori uzskata, ka reto augu saglabasanai in vitro ir svarigi izmantot minimali optimalas augsanas
regulatoru devas, lai izvairitos no somaklonalajam izmainam; kaut ari, atseviskos gadijumos tiesi
somaklonalo izmainu inducé$anai varétu but pozitivs efekts genétiskas daudzveidibas palielinasanas
konteksta (Fay 1992; Paunescu 2009).

Pavairo$anai optimalakais citokinins bija BAP, bet kinetins un 2-iP maz ietekméja S. esthonica
proliferaciju. Tomér 2-iP var izmantot augsanas un apsaknosanas veicinasanai. Galvena uzmaniba
japievér$ adekvatam, bet ne parmérigam augsanas regulatoru koncentracijam.
genétisko daudzveidibu, lidz ar to, séklu banka varétu bt optimalaks risinajums saglabasanai. Taja
pat laika, séklas uzglabajot ilgstosi, nepieciesams periodisks monitorings, jo pétijumi rada, ka séklas

no vésam, mitram dzivotném glabajas sliktak (Probert et al. 2009).

4.2, Ekofiziologiskie pétijumi dabiskajos apstaklos

Lai salidzinatu augu adaptaciju vidé un noteiktu to ,labsajatu”, izmantoja hlorofila satura
un hlorofila a fluorescences noteik§anu ar nedestruktivam metodém. Hlorofila saturs parada
ilglaicigu izmainu ietekmi. Kopuma vegetacijas sezonas beigas tam bija tendence samazinaties, kas
skaidrojams ar lapu novecosanos (Adams et al. 1990). Popé un Igaunija méritajiem augiem hlorofila
saturs vegetacijas perioda generativo augu lapas bija lielaks neka vegetativo augu lapas, savukart,
Apsuciema augiem tas variéja. Pieméram, visos trijos mérjjumu veik$anas gados julija ApSuciema
hlorofila saturs augstaks bija tie$i vegetativajiem augiem. Pétjjuma par hlorofila daudzumu lapas
dazadas rozu sugas un $kirnés to ontogenézé, konstatéts, ka dazadam sugam, ka ari $kirném hlorofila
daudzums atskiras, tomér vairuma gadijumu hlorofila daudzums ziedésanas laika samazinas un
auglu nogatavosanas fazé mazliet paaugstinas (Adumitresei et al. 2011). Ari citi autori (Ding et al.
2005) pétijuma ar dazadiem kukuriizas hibridiem konstatéjusi, ka péc ziedésanas hlorofila daudzums
un F/F_ vairuma gadijumu samazinas, to saistot parsvara ar lapu noveco$anos. Misu pétijuma
ziedéSanas fazei atbilst julija mérijumi, savukart, seklu nogatavosanas fazei - augusta mérijumi.
Pie tam, bija vérojams, ka Popé augi zied nedaudz ilgak un augusta dala augu veél ziedéja. Ari pa

gadiem konkrétajos laikos ziedo$o vai noziedéjuso augu skaits atskiras. Kopuma hlorofila daudzums
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nedaudz palielinajas starp ziedé$anas un auglu nogatavos$anas fazi, tomér 2011. gada ApSuciema tas
Apsuciema) (12. attéls). Lapam novecojot, hlorofila saturs tajas samazinas, jo metaboliti atplast
uz atragéjosajiem centriem, bet hlorofila sintézes intensitate kritas. Lidz ar to, masu mérjjumu
rezultati parada, ka hlorofila daudzums liela méra atkarigs gan no vides faktoriem, gan ontogenézes
periodiem.

Hlorofila fluorescences méri§ana ir atra, nedestruktiva, kvantitativa un diagnosticéjosa un to
veiksmigi var izmantot ari reto un izziido$o augu ekofiziologiskajos pétijjumos (Mohammed et al.
2003). Tris vasaras veicot mérijumus abas populacijas Latvija, konstatéts, ka Popé visi ar fotosistémas
IT aktivitati saistitie fotosintézes raditaji zemaki neka Ap$uciema.

Raditajs F /F_ Popé bija zem 0.8, kas norada uz fotosintézes fotoinhibé$anu, savukart, Ap$uciema
tas bija nedaudz virs 0.8 (iznemot 2011. gada augustu generativajiem augiem). lespéjams, tas
saistits ar lielaku nokri$nu daudzumu Popé. Analizéjot nokri$nu daudzumu, konstatéts, ka kopuma
nokri$nu daudzums abas Latvijas populacijas viszemakais bija julija. Augusta, septembri tam
bija tendence pieaugt. 2010. gada loti zems nokriSnu daudzums augusta bija Popé. Iespéjams, ka
nokri$nu daudzumam pieaugot, samazinas ar fotosistémas II aktivitati saistitie raditaji. Ari krasais
F /F_ samazinajums Popé 2011. gada augusta varétu but saistits ar palielinatu nokrisnu daudzumu.
Literatra atrodami dati par appludina$anas ietekmi uz risu stadiem, tiem F/F_ samazinajumu
novéroja jau péc divam dienam (Panda et al. 2006). Konstatéjam, ka vérojama vidéja negativa

korelacija starp nokrispiem un F /F_ (35. attéls).
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35. attéls. Sakariba starp F /F_ Saussurea esthonica augiem Latvijas atradnés tris vegetacijas sezonu
laika un summaro nokrisnu limeni iepriekséja ménesi. Paraditi tikai generativo augu rezultati.
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Augu vitalitates raditajs PI ApSuciema augiem visus tris gadus bija augstaks (virs 1.0) neka
Popes augiem (0.4 lidz 1.5). Ari abu Igaunijas populaciju PI bija augstaki neka Popes. Tas norada,
ka Popé augu vitalitate bija pazeminata. Ari raditaji F /F, un RC/ABS augiem Popé bija zemaki neka
ApSuciema augosajiem, pie kam, atskiribas starp Popes vegetativo un generativo augu rezultatiem
bija mazakas neka ApSuciema.

Novéroja, ka ar PS II fotosintétisko aktivitati saistitie raditaji kopuma augstaki bija vegetativajos,
nevis generativajos augos (13. lidz 17. attéls) (iznemot 2010. gada augustu Apsuciema), tomeér $is
atSkiribas nebija izteiktas. Krasakas atskiribas dazados gados starp ar PSII saistitajiem raditajiem
paradijas augusta mérjjumos. Tas varétu but saistits ar augu attistibu ontogenézé, jo augusta
sakuma, kad veica mérfjumus, dala augu ziedéja, dalai jau bija gatavas séklas. Zinams, ka F /F_ sak
samazinaties kukurazas augiem 4 nedélas péc ziedu atvér$anas (Ding et al. 2005). Lidz ar to masu
novérotas atskiribas augusta mérijjumos pa gadiem varétu bat saistitas ar izmainam augu ontogenéze.

Ta ka hlorofila saturs abu atradnu augiem bija saméra lidzigs, tad, acimredzot, fotoinhibéSana
saistita PS II aktivitates samazinasanos, nesamazinot pigmentu saturu. Visu ar fotosistémas II
aktivitati saistito raditaju pazeminata aktivitate Popé ir iespé&jami saistita ar mérjjumu veiksanas
laiku, nokri$nu limeni, ka ari ir kompleksa mitruma un augsnes minerala sastava ietekmes izpausme.

Tadél turpmakajos eksperimentos pétijam $o divu parametru ietekmi.

4.3. Mineralelementu sastava ietekme kontroletos apstaklos

Hlorofila fluorescences raditaju izmanto$ana augu fiziologiska stavokla noteik$anai plasi lietota
kultaraugiem, mineralelementu, piem., slapekla ietekmes noteik$anai (Zhou et al. 2006 ; Malceva et
al. 2009).

Pétljumos centamies noskaidrot substrata ietekmi uz ar PS II aktivitati saistitajiem raditajiem.
Eksperimentos kontrolétos apstaklos ar dazadiem substratiem, konstatéjam, ka Popes substrats
(3. variants) un Popes + (4. variants) kopuma ir labaks neka Ap$uciema (2. variants), kura bija
paaugstinats mangana un dzelzs saturs. Hlorofila saturs palielinajas Popes + varianta augiem,
samazinajas kontroles un Popes varianta augiem, savukart, ApSuciema varianta augiem visu
eksperimenta laiku tas saglabajas nemainigs (19. attéls). Tas varétu but saistits ar palielinato mangana
un dzelzs saturu ApSuciema varianta substrata. Ka zinams, lidz 80% $tnas esosas dzelzs atrodas
tiesi hloroplastos (Hénsch, Mendel 2009) un piedalas hlorofila sintézes sakuma posmos. Mangans
piedalas Gdens saskel$ana fotosistéma II. So elementu parmérigas koncentricijas, iespé&jams,
neitralizé substrata eso$ais kalcijs.

Fluorescences raditaji F /F_ un F /F nedaudz palielinajas kontroles, Popes un Popes + varianta
augiem, savukart, ApSuciema varianta augiem tie palika nemainigi (19. attéls). Ta ka F /F_ bija
mazaks par 0.8, tad, acimredzot, ApSuciema varianta augiem bija fotosintézes fotoinhibésana. Jau

eksperimenta sakuma F /F_ Popes + varianta augiem bija lielaks. Ja F /F_ izmainas ir salidzinodi



A. Gailite 7

nelielas, tad PS II aktivitati labak novértét péc parametra F /F  (Baker, Rosenqvist 2004). Mums
Sie abi raditaji deva diezgan lidzigu rezultatu un F /F  izmainas nebija lielikas ka F /F_ gadijuma.
Uzskata, ka slapekla piegade izmaina fotosistémas II aktivitati un tas paradas ka F /F  izmainas
(Malceva et al. 2009). Savukart, masu izvélétajos variantos kontroles, Apsuciema, Popes + varianta
bija lielaks slapekla daudzums savukart, Popes variantd - uz pusi samazinats, tacu F /F_un F/
F, Popes varianta bija nedaudz mazaks neka Popes + varianta augiem, lidz ar to nevar apgalvot,
ka slapekla saturs bija tas, kas pamata ietekméja $os raditajus. Ari séra saturs kontroles un Popes +
varianta augiem bija vienads, tomér kontroles varianta augiem ar PS II aktivitati saistitie raditaji bija
zemaki.

Péc literatiras datiem, RC/ABS parada fotosistémas II reakciju centru hlorofila un antenu
hlorofila attiecibu, un §1 parametra izmainas liecina par izmainam fotosintétiskaja aparata (Pinior
et al. 2005). Labvéligos augsanas apstaklos fotosistémas ir liela reakciju centru aktivitate. Reakcijas
centrus veido fotokimiski aktivas molekulas, bet antenu pigmentu molekulas saista gaismas kvantus.
RC/ABS samazinajums liecina par to, ka palielinas antenu hlorofila saturs katra reakcijas centra
(Thach et al. 2007). Lidz ar to, kontroles un Ap$uciema varianta augiem vérojama fotosintézes
fotoinhibésana reakcijas centru parslodzes dél.

PI raksturo augu vitalitates stavokli, apvienojot vairakus fiziologiskos raditajus, kas veicina
fotosintézes norisi. Uzskata, ka PI ir raditajs, kas visjutigak reagé uz vides izmainam (Thach et al.
2007). PI palielinajas Popes un Popes + varianta augiem, pavisam nedaudz kontroles varianta
augiem, bet ApSuciema varianta augiem PI eksperimenta laika nemainijas. Kontroles varianta
augiem PI palielindjas acimredzot tadél, ka palielinajas nulles limena fluorescence.

Ta ka Popes un Popes + varianta augiem eksperimenta gaita PI un RC/ABS uzlabojas, tad var
secinat, ka $ie raditaji tikai daléji ir atkarigi no slapekla un séra satura augsné, jo Pope + varianta
slapeklis un sérs bija kontroles varianta limeni, bet mineralelementu ietekme visdrizak ir kompleksa.
Pirmaja varianta, iespéjams, palielinatais fosfora, kalija un magnija saturs samazinaja slapekla un séra
ietekmi, jo, ka zinams, dazadi mineralelementi darbojas ka sinergisti vai antagonisti, un varéja radit
pavisam nelielo PI uzlabojumu.

Kopuma ar fotosistémas II fotokimiju saistitie raditaji lauj secinat, ka Igaunijas ragtlapei
piemérotaks ir Popes + varianta vai Popes varianta substrats. Neatbilstiba starp iegutajiem
rezultatiem dabiskajas populacijas un kontrolétos apstaklos liek domat, ka ta varétu but saistita ar
citu augsné eso$o elementu, pieméram, cinka, ietekmi uz fotosintézi raksturojosajiem parametriem,
kas var aizvietot mangana atomu mangana klasteri (Bertrand, Poirier 2005), lidz ar to, inhibéjot PS
IT aktivitati. Si neatbilstiba varétu bit saistita ari ar laistiSanas rezimu un temperatiru, jo kontrolétaja
eksperimenta augi tika méreni laistiti un temperataras bija stabilas. Lidz ar to radas jautajums par

mitruma ietekmi uz augu ‘labsajatu’ un fotosintézes fotokimijas efektivitati.
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4.4. Mitruma ietekme kontrolétos apstaklos

Hlorofila fluorescences raditajus parasti izmanto augu reakcijas uz sausumu noteik$anai (Sayed
2003; Sakalauskiené et al. 2008), datu par hlorofila fluorescences raditaju izmanto$anu palielinata
mitruma ietekmes uz fotosintézes procesiem izpété ir maz.

Eksperimenta ar dazadiem mitruma rezZimiem, parbaudot, ka augi reagé parmitros un Joti sausos
apstaklos, konstatéja, ka suga labi adaptéjusies dazadiem apstakliem. Lapu skaits un vizuali novértéta
vitalitate eksperimenta gaita palielinajas palielinoties mitruma daudzumam augsné. Sausos apstaklos
augi auga lénak, tomér bija dzivi. Savukart, appladusaja augsné augi auga visspécigak, tomér lapam
novéroja elementu nepietiekamibu. Applidusaja augsné (200%) augoso augu vecakajam lapam péc
divu nedélu audzésanas novéroja gan hlorozi, gan violetu plankumu veido$anos starp dzislam, kas
varétu liecinat par fosfora, ka ari citu elementu nepietiekamibu vai parbagatibu. LU BI specialisti
analizéja augsnes sastavu péc eksperimenta un konstatéja, ka salidzinot “optimalo” un appladuso
augsni (t.i., palielinot augsnes mitrumu), vairak neka par 50% samazinas slapekla, kalija, séra,
mangana, cinka, natrija, hlora saturs, par 30-40% fosfora, magnija, bora saturs, 10-15% robezas
mainijas kalcija un dzelzs saturs, savukart vara saturs pieauga par 500%, molibdéna saturs augsné
nemainijas. Interesanti bija tas, ka tiem elementiem, kas samazinajas vairak neka par 50%, §i atskiriba
paradijas tiesi appliadusaja augsné (17. tabula).

Savukart sausa varianta (90% mitruma) augsné visu makroelementu, mangana un dzelzs
daudzums bija lielaks neka paréjo variantu augsnés. Analizéjot mineralelementu saturu lapas
konstatéja, ka appladusaja augsné augu lapas ir samazinats slapekla, kalija, dzelzs saturs un
palielinats kalcija, magnija, séra, cinka saturs salidzinot ar kontroli (100%). Sausa varianta augu
lapas, salidzinajuma ar kontroli (100%), bija palielinats kalcija, natrija, mangana, cinka, dzelzs
17. tabula. Mineralelementu saturs (mg L) Saussurea esthonica audzésanas substratos 1M HCI

izvilkuma péc mitruma eksperimenta un to salidzinajums ar inerto substratu (Dr. biol. A. Karlsona
nepublicéti dati, LU Biologijas institits). *, péc Osvalde (2011)

Elements 90% 100% 150% 200% Inertais*
N 113 75 67 27 120
P 87 65 52 53 60
K 165 22 15.5 10.5 150
Ca 6750 6600 6900 6100 200
Mg 400 375 535 270 60
S 538 475 425 105 50
Fe 665 620 535 575 5
Mn 90 70 65 32.5 2
Zn 15 16 15 8.5 1
Cu 0.9 1.1 2.35 4.75 0.3
Mo 0.11 0.11 0.06 0.09 0.02
B 2.4 2.7 2.4 1.8 0.2
Na 110 100 95 27

Cl 87 26 13 <5

pH 7.15 7.05 6.99 7.24

KCl
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saturs. Ja salidzina ar optimalajam devam kultaraugiem, tad visos variantos bija zems fosfora saturs
un augsts kalija, kalcija, mangana, molibdéna un bora saturs lapas. Uzskata, ka mitruma ietekmé
mangana un dzelzs neskistodas formas reducéjas $kistosas formas un lidz ar to labak uzsticas audos,
kur to palielinatais saturs kaitigi ietekmé enzimatiskas strukttras, palielinas ari cinka pieejamiba un
lidz ar to ta uzkrasanas lapas (Pezeshki 2001). Més konstatéjam, ka dzelzs saturs augsné mitruma
ietekmé samazinas par 10-15% un ari lapas samazinas, savukart cinka uzkrasanas lapas palielinas.
Mangana koncentracija bija augsta visu variantu augu lapas. Ta ka $is elements ir mitohondrialas
superoksiddismutazes aktiva centra sastava, tad iespéjams, ka tas neitralizé parmeériga mitruma
iniciétos brivos radikalus. Palielinajas arl séra saturs applidusaja augsné augoso augu lapas. Sérs
sulfidu forma daudzam mitro vietu sugam samazina fotosintézes efektivitati iedarbojoties uz gaismas
reakcijam (Pezeshki 2001). Tomér daudzos gadijumos mitro vietu augi spéj rizosféra oksidét sulfidus,
tadéjadi samazinot vai izslédzot bojajumus (Pezeshki 2001).

Daziem mitru vietu augiem noveéro hlorofila satura samazinasanos pladu ietekmé (Pezeshki 2001;
Clua et al. 2009). Ari pétijumos par appludinasanas ietekmi uz hlorofila saturu risu lapas, konstatéts,
ka péc 4 dienu appludinasanas hlorofila saturs lapas samazinajas un $i samazinasanas bija saistita
ar augu dzivotspéju (Panda et al. 2006). Ari Gdens deficita apstaklos vérojams hlorofila satura
samazinajums lapas (Schlemmer et al. 2005; Sakalauskiené et al. 2008). Més novérojam hlorofila
satura samazinajumu sausa varianta (90%) un appladusaja augsné (200%) augoSajiem augiem,
savukart “optimali” (100%) un palielinata mitruma (150%) augos$ajiem augiem, hlorofila saturs
eksperimenta gaita mazliet pat palielinajas.

F/F_un F/F gandriz nemaz neat$kiras starp variantiem (21. attéls). Acimredzot, palielinats
mitrums Siem augiem nav stresa faktors un tie labi adaptéjusies mainigam tdens rezimam. Ir
pétijumi, ka jau divas dienas péc augu appludinasanas F /F_ samazinas, kas liecina par PS II sp&jas
reducét primaro akceptoru plastohinonu samazinasanos (Panda et al. 2006). Acimredzot, kultivéjot
S. esthonica augus parmitros apstaklos, bet neappludinot, fotosintézes fotoinhibésana neiestajas.
Noverots, ka pret applisanu tolerantam risu $kirném fotoinhibésanu nenovéro (F /F_ nemainas),
tomér PI izmainas ilgaka laika perioda paradas (Sarkar et al. 2004). Ari pétot sausuma ietekmi uz
abelu lapam konstatéts, ka sausuma ietekme uz maksimalo kvantu izmantos8anas efektivitati, ja PSII
reakcijas centri ir atvérti, ir nenozimiga un fotoinhibésanu nenovéro (Massacci, Jones 1990). Ari citi
autori konstatéjusi, ka F /F_ samazina$anas sausuma ietekmé ir nenozimiga un PS II netiek bojata
(Naumann et al. 2007).

Hlorofila fluorescences mérijjumus izmantojot kérpja Lobaria pulmonaria reakcijas uz parmeérigu
apgaismojumu izpété konstatéts, ka F /F_ izmainas apgaismojuma izsaukta bojajuma laika, tomer
$is raditajs nedarbojas ilgstosa bojajuma apstaklos (Mohammed et al. 2003). Sausuma ietekmé
vérojama ari PI samazinaSanas, tacu, ja pie tam loti maz mainas F /F , tad atjaunojot laistisanu, PI

uzlabojas, un neatgriezamu bojajumu PS II sausums nav radijis. Uzskata, ka reakcija uz sausumu



74 A. Gailite

ir atgriezeniska, kamér nemainas F /F_ (Oukarroum et al. 2007). Més konstatéjam, ka sausuma un
parmériga mitruma apstaklos izmainas ar PS II efektivitati saistitie raditaji PI un RC/ABS. Tatad
parmériga sausuma un mitruma ietekmé mainas nevis fotokimijas primarais iznakums (F /F ),
bet gan aktivo/neaktivo reakcijas centru attieciba pret antenu hlorofilu (RC/ABS), reakcijas centru
blivums, nulles limena fluorescence (F).

Parasti mitruma ietekmé samazinas saknu masa, bet $aja pétjjuma to nevaréja novérot.
Appladusaja augsné augiem saknes bija visvitalakas un spécigakas. Ari daudzgadigais augs Lepidium
latifolium ir applasanas toleranta suga ar lielu daudzgadigu rizomu un labi piemérojies dazadiem
vides faktoriem - gan applasanai, gan salidzinosi sausiem apstakliem (Chen et al. 2002). Uzskata,
ka savvalas augi, ka arl mitru vietu augi labi adaptéjusies apstakliem, kuros aug, un stresa jédziens
vairak attiecas uz kultGraugiem, nevis dabiskajos biotopos augosiem augiem (Otte 2001). Zinams arf,
ka mitras vietas augosas kalcifilas vaskularo augu sugas ir tolerantas pret Gidens limena mainu 25 cm
robezas (Ilomets et al. 2010). Lidz ar to, lai ari vizuali S. esthonica augi pa variantiem atskiras, tomér
no fotosintétiskas aktivitates viedokla izmainas nebija butiskas. Acimredzot S. esthonica dabiskajas

augtenés ir labi adaptéjusies mainigam mitruma reZimam.

4.5. Vairosanas potencials

Vairo$anas ir viens no auga dzives cikla svarigakajiem komponentiem. Liela dala savvalas sugu
vairojas gan generativi, gan vegetativi. Ja generativa vairo$anas tiek kavéta, augs pastiprinati sak
vairoties vegetativi. Tai pat laika generativa vairo$anas ir ta, kas nodrosina genétisko daudzveidibu
populacija un lidz ar to suga var labak pielagoties apkartéjas vides izmainam.

Séklu digtspéja ir liela méra atkariga no séklu izméra. Konstatéjam, ka S. esthonica séklu garumi
varié no 2-5 mm un lielakam séklam ir labaka digtspéja. Izvéloties 4 un 5 mm lielas séklas ir lielaka
varbutiba, ka séklas digs. Literattra ir dati par digtspé&jas atkaribu no séklu masas. Tomér biezi dati ir
pretrunigi. Konstatéts, ka pastav negativa korelacija starp séklu masu un digtspéju (Bu et al. 2007).
Pretéjs uzskats ir, ka lielakas séklas sak digt atrak un tam ir labaka digtspéja, ka pieméram, Sarracenia
purpurea (Ellison 2001). Tas gan liela méra bija atkarigs ari no aukstas stratifikacijas ilguma pirms
digtspéjas testa (3, 4 vai 5 nedélas). Uzskata, ka séklu izmérs ietekmeé digtspéju, tomér tas neietekmé
turpmako digstu aug$anu (Molken et al. 2005). Saussurea séklas digst gan sterilos, gan nesterilos
apstaklos, tomér literatiira ir dati, ka ir retas un endémas sugas, kas digst tikai sterilos apstaklos
(Cerabolini et al. 2004). Asteru dzimtas augiem mazs séklu daudzums var but nevis inbridinga, bet
gan vairo$anas sistémas ipatnibu dé] (Luijten et al. 2002). Pie tam, daudzgadigajiem augiem pat
mazas populacijas izzu$anu var aizkavét gan garais dzives cikls, gan klonala augsana (Jacquemyn et
al. 2002). Tadé] gruti paredzét sugas atradnu nakotni, tomeér daléji to nosaka mazs séklu daudzums
vai zema digtspéja.

Savvalas augu séklam biezi raksturigs miera periods un ta partrauksanai lieto dazadas metodes un
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dazadam augu sugam tas var atskirties. Pieméram, dazas Lonicera gints sugas digst péc aukstas, dazas
péc aukstas-karstas, dazas péc karstas stratifikacijas, ari GA, uzlabo digtspéju (Hidayati et al. 2000).
Konstatéts, ka Primula modesta digtspéja bez mitras aukstumapstrades ir 20 lidz 60%, bet 1 ménesi
turot 4 °C tumsa digtspéja palielinajas lidz 90-100% (Shimono et al. 2004).

Ari musu rezultati parada, ka auksta stratifikacija pozitivi ietekmé digtspéju. Labakie rezultati
iegiti séklas apstradajot ar GA,. Arl KNO, pozitivi ietekméja digtspéju. Lidzigu rezultatu ieguva
arl Sharma et al. (2006) ar S. costus séklam. S. costus ir vidéja digtspéja (lidz 68%) un labako
rezultatu ieguva pirms digdanas vienu ménesi séklas paklaujot aukstajai stratifikacijai. GA, (10~ M)
bija efektivaks par GA, (10 M) un tas, savukart — par KNO, un H,O (Sharma et al. 2006). Séklu
digtspéju var ietekmét ari apgaismojums. Ir sugas, kas labak digst gaisma, un ir sugas, kas labak digst
tumsa (Schwienbacher et al. 2011). Séklas diedzéjot tumsa paradijas aukstumapstrades pozitivais
efekts, savukart diedzéjot gaisma/tumsa Sis efekts nebija izteikts. Ari Kalidium caspicum séklam
noveérots, ka aukstumapstrade izmaina prasibu péc gaismas séklam digstot (Qu et al. 2008). Lidz ar
to, stratifikacijas pozitivais efekts nav izteikts.

Dzivo nesadiguso séklu skarifikacija ari pozitivi ietekméja digtspéju. Zinams, ka skarifikacija
veicina necaurlaidiga séklapvalka izraisito dig§anas inhibésanas un/vai augsanas inhibitoru izraisita
miera perioda apie$anu (Torresan et al. 1996).

Salidzinot iegiitos rezultatus ar literatira minétajiem miera perioda tipiem konstatéts, ka S.
esthonica varétu but seklais fiziologiskais miera periods, tacu ta ka pieejamo séklu skaits bija
ierobezots un daudz bija tuks$u séklu, tad pilnigi drosi to nevar apgalvot. Pie kam zinams, ka pat
vienas sugas robezas var novérot dazadus miera perioda veidus, lidz ar to ne vienmeér ir iespéjams
konkréti noteikt gan miera perioda tipu, gan ta partrauksanas apstaklus.

Vegetativa vairo$anas savvalas augiem ir biezi sastopama. Uzskata, ka to biezak novéro vésos,
mitros, noénotos apstaklos un nabadziga augsné augosiem augiem un tai var but filogenétiski, dzives
cikla noteikti iemesli vai vienkarsi ta ir augu adaptacijas konkrétiem apstakliem sekas (Sosnova et
al. 2010). Vegetativas vairo$anas veidus iedala atkariba no saistibas ar matesaugu - atdalas vai né un
péc izplatibas attaluma - tuvu pie matesauga vai né (Klimesova et al. 2011). Ap 21% no klonalo augu
sugam ir vairak ka viens klonalas augsanas veids (Klime$, Klimesova 1999). Centraleiropas klonalo
augu datubazé (KlimesSova, Klime§ 2006) ir dati par trim S. alpina paraugiem - no Norvégijas,
Vacijas un Zviedrijas (18. tabula).

Misu novérojumi rada, ka S. esthonica vairojas vegetativi vai nu ar rizomu, vai ari hipokotila
veidojas adventivie pumpuri, kas talak veido lapu rozetes. lespéjams, ka daba grati novérot
adventivos pumpurus, kas veidojas tuvu pie matesauga. Més tos novérojam augam, kas vélak
uzziedéja. Tipiskaks vegetativas vairo$anas veids S. esthonica augiem ir ar sakneniem. Péc masu
datiem dzinumu skaits no matesauga ir >1. Atskiriba no Saussurea alpina, S. esthonica aug mitras

vietas, lidz ar to vegetativa vairo$anas varétu but labak izteikta, neka kalnos augosajam sugam, ka ari
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18. tabula. Saussurea alpina vegetativa vairo$anas un izplatiba péc Centraleiropas klonalo augu
datubazes datiem (Klimes$ova, Klimes 2006)

Parauga Klonalas Saknena Laterala izplatiba  Dzinumu skaits no

izcelsme augSanas organs zaro$anas (m gada™) matesauga gada

Norvégija epigeogéns zars (rizoma) simpodiala <0.01 <1

Vacija epigeogéns zars (rizoma) simpodiala 0.01-0.25 1

Zviedrija hipogeogéns zars (rizoma)  simpodiala 0.01-0.25 <1
epigeogeéns zars (rizoma) <0.01 <1

més augus pétijam daléji kontrolétos apstaklos, kur augsne nebija piemekléta atbilstosi dabiskajai, bet

gan optimala kulttiraugiem, un augam bija lielakas iespéjas paradit savu augsanas potencialu.

4.6. Molekulari genétiska izpete

Genétiskas daudzveidibas izpété arvien plasak tiek lietoti molekularie markieri. Vairuma
gadijumu sugas specifiski markieri izstradati kultiraugiem un tie ari parsvara tiek pétiti. Savvalas
augiem parsvara lieto sugas nespecifiskos markierus, pieméram, AFLP, kas ir universali un neprasa
konkrétu sekvencu datus. Arvien plasak pétijumos lieto retrotranspozonu markierus. Viena
no metodém, kas uzrada polimorfismus bez iepriek$ zinamiem sekvencu datiem un lidz ar to
izmantojama tam sugam, kam nav izstradatu markieru, ir iPBS metode (Kalendar et al. 2010). Ta
ka S. esthonica nav sugas specifisku markieru, bija svarigi, lai lietotie markieri uzraditu atskiribas.
Tapéc salidzinot populacijas lietotas divas metodes. Pétot populacijas Latvija ar AFLP metodi lielaka
heterozigotate paradijas populaciju ieksiené, iPBS markieri uzradija lielaku polimorfismu starp
populacijam. Kopuma abas §is metodes ir lietojamas daudzveidibas noteiksanai un iegutie rezultati ir
lidzigi. Abas populacijas ir at$kiramas. Ir tadi individi, kas raksturigi tikai konkrétajai populacijai un
ir tadi, kas sastopami abas populacijas. Ta ka iPBS markieri uzradija lielaku dazadibu starppopulaciju
limeni, tad Latvijas populaciju salidzinasanai ar Igaunijas populacijam izmantojam tos. Izmantojam
iezimétos un neiezimétos iPBS markierus. Iezimétie markieri ir jutigaki, tapéc ar $o metodi atrada
lielaku fragmentu skaitu, tomeér abas metodes uzradija lidzigu rezultatu. Ari $ie rezultati paradija,
ka populacijas, lai ar1 ir lidzigas, ir at$kiramas. Lielaka atskiriba bija vérojama starp regioniem (10
lidz 13%), t.i., Latviju un Igauniju, nevis starp populacijam (3 lidz 5%). Lielakais uzradito fragmentu
skaits bija ApSuciema populacija, mazakais - Kalevi. Unikalo fragmentu skaits un sagaidama
heterozigotate lielaka bija Latvijas populacijas.

Ta ka daudzveidiba ir ciesi saistita ar populacijas izmériem un augu reprodukciju, 2009. gada
uzskaitija ziedoSos augus, lai noteiktu populacijas izméru. Izradijas, ka vismazaka ir Parnu-
Jaagupi populacija, tai seko, Kalevi, Pope, un ApSuciema populacija ir lielaka. Lidz ar to var teikt,
ka populacijas Latvija ir gana stabilas un genétiskas daudzveidibas zudums tas neapdraud. Taja pat
laika S. esthonica vairak izplatita Igaunija (ap 60 populaciju) (Narits et al. 2000). Tas, iespéjams, ir

skaidrojums, kadé] genétiskas distances Igaunijas populacijas ir mazakas, neka Latvijas populacijas.
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Latvijas populacijas atrodas viena no otras ~95 km attaluma, lidz ar to maz ticama ir génu plasma
starp populacijam, savukart populacijas Igaunija izvietotas salidzinos$i tuvak. Pamatojoties uz
populaciju genétikas teoriju, ir sagaidama korelacija starp populacijas izméru un heterozigotati
(Reed, Frankham 2003).

Lai iegutu prieksstatu par S. esthonica radniecibu ar citam Saussurea sugam, ta salidzinata
izmantojot ITS un iPBS markierus. Kopuma bija 25 séklu paraugi no 11 Saussurea sugam, iegit
digstus izdevas no 9 sugu 11 paraugiem, t.i., tris sugas nevaréja izanalizét (S. neopulchella, S.
nipponica un S. parviflora, ka ari vienu pasugu (S. alpina subsp. depressa).

Izmantotas markieru metodes darbojas at$kirigos genoma rajonos. ITS regions ir konservativs
un tiek pladi izmantots filogenézes pétijjumos, savukart iPBS tehnika balstas uz variablajiem
(mainigajiem) un nestabilajiem genoma komponentiem - retrotranspozoniem. Atskiribas
starp abam metodém paradas rezultatos: daudzveidiba sugu ieksiené 84% ar iPBS un 26% ar ITS
sekvenésanu. Neatkarigi no §im atSkiribam, filogenétiska radnieciba ar abam markieru metodém
atklaj lidzigus rezultatus: S. esthonica veido klasteri ar S. alpina un S. discolor, savukart, S. pygmaea ir
loti atskiriga no paréjam analizétajam Eiropas sugam. Kopuma iegutie filogenézes rezultati saskan ar
Lipschitz (1979) doto klasifikaciju (19. tabula).

Visas analizétas sugas pieder apaksgintij Saussurea, iznemot S. pulchella, kas ir Theodorea
apaksginti. S. alpina, S. discolor, S. esthonica un S. riederi ir sekcija Saussurea, un veido vienu klasteri,
kas labi redzams ITS sekvencu filogenézeé. S. maximowiczii, kas ir atseviska sekcija (Laguranthera),
veido atsevis$ku klasteri. S. pygmaea ari atrodas atseviska sekcija (Pycnocephala). S. albescens un S.
candicans pieder sekcijai Elatae, un veido vienu klasteri. Iznémums bija S. pulchella, kas pieder
atseviskai apaksgintij, tacu filogénétiskaja koka veidoja klasteri ar S. albescens un S. candicans.

Saussurea gints filogenéze nav pilniba izpétita (Raab-Straube 2003; Wang, Liu 2004) un ir daudz
neskaidribu. Iepriek$ S. esthonica taksonomiskais statuss ir analizéts, balstoties uz morfologisko
ipasibu izpéti (Narits et al. 2000), secinot, ka S. esthonica varétu but S. alpina ekogeografiska pasuga.
S. esthonica, S. alpina un S. discolor filogenétiska analize, izmantojot ITS sekvencu datus, neparadija

skaidru sugu radniecibu, Norvégijas un Italijas S. alpina populacijas veidoja klasteri ar S. esthonica,

19. tabula. Analizéjamo Saussurea gints sugu klasifikacija péc Lipschitz (1979)

Suga Klasifikacija

S. esthonica Subg. Saussurea, sect. Saussurea

S. alpina Subg. Saussurea, sect. Saussurea

S. riederi Subg. Saussurea, sect. Saussurea

S. discolor Subg. Saussurea, sect. Saussurea, subsect. Cordifoliae
S. albescens Subg. Saussurea, sect. Elatae

S. candicans Subg. Saussurea, sect. Elatae

S. maximowiczii Subg. Saussurea, sect. Laguranthera

S. pygmaea Subg.Saussurea, sect. Pycnocephala

S. pulchella Subg. Theodorea, sect. Theodorea
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bet Austrijas S. alpina populacija bija tuvaka Austrijas S. discolor populacijai. Jau 19. gadsimta
beigas Fransé (Francheau), pétot Saussurea gints sugas Japana, izvirzija hipotézi, ka gints izcelsmes
centros sugas ir morfologiski atskirigakas, savukart areala malas sugas ir grati atskiramas (Lipschitz
1979). Lidzigu secinajumu izdarijis ari Martins (2006) pétot Klasea ginti, ka sugas, kas atrodas
izcelsmes centra, ir homogénakas, morfologiski labak atskiramas un, iespéjams, vairak reproduktivi
izolétas, savukart gints izplatibas areala malas notiek hibridizacija un jaunu sugu veido$anas.
Ta ka Rietumeiropa ir Saussurea gints izplatibas areala rietumu mala, tas izskaidro alpu ragtlapes
daudzveidibu un iespéjamibu, ka $1 suga nav monofilétiska. Rezultati parada, ka Igaunijas ragtlape ir
tuva Norvégijas un Italijas alpu ragtlapém (kas, iespéjams, ir S. alpina ssp. alpina), savukart S. alpina
no Austrijas, kas, analizéjot ar ITS praimeriem, bija radniecigaka S. discolor, varétu but cita S. alpina
pasuga. Lai precizi varétu pateikt, vai Igaunijas ragtlape ir alpu ragtlapes pasuga, nepieciesams lielaks
paraugu skaits un precizaka informacija par S. alpina citzemju paraugiem.

Konstatéta radnieciba starp S. esthonica, S. alpina un S. discolor, tomér nepieciesami talaki
pétijumi ar lielaku paraugu (populaciju) skaitu, lai noskaidrotu S. esthonica taksonomisko statusu.
Igaunu zinatnieki izpétei izmantoja S. alpina populacijas no Norvégijas un Polijas. Vini iesaka
uzskatit, ka S. esthonica ir S. alpina ekogeografiska pasuga (Narits et al. 2000). Masu rezultati parada
cieSu saistibu starp S. esthonica un S. alpina Norvégijas un Italijas populacijam, bet atskiribu no
Austrijas populacijas. Narits et al. (2000) uzskata, ka S. stubendorffii Herd., kas aug Austrumsibirija
un Jakutija ir morfologiski loti lidziga S. esthonica. ST suga mums nebija pieejama, lidz ar to nevar

pateikt, ka ta ieklautos kopéja sistéma.

4.7. Sugas ilgtermina saglabasana un citu aizsargajamo sugu stratégijas izstrade

S. esthonica izpétes gaita iegutie rezultati parada, ka sugu ex situ iespéjams saglabat in vitro, tomér
ir vairaki faktori, kas $aja saglabasanas veida janem véra. Viens no butiskakajiem ierobezojosajiem
faktoriem ir tas, ka séklam ir slikta digtspéja, lidz ar to, in vitro kultiras izveide ir apgratinata.
Otrkart, in vitro kultGras varétu nebut piemérotas sugas saglabasanai, jo, lai nodrosinatu genétiskas
daudzveidibas saglabasanu, jasaglaba lielaks skaits genotipu. Lidz ar to, in vitro kolekcija ir nozimiga
paraléli in situ saglabasanai un to optimali var izmantot ekspoziciju veido$anai vai augu pavairo$anai
zinatnisko pétijumu veik$anai, tomér butu jadoma par iespéjam izvértét séklu kvalitati un tas
uzglabat séklu banka genétiskas daudzveidibas nodro$inasanai.

Lai nodrosinatu aizsargajamo augu saglabasanu in situ, javeic genétiskas dauzveidibas pétijumi
populaciju iek$iené un starp populacijam, lai prognozétu populacijas izdzivo$anu ilgtermina
un izprastu un, iespéjams, censtos samazinat draudus, ko populacijai varétu nodarit genétiskas
daudzveidibas samazinasanas. Pétijumu rezultata konstatéjam, ka S. esthonica populacijas
genétiskas daudzveidibas samazinasanas paslaik neapdraud, tomér periodiski batu javeic genétiskas

daudzveidibas monitorings, lai prognozétu populacijas dzivotspéju ilgtermina. Tas seviski svarigi
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mazam un izolétam populacijam, jo tas visvairak apdraud nejausas vides vai genétiskas izmainas
(Lande 1988; Luijten et al. 2000).

Ari vides faktoru ietekmi uz augu vitalitati un dzivotspéju ir janem véra, lidz ar to ar fotosistémas
II efektivitati saistitie raditaji dod ieskatu augu visparéja vitalitaté un nelabvéligos apstaklos
vérojama fotosintézes fotoinhibésana, hlorofila satura samazinajums lapas, ka ari Performance Index
samazinajums. S. esthonica kopuma labi piemérojusies mainigiem vides faktoriem. Parmeérigas
mineralelementu koncentracijas augsné auga biologisko ipasibu, ka arl mineralelementu sinergisma
vai antagonisma ietekmé (Osvalde 2011) tiek neitralizétas. Mitro vietu kalcifilas vaskularo
augu sugas ir tolerantas pret Gdens limena mainu 25 cm robezas (Ilomets et al. 2010). Suga labi
adaptéjusies dazadiem mitruma rezimiem un, acimredzot, perodiskam tdens limena svarstibam,
ka vairums kalcifilo augu sugu, kas aug mitras vietas. Tomér jarékinas, ka parmérigs sausums vai
mitrums samazina augu vitalitati.

Loti nopietns drauds sugas pastavéSanai ir zema séklu kvalitate, kas samazina S. esthonica iespéjas
vairoties generativi. Daléji to kompensé auga spéja vairoties vegetativi — no viena auga iegustot ap
seSiem vegetativajiem dzinumiem, tomér nav isti skaidrs, kadi apstakli uzlabotu auga spéju veidot
generativos dzinumus, jo ziedu skaits ir mazs. Ari citu augu saglabasanas stratégijas izstradé sugas

vairo$anas Ipatnibu un potenciala noteikSana varétu bt nozimiga.
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10.

11.

Secinajumi

Izmantojot séklas, audu kultara iespé&jams ieviest dazadu Saussurea sugu augus, ko var
izmantot talakos pétijumos. Atkariba no sugas séklas uzdigst piecu lidz trisdesmit piecu dienu
laika.

In vitro kultaras dazadiem citokininu dabas savienojumiem ir atskiriga ietekme:
6-benzilaminopurins veicina dzinumu proliferaciju, N6-(delta 2-izopentenil)-adenins

zemas koncentracijas veicina saknu veidosanos, kinetina koncentraciju palielinot nemainas

proliferacija un saknu skaits.

Novérotas atskiribas pétijumos dabiskos apstaklos starp Apsuciema un Popes augiem saistitas

ar kompleksu ilgsto$u un pastavigu vides apstaklu ietekmi.

Sabalanséts substrata sastavs bez parmérigiem dzelzs un mangana daudzumiem labvéligi

ietekmeé Saussurea esthonica augu augsanu un vitalitati kontrolétos apstaklos.

Saussurea esthonica adaptéjusies mainigam augsnes mitruma rezimam. Augam labvéligaka ir

meéreni mitra lidz mitra augsne.

Nelabveligu apstaklu salidzinosi neliela ietekmé samazinas Performance Index un RC/ABS,
kas saistiti ar aktivo/neaktivo reakcijas centru attiecibu pret antenu hlorofilu un reakcijas
centru blivumu, bet izmainas maksimalaja kvantu efektivitaté (F /F_) un fotokimijas primaraja

iznakuma (F /F ) neparadas.

Saussurea esthonica raksturiga gan generativa, gan vegetativa vairo$anas. Viens individs vidéji

veido se$us dzinumus.

Saussurea esthonica séklam raksturigs seklais fiziologiskais miera periods. Séklas digst tris
lidz divdesmit vienu dienu, ar maksimalo atrumu piecas lidz septinas dienas. Séklu digtspéju

ietekmé séklu izmérs un diedzésanas apstakli.

No genétiska viedokla, Saussurea esthonica populacijas Latvija ir pietiekosi stabilas, un

genétiskas daudzveidibas zudums tas neapdraud.

Saussurea gints filogenézes pétijumos iespéjams izmantot iPBS un ITS analizes. Saussurea
discolor un Saussurea alpina veido vienu klasteri ar Saussurea esthonica. Saussurea pulchella,
Saussurea albescens un Saussurea candicans veido atsevisku klasteri, Saussurea pygmaea

atrodas atseviski no paréjam pétitajam sugam.

Saussurea esthonica ir filogenétiski tuva Italijas un Norvégijas alpu ragtlapém, bet atskiras no

Austrijas alpu ragtlapém. Iespéjams, tas saistits ar citu alpu ragtlapes pasugu Austrija.
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Aizstavesanai izvirzitas tezes

1. Sugas biologijas, t.sk., genétikas un fiziologijas vispusiga izpéte dabiskos un kontrolétos apstaklos
ir butiska tas saglabasanas stratégijas izstradasana.

2. Aizsargajamo augu uzglabagana in vitro nodrosina genétiska materiala saglabasanu ilgtermina, ka
ar1 darbojas ka izejmaterials sugas izpétei, neapdraudot dabisko populaciju.

3. Ja vides apstaklu nelabvéligas izmainas ir nelielas, tad izmainas augu vitalitaté uzrada hlorofila a

fluorescences raditaji Performance Index un RC/ABS.
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