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Kopsavilkums

Promocijas darbs izstradats Latvijas Valsts mezzinatnes institiita ,,Silava”. Petijuma merkis
bija identific€t aktivos retrotranspozonus parastas priedes (Pinus sylvestris L.) genoma un raksturot
retrotranspozoniem-1idzigo sekvencu transkripcijas Itmeni dazadu stresa veidu ietekmé kontrol&tos
apstaklos. Petljuma izmantoti uz augsti konservativam tRNS piesaistes vietam balstiti nespecifiskie
retrotranspozonu markieri, kas lauj pétit retrotranspozonu sekvences bez iepriek$€jam zinaSanam par
organisma genoma sekvenci. Inovativi Sos markierus izmantoja p€tot transkriptomu starp viena klona
priedes rametiem, kas praktiski izslédza genotipu variaciju starp dazadiem individiem. Rametus
paklava daba izplatitam karstuma stresam, kukainu invazijai (priezu hermess, (Pineus pini L.)), ka ar1
maksligi izraisitai augu hormonu (abscizskabes un salicilskabes) ietekmei. AtSkirigi ekspresétie
fragmenti sekvenéti ar Sangera sekvences noteikSanas metodi, kas Sobrid ir visprecizaka zinama
nukleotidu sekvences noteikSanas metode. Darba rezultati sakrit ar jaunakajam atzinam public€tajam
citos petijumos par mobilajiem genétiskajiem elementiem un ar tiem saistito sekvencu transkripciju,

ka ar ar kailseéklu genomu strukturalajiem pétijumiem.

Darba rezultata identificéti parsvara 1 klases transpong&jamo elementu jeb LTR
retrotranspzonu parstavji (LTR Gypsy un Copia), ka ar1 tos saturoSie himériskie transkripti, kas
norada uz to, ka retrotranspozonu sekvences ir izplatitas priedes genoma un, atbildot uz stresu, tiek
ekspreséti. Noskaidrota arT atrasto sekvencu homologija ar iepriek§ aprakstito citu augu sugu
transpongjamo elementu sekvencém. Dazadu ietekmju rezultata identific€ja atSkirigo elementu
gimenu parstavjus, starp eksperimentiem parklajas tikai dazi fragmenti. Fragmenti at$kiras sava
starpa ar1 péc konstrukcijas (TE pol, LTR, LTR-LTR, TE pol-hloroplasts), ka ari TE doménu
reprezentacijas (AP, RT, gag). Identific€to retrotranspozoniem-Iidzigo fragmentu ekspresijas limeni
noteica ar reala laika PKR metodi. Ievérojamu ekspresijas pieaugumu noveéroja ar hloroplastu
sekvenceém lidzigajiem himériskajiem fragmentiem, kas skaidrojams ar Sis sekvences dalas
reprezentaciju ari hloroplastu genoma un/vai $o fragmentu homologiju ar citam sekvencém
kompleksaja parastas priedes genoma. Identific€ja Cetrus diferenciali ekspresétus fragmentus, kas
satur gan transpongjamiem elementiem homologas sekvences, gan hloroplastu sekvencém lidzigas
dalas. Kukainu invazijas rezultata B153TE LTR Gypsy Cereba-lidziga fragmenta ekspresija
paaugstinas 45-73 reizes un péc karstuma stresa 5,62 reizes, salidzinot ar normaliem apstakliem.
Savukart hloroplastam-lidziga B153C fragmenta ekspresija paaugstinas 6888-9373 reizes péc
kukainu uzbrukuma un 255 reizes péc karstuma stresa. Vairakam noteiktam §1 fragmenta sekvencém,

un 1pasi retrotranspozona dalai, ir noveroti polimorfismi, kas liecina par hloroplastam-lidziga lokusa
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vairakam kopijam nuklearaja priedes genoma, neskaitot hloroplastu genomu. ST veida transkripti

varétu piedalities regulativajos procesos ar RNS interferences mehanisma starpniecibu.

No cDNS ieguva pilna izméra 5796 bp elementu ar Gypsy LTR retrotranspozonam
raksturigiem struktirelementiem, to sekvengja un raksturoja (psTE283). Tapat, daZziem no priedes
transkriptoma identific€tiem retrotranspozonu homologiem izdevas iegiit retrotranspozonu ieks$gjo
doménu sekvences. Tas liecina par to, ka diferenciali ekspreséto fragmentu vidi atrodami ne tikai
himérisko un izjaukto retrotranspozonu sekvencu transkripti. Turpmak ir janoskaidro, vai miisu
petijuma identificétas sekvences ir lokaliz€tas génu rajonos (intronos vai UTR), vai ari tie ir

autonomi transkribéti elementi.

ST darba gaita ir izveidoti priedes retrotranspozoniem specifiskic DNS markieri, kuri ir
izmantoti vairaku eksperimentu veikSanai. Izmantojot IRAP metodi, ir pétiti dazados apstaklos
augoSi dabigas P.sylvestris audzes individi. Novérota augsta genétiska daudzveidiba, kas ir
salidzinama ar neitralo SSR markieru datiem. Galveno koordinaSu analize ar retrotranspozonu
markieru datiem nodalija atSkirigos apstaklos augosus individus. Noskaidrots, ka paugura augosam
priedeém ir statistiski butisks amplificeto fragmentu skaita palielinajums, salidzinot ar parpurvojuma
augosajiem kokiem. Izmantojot IRAP metodi analiz&ja 26 gadus vecus priedes rametus no Latvijas
austrumu un rietumu pus€s atSkirigos klimatiskajos apstaklos eso$am plantacijam. Tikai viens
markieris no desmit uzradija polimorfismu rametu vidi, kas norada uz iesp&jamu nesen notikusu
transpoziciju Siem individiem. Polimorfu fragmentu sekvenésna atrada homologiju ar 1idz $im priedé
neaprakstitu Copia-17-Pta-I LTR sekvenci diviem atSkirigiem fragmentiem. TreSais eksperiments
veltits identificéto retrotranspozoniem-Iidzigo fragmentu izplatibas pétijumiem, kas ir veikts gan ar
specifiskiem fragmentu praimeriem, gan ar IRAP praimeriem. P&étijjuma ieklava dazadas skujkoku
(Pinales) sugas: 16 priedes, 14 egles, 7 baltegles, ka ar1 citus attalaku kailsék]u taksonu parstavjus.
Izmantojot retrotranspozonu markierus, veikta kailséklu filogenétiska analize. Ar specifisko
retrotranspozonu amplifikaciju, ka arT ar nespecifisku retrotranspozonu amplifikaciju péc IRAP
metodes iegitie dati, varéja nodalit priedes apak$gintis Pinus un Strobus. IRAP dati identific&ja

priezu, eglu un balteglu sugu klasterus, lai gan zarojumu varbiitibas parametri nebija augsti.

Atslégvardi: Transpon€jamie elementi, retrotranspozoni, parasta priede (Pinus sylvestris L.),

kailsekli, diferenciala ekspresija.
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Summary

The research contained in this doctoral thesis was carried out in the Latvian State Forest
Research Institute "Silava". The study aimed to identify active retrotransposons in the Scots pine
(Pinus sylvestris L.) genome and to characterize transcription of retrotransposon like sequences
under various controlled stress conditions. In the study non-specific primers complementary to
conservative retrotransposon tRNA binding sites were used, that enable investigation of
retrotransposons without previous sequence knowledge. In a novel utilisation, these markers were
applied to the analysis of expressed sequences in ramets of one Scots pine clone, which minimised
genotypic variation between different individuals. Pine ramets were subjected to naturally occurring
heat stress, insect infestation (pine woolly aphid (Pineus pini L.)) as well as to plant hormone
treatment (abscisic acid and salicylic acid). Differently expressed fragments were sequenced by
Sanger sequencing, which is currently the standard for the nucleotide sequence determination. The
results are consistent with other published studies on mobile genetic elements and related transcribed
sequences as well as with gymnosperm structural genomic studies. Mostly Class [ transposable
elements, or LTR retrotransposon sequences (LTR Gypsy and Copia) were identified in the
differentially expressed fragments, as well as chimeric transcripts, which indicates that
retrotransposon sequences are common in the Scots pine genome and retrotransposon-like transcripts
are expressed in response to stress. Homology of detected sequences with previously described
transposable elements from other plant species was established. Representatives of various
transposable element families were identified after differing stress conditions, but only a few
common fragments were identified between the experiments. Fragments differed from each other in
structure (TE pol, LTR, LTR-LTR, TE pol-chloroplast) and in domain representation (HR, RT,
GAG). Identified retrotransposon-like fragment expression levels were determined by real-time PCR.
A significant increase in expression was observed for chimeric fragments containing chloroplast-like
sequences, which can be explained by the homology of parts of the sequence to the chloroplast
genome or/and representation of highly similar regions of homology in multiple copies in the
P.sylvestris genome. Four differentially expressed transcript groups containing both TE homologous
sequences and chloroplast-like sequences were identified. For one of these transcripts (B153TE),
expression of the Cereba retrotransposon-like part increased 45-73 fold after insect infestation and
5.62 fold after heat stress when compared to normal conditions. Expression of the chloroplast-like
part of the B153 fragment increased by 6888-9373 fold after insect attack and 255 fold after heat
stress. Many sequence polymorphisms were observed in several identified transcripts of this chimeric

fragment, suggesting that besides the chloroplast genome, the chloroplast-like locus is present in
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multiple copies in the nuclear genome of Scots pine. These type of transcripts could take part in

regulatory processes involving RNA interference mechanisms.

A full-length 5796 bp element with structural elements characteristic to Gypsy LTR
retrotransposons was sequenced and characterized from cDNA (psTE283). Utilising hypothetical
retrotransposon sequences identified after similarity searches between P.taeda BAC sequences and
sequenced retrotransposon-like sequences, internal domains of these hypothetical retrotransposons
were sequenced from cDNA isolated from stressed P.sylvestris clones, indicating that putatively
functional retrotransposons were expressed in addition to chimeric or disrupted retrotransposon-like
sequences. Subsequent research is necessary to establish whether sequences identified in this study

are localized in gene regions (introns or UTR), or if they are autonomous transcribed elements.

Using the identified retrotransposon sequences, specific P. sylvestris retrotransposon markers
were developed and utilised in several differing analyses. Using the IRAP technique, individuals
from natural P. sylvestris stands growing in differing conditions were analysed. High genetic
diversity was identified among individuals, which is comparable to data obtained from neutral SSR
markers. Principal coordinate analysis of the IRAP data differentially clustered subpopulations
growing in different topographic conditions. Pine trees growing on the hill (dry conditions) have a
statistically significant increase in mean amplified fragment number when compared to the trees
growing in the swamp (moist conditions). In a second experiment utilising the IRAP technique, 26-
year-old ramets of a single pine clone, growing in two separate plantations in the east and west of
Latvia, were analysed. One out of nine analysed IRAP markers showed polymorphism among ramets
of one clone, which indicates that the P. sylvestris genome could contain transpositionally active
elements. Polymorphic bands were sequenced and two separate fragment groups were homologous to
a Copia-17-PAb-I LTR previously not described in P. sylvestris. This suggests recent transposition
event in these individuals, and further studies are necessary for description of the full-legth elements.
In the last experiment, the distribution of identified retrotransposon-like fragments in various conifer
species (Pinales) was analysed. In study were included 16 pine species, 14 spruce, 7 firs as well as
representatives of other more distant gymnosperm taxa. Both specific retrotransposon amplification
as well as non-specific retrotransposon primer amplification using the IRAP technique were able to
distinguish the pine subgenus Pinus from Strobus. IRAP data were also able to distinguish clusters of

spruces, pines and firs, but bootstrap values were low.

Keywords: Transposable elements, retrotransposons, Scots pine (Pinus sylvestris L.), ggmnosperms,

differential expression.
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Darba izmantotie saisinajumi:

aa — aminoskabju atliekas

ABA - abscizskabe

bp - bazu pari

c¢DNS - komplementarais DNS

DIRS - Dictyostelium-tipa starpposma atkartojuma sekvence (Dictyostelium intermediate repeat
sequence)

env- apvalka proteins (envelope)

ERV — endoggnais retroviruss

EST - 1sas ekspresétas sekvences (Expressed Sequence Tags)

gag- retrotranspozonu domens, gag poliproteina prekursors, kur§ kod€ retrovirusu matricas proteinus
(matricas, kapsida, nukleokapsida).

gDNS - genomiskais DNS

int- integrazes domeéns

iPBS - polimorfisma noteiks$ana ar amplifikaciju starp retrotranspozonu PBS saitiem (inter Primer
Binding Site).

IRAP - polimorfisma noteikSana ar amplifikaciju starp retrotranspozonu sekvencém (/nter
Retrotransposon Amplificational Polymorphism)

IS — insercijas sekvence (Insertion Sequence)

kb- kilo bazu pari

LINE - garie izkaisitie hromosomalie elementi (Long Interspersed Nuclear Elements)

LTR - garie terminalie atkartojumi (Long Terminal Repeats)

miRNS - mikro RNS (micro RNA)

MITE - miniatiirie transpon&jamie elementi ar invertétiem atkartojumiem (Miniature Inverted-repeat
Transposable Elements)

OREF - atklata translacijas faze (Open Reading Frame)

PBS - retrotranspozona lokaliz€ta tRNS piesaistes vieta (Primer Binding Site).

PCA - galveno komponentu analize (Principal Component Analysis)

PCoA- galveno koordinasu analize (Principal Coordinates Analysis)

PKR - polimerazes kédes reakcija

pol- poliproteins

PR - proteazes doméns
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RBIP - polimorfisma noteikSana ar retrotranspozonu insercijas amplifikaciju (Retrotransposon Based
Insertional Polymorphism)

REMAP - polimorfisma noteikSana ar amplifikaciju starp retrotranspozonu un vienkarSo atkartojumu
(Retrotransposon Microsatellite Amplificational Polymorphism)

RH- ribonukleaze H (EC 3.1.26.13)

RT - reversa transkriptaze

SA - salicilskabe

SINE - sie izkaisitie hromosomalie elementi (Short Interspersed Nuclear Element)

siRNS - mazie interferences RNS (small interfering RNA)

SRNS - mazie RNS (small RNA)

SSAP - sekvencu specifiskais amplifikacijas polimorfisms (Sequence-Specific Amplification
Polymorphism)

SSR - vienkar$o atkartojumu polimorfisms (Simple Sequence Repeat)

TE - transpon&jamais elements

TIR - terminalie invert&tie atkartojumi (Terminal Inverted Repeats)

tRNS - transporta RNS (transfer RNA)

TSD - integracijas vietas duplikacijas (7arget Site Duplications).

U3/U5 - 5’ vai 3’ retrotranspozona unikalais rajons (Unique Region)

UTR - géna netranslétais rajons (Untranslated Region)

VLP - virusveidiga dalina (Virus Like Particle)
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Ievads

Kop$ mobilo genétisko elementu atklasanas tie ilgus gadus tika uzskatiti par funkcionalas
slodzes nenesosam sekvencém, par parazitiem, kas savtigos noliikos pavairojas genoma izjaucot
kodgjosas génu sekvences (Orgel, Crick 1980; Doolittle, Sapienza 1980; Kidwell, Lisch 2001). Tacu
Sis uzskats mainijas lidz ar vairaku genomu sekveng&Sanu un to detaliz€tiem pé&tijumiem. Tagad ir
zinams, ka mobilo elementu sekvences ir plasi izplatitas visu eikariotu, baktériju un arheju genomos
un, atSkiriba no konservativiem géniem, ievérojami vari€ gan p&c skaita, gan sastava (Kazazian 2004,
2011). Mobilo genétisko elementu daliba génu regulacija, hromosomu struktiru uzturéSana un
organismu evoliicija paslaik ir neparprotama (Wessler 1996; Kumar, Bennetzen 1999; Kazazian
2004, Madlung, Comai 2004; Kazazian 2011; Rebollo 2012). Ar transpongjamiem elementiem ir
saistiti vairaki apversumi zinatné. Atklajot mobilos elementus, mainijas uzskats par genétiskas
informacijas stabilitati (McClintock 1954). Reversas transkriptazes atklasana lika parskatit
molekularas genétikas centralo dogmu par genétiskas informacijas vienvirziena plismu no DNS uz
RNS (Baltimore 1995; Temin 1976). Nesen, lidz ar visa genoma transkriptoma p&tijumiem atklajas,
ka 80% no cilveka genoma tiek transkribéts, lai gan tikai 1% no ta sastada géni (Ball 2013).
Savukart, transpongjamie elementi (TE) sastada 50% no cilvéka genoma un 31,4% no visam
transkripcijas iniciacijas vietam lokaliz€jas TE (Rebollo 2012). Augu genomi satur ievérojami vairak
transpon&jamo elementu, to sekvences var sastadit 1idz pat 90% no visa genoma daziem liliju dzimtas

parstavjiem (Feschotte ef al. 2002).

Kailseklu grupas parstavju genomi atskiras no vairakuma eikariotu ar genoma kompleksumu.
Tapéc pirma kailseklu - parastas egles (Picea abies) - sekvence tika publicéta tikai 2013. gada
pavasari (Nystedt et al. 2013). Egles genoms satur daudzkopiju génu gimenes, pseidogénus, tam ir
lieli starpgénu un intronu rajoni. Visiem skujkokiem ir raksturigs 1€ns evoliicijas process un tapec,
atSkiriba no segse€kliem, starp attaliem taksoniem nove@rots augsts genoma kolinearitates Iimenis.
PrieZzu dzimtas parstavjiem ir raksturigs stabili diploids genoms (2n=24), ap 50 pg liels, kur 70-75%
no visa genctiska materiala ir atkartotas sekvences (Plomion et al. 2007). SveSappute, ilggadigs
dzives cikls, liels nepartraukts areals, putek$nu migracija lielos attalumos atstaj iespaidu uz priedes
genoma genétisko daudzveidibu un heterozigotati. Atkartoto sekvencu pamata ir daudzveidiga

mobilo genétisko elementu frakcija.

I klases TE jeb retrotranspozoni ir visplasak parstavéta TE grupa augu genomos. Balstoties uz

retrotranspozonu sekvencém izveidotas vairakas molekularo markieru sist€émas. Retrotranspozoni
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augu genomos parasti ir izplatiti, plasi sastopami, reprezent€ti visas hromosomas, to insercijas ir
neatgriezeniskas un raksturojas ar augstu polimorfisma limeni. Sis Tpasibas padara retrotranspozonus
par vertigu izpétes objektu ar plasu praktiskas izmantoSanas potencialu. Pieradits, ka rekombinacijas
frekvence (Lucht et al. 2002) un mobilo elementu izsaukto mutaciju biezums genoma paaugstinas
stresa apstaklos (McClintock 1984; Wessler 1996; Rebollo 2012). Tapéc transpozicija ir viens no
ievérojamakajiem genoma nestabilitates mehanismiem, kas inicié parkartojumus un Iidz ar to ari
jaunu genotipu veidos$anos, laujot pielagoties mainigajiem vides apstakliem. Transpozoni var
ietekm@t ge€nu aktivitati tieSa veida transpongjoties netalu no kodgjosiem rajoniem un izjaucot tos,
vai arT ietekmé&t génu darbibu ar savam regulativajam sekvenceém. Turklat, retrotranspozoni var
piedalities regulativajos procesos ar RNS interferences mehanisma starpniecibu, producgjot dazada
tipa regulativas RNS molekulas. Transpozicijas aktivitate parasti genoma tiek nomakta izmantojot
hromatina modifikacijas, un abu mobilo elementu klasu aktivie parstavji transpongjas tikai stresoru
ietekme vai noteiktos attistibas posmos un specifiskos organisma audos. Paslaik nav skaidrs, cik liela
meéra transpozicijas izsaukta mutagenéze ietekm& augus stresa apstaklos un atjaunoSanas stadija.
Priedes genoma atrasti visu galveno TE gimenu parstavji, tau transkripcionali vai transpozicionali
aktivie TE nav aprakstiti. Tapec promocijas darba mérkis bija identificét aktivos retrotranspozonus
parastas priedes (Pinus sylvestris L.) genoma un raksturot retrotranspozoniem-lidzigo sekvencu
transkripcijas [tmeni dazadu stresa veidu ietekmé kontrolétos apstaklos. Meérka sasniegSanai izvirija
darba uzdevumus:

1. Identificét un raksturot ar retrotranspozoniem saistitus transkriptus ekspres€tus
karstuma ietekmé, priezu hermesa (Pineus pini L.) invazijas ietekm& un pec apstrades
ar abscizskabi un salicilskabi.

2. Salidzinat identific€to fragmentu ekspresiju p&tamo stresoru ietekmé, ka arT noteikt to
ekspresijas Itmeni.

3. Noskaidrot identificéto fragmentu piederibu himériskiem transkriptiem vai pilna izméra
retrotranspozoniem. Izol&t pilna izméra retrotranspozonu sekvences un raksturot to
transkripcijas un transpozicijas iespgjas.

4. lzveidot P.sylvestris retrotranspozonu molekularos markierus un ar tiem raksturot
dabigas P.sylvestris audzes daudzveidibu, ka arT analizét priedes rametu somaklonalas
variacijas iespgjas.

5. Raksturot identific€to fragmentu un retrotranspozonu izplatibu kailséklu genomos, ka

ar1 analizet retrotranspozonu izsaukto daudzveidibu citu kailseklu genomos.

12
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1. Literaturas apskats

1.1. Mobilo genétisko elementu klasifikacija

Transpon&jamie elementi (TE) vai arT mobilie genétiskie elementi ir DNS sekvences, kas sp€j
mainit savu lokalizaciju genoma (transponéties) vienas $tinas robezas. Dazadu gimenu TE ir plasi
izplatiti eikariotu genomos un ir iesaistiti genoma restrukturizacija, génu veidoSana, nevienadas
homologas rekombinacijas un nereciprokas krustmijas inducéSana, un tadel uzskata, ka TE piedalas
genoma evolicija (Wessler 1996; Kumar, Bennetzen 1999; Kazazian 2004). TE klasifikacija veikta
péc to transpozicijas mehanismiem, TE struktiras ipas§ibam, proteinu filogenétiskajam analizém un ir
dinamiska, jo Iidz ar jauno transpongjamo elementu raksturoSanu tiek parskatita arm kopiga
klasifikacija (Finnegan 1989; Curcio, Derbyshire 2003; Capy 2005; Wicker et al. 2007). Paslaik
aprakstitas piecas proteinu gimenes, kas spgj vadit transpozicijas procesu: DDE transpozazes, Y2
transpozazes (t.s., ritosa cikla), tirozina (Y) transpozazes, S transpozazes un reversas transkriptazes
un endonukleazes kombinéta aktivitate (Curcio, Derbyshire 2003). Lai Tstenotu transpoziciju, Siem
proteiniem DNS parravumu un savienojumu veidoSanai raksturigi dazadi katalitiskie mehanismi.
Atkariba no §tm ipasibam, dazi TE no donora lokusa tiek izgriezti DNS veida, bet citi tiek kopéti
(transkrib&ti) un parnesti ar RNS molekulas starpniecibu. Tadgjadi sakotngja mobilo elementu
klasifikacijas sistema sadalija TE atkariba no RNS vai DNS molekulu iesaistiSanas transpozicija,
izgkirot divas mobilo gengtisko elementu klases (Finnegan 1989). ST sistéma joprojam tiek plasi
lietota, tacu, 11dz ar liela apjoma dazadu organismu genomu sekven&Sanas projektiem, katra no $tm
klasém atklajas daudz lielaka daudzveidiba, sadalot tas kartas, virsgimengs un gimenés (Wicker et al.
2007). Patreiz abu klaSu parstavju vidi ir atrasti autonomie TE, kas kod€ transpozicijai
nepiecieSamos proteinus, un neautonomie TE, kas nesatur proteinus kod€joSas sekvences, tacu to
sastava esoSas regulativas sekvences dod iesp€ju transponéties izmantojot autonomo TE proteinus
(Berg, Howe 1989; Flavell et al. 1994; Feschotte et al. 2002; Dewannieux et al. 2003). Gandriz visi
TE insercijas vieta veido integracijas vietas duplikacijas (TSD). Parsvara mobilie genétiskie elementi
ir zaud@jusi savu sp&ju transponéties un tikai dazi sugas specifiskie gimenu parstavji ir aktivi, tacu $1
aktivitate izpauzas organismam nelabveéligos apstaklos vai arT specifiskos audos un attistibas stadijas
(McClintock 1984; Wessler 1996; Grandbastien et al. 1997; Kumar, Bennetzen, 1999; Capy et al.
2000).
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1.1.1. T Kklases (retrotranspozonu) TE Kklasifikacija un struktiira

I klases mobilie gendtiskie elementi vai retrotranspozoni (retropozoni’) péc savas struktiiras

un integréSanas mehanisma ir 11dzigi retrovirusiem, tacu retrotranspozoni nespgj inficét citas $iinas.

Visi §is klases parstavji izmanto RNS molekulas starpniecibu ar sekojoSu reverso transkripciju un

komplementaras DNS integraciju jaunaja genoma vieta. Tadel [idz ar retrotranspozonu parvietoSanos

cita homosomas pozicija genoma notiek ari kopiju skaita palielinasanas. Eikariotu genoma ir

atrodami provirusi un hromosomalie retrotranspozoni, ka ar1 to sekvencu paliekas.

I klase (retrotranspozond)
LTR Copia —{ GAG AP THT BT FH et 46 RLC PM.EO
Gypsy —e GAG AP AT AH THT e 46 RLG PM.EO
Bd-Pao wempe| GAG AP BT BH INT e 46 RLB M
Retrovirus e CAG AP BT BH INT ENV jee—ps 46 RLR M
ERV g GAG AP _ET__RH _INT__ENV e 46 RLE M
DIRS DIRS »—{"GAG AP RT RH VR | 0 RYD EM.FO
Ngaro e GAG AP RT  RH VR et o 0 RYN M.F
VIFER e CAG AP BT RH YR e oei— 0 RYV 0
PLE Pendope s [T N v RPP EM.EO
LINE Rz o T = v RIR M
RTE - APE AT - v RIT M
Jockey w{ ORH W APE __RT | v RIJ M
L1 - ORF M APE Rl  J= v RIL PM.EO
I w{ ORA W APE BT FH = v RIl EM.F
SINE tRNA i — v RST PM.F
75l E=ls ] v RSL PM.F
55 — v RSS M.O
_— LTR AP- aspartazes proteinaze, APE- apurina endonukleaze, GAG-
D e TIR kapsida domens, RH- RNaze H, EN- endonukleaze, ENV-
_:I_ Kodgjoss rajons nukleokapsida domeéns, RT- reversa transkriptaze, ORF-
. atklatas translacijas faze, YR- tirozina rekombinaze; Satur: P-
—— Nekodgjoss rajons
augi, M-dzivnieki, F-sénes, O-citi
R — N Diagnostiska iezime nekodgjosa dala

1. attéls. Retrotranspozonu klasifikdcija (péc Wicker et al. 2007).

* Termins ,Retropozons”, kuru sakotngji defingja Rogers (1983), ir sinonims plasak lietotam ,retrotranspozons”, tacu dazreiz ar $o terminu apzimé

neautonomos retrotranspozonus vai arf retrotranspozonus bez LTR
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Pec vienotas TE Kklasifikacijas (Wicker et al. 2007) retrotranspozonus iedala kartas,
virsgimenés un gimenés. Retrotranspozoni, kuri satur tieSos garos terminalos atkartojumus, ietilpst
LTR retrotranspozonu karta, elementi bez $1 tipa atkartojumiem tiek iedaliti autonomas LINE vai
neautonomas SINE kartas. Retak sastopami elementi veido DIRS kartu, kuras parstavjiem nav LTR
un int vieta ir tirozina rekombinazes géns (Y-tipa transpozaze (Cursio, Debyshire 2003), kas veido
cirkularo cDNS), tade] Sie elementi neveido tipiskos TSD integracijas vieta un So elementu
transpozicijas mehanisms ir atSkirigs no LTR un LINE retrotranspozoniem (Cappello et al. 1985).
Savukart Drosophila virilis aprakstitajiem elementiem, kuri tiek pieskaititi PLE jeb Penelopes-tipa
elementu kartai, elementu RT ir lidziga telomerazei, bet endonukleaze ir lidziga bakterialajam DNS

laboSanas sistemas proteinam UvrC (Evgen’ev et al. 1997; Piednoél et al. 2011).

= Family: Me dae (3 Genera)

= Family: Psow, idae (3 Genera)

= Genus: Errantivirus (10 Species) = Genus: Hemivirus (8 Species)

Species: Cergiitis capitata Yoyo virus Species: Agdes aegypti Mosqcopia virus

Species: Drosophila ananassae Tom virus Species: Candida albicans Tea2 virus
Species: Drosophila melanogaster 17.6 virus 5 - Candida albi Teas vi

. pecies: Candida albicans Tcas virus
Species: Drosophila melanogaster 297 virus .
B = 5 Species: Drosophila melanogaster 1731 virus
Species: Drosophila melanogaster Gypsy virus

Species: Drasophila melanagaster ldefix virus SRS e P T T R e e (T

Species: Drosophila melanogaster Tirant virus Species: Sgccharomyces cerevisiae Ty'5 virus
Species: Drosophila melanogaster Zam virus Species: Volvex carteri Lueckenbuesser virus
Species: Drosophiia virilis Tel virus Species: Volvox carteri Osser virus

Species: Trichoplusia ni TED virus = Genus: Pseudovirus (20 Species)
= Genus: Metavirus (21 Species) Species: Arabidopsis thaliana Art] virus
Species: Arabidopsis thaliana Athila virus Species: Arabidopsis thaliana AtRE] virus
Species: . ; . -
pm:“ Arabidopsis thaliana Tatd virus Species: Arabidopsis thaliana Evelknievel virus
Species: Bombyx mori Mag virus 5 :
. ecies:
Species: Caenorhabditis elegans CerT virus B Jrgbidopsic thakiane Tl yirus

. Species: i i
Species: Cladosporium fulvum T-T virus B e e A

Species: Dictyostelium discoideum Skipper virus Species: Cajonus cajan Panzee virus
Species: Drosophila buzzatii Osvaldo virus Species: Clycine max Tgmr virus
Species: Drosophila melanogaster 412 virus Species: Hordeurn vulgare BARE-1 virus
Species: Drosophila melanogaster Blastopia virus Species: Nicotiana tabacum Tntl virus
Species: Drosophila melanogaster Mdg] virus Species: Nicotiana tabacum Ttol virus

Species: Drosophila melanogaster Mdg3 virus species: Oryza australiensis RIRET virus
Species: Drosophila melanogaster Micropia virus Species: Oryza longistaminata Retrofit virus
Species: Drosophila virilis Ulysses virus Species: Physarum polycephalum TpT virus
Species: Fusarium oxysporum Skippy virus

S pecies:lifir henryi Detlvicus Species: Saccharemyces cerevisiae Tyl virus

Species: Saccharomyces cerevisiae Ty3 virus Species: Saccharomyces cerevisiag Ty2 virus
Species: Schizosaccharomyces pombe TfT virus Species: Saccharomyces cerevisiae Tyd virus
Species: Schizosaccharomyces pombe Tf2 virus Species: Solanum tuberosum Tstl virus
Species: Takifugu rubripes Sushi virus Species: Triticum aestivum WIS-2 virus
Species: Tribolium castaneum Woot virus Species: Zea mays Hopscotch virus

Species: Tripneustis gratilla SURL virus Species: Zea mays 5to-4 virus

= Genus: Semotivirus (8 Species) o =

= = Genus: Sirevirus (5 Species)
Species: Anopheles gambiae Moose virus .

- - —— - Species: Arabidopsis thaliana Endovir virus

Species: Ascaris lumbricoides Tas virus

Species: Bombyx mori Pao virus S R Ty S T

Species: Caenorhabditis elegans Cerl3 virus Species: Lycopersicon esculentum ToRTLT virus

Species: Drosophila melanogaster Bel virus Species: Zea mays Opie-2 virus

Species: Orosophila melanagaster Roo virus Species: Zea mays Prem-2 virus

Secies: Drosophila simulans Ninja virus
Species: Fugu rubripes Suzu virus Species: Phaseolus vulgaris Tova-6 virus

2. attels. Pseudoviridae un Metaviridae klasifikacija péc Virusu taksonomijas 2012. gada

izdevuma sagatavota ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses).

Pamatojoties uz augstu lidzibas pakapi hromosomalos LTR retrotranspozonus ieklava kopiga
virusu klasifikacijas sistéma (Boeke et al. 1998; Hull 2001). Paslaik retrotranspozoni tiek klasificeti

Pseudoviridae (Tyl, Copia tipa) un Metaviridae (Ty3, Gypsy tipa) virusu dzimtas, kas nav

—
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pieskaitami nevienai no virusu kartam (Boeke et al. 2006). Hepadnaviridae, Metaviridae un
Pseudoviridae dzimtu parstavji ir radniecigi Retroviridae dzimtas virusiem (retrovirusiem), jo visi
izmanto reverso transkripciju un virusa kapsidu veido no gag-prekursora. Pseudoviridae (Copia
virsgimene) atSkiras no pargjiem ar to, ka tiem nav env-lidziga géna un ir atSkiriga doménu seciba
poliproteina (/. attéls). Pseudoviridae, Metaviridae, un Retroviridae dzimtu parstavjiem raksturigi
provirusa formu saturosSi garie terminalie atkartojumi (LTR), proteaze, Rnaze H, int, ka ar1 génu
ekspresija vienota poliproteina forma izmantojot tRNS praimerus. Tacu, lai gan Pseudoviridae un
Metaviridae dzimtu parstavji ir radniecigi retrovirusiem, to struktiira ir vienkarSaka. Tadel
hromosomalo retrotranspozonu gimenes parstav primitivaku virusu formu un Retroviridae dzimtas
parstavji, iespgjams, ir radusies no Metaviridae, iegistot ligandus kod&joSos génus. ST hipoteze
saskan arT ar augsto daudzveidibas pakapi, kas noveérojama hromosomalo retrotranspozonu vidi
(Boeke et al. 2006). Metaviridae dzimta ir tris gintis: Errantivirus, Metavirus, Semotivirus. Ari

Pseudoviridae dzimta ir tris gintis: Hemivirus, Pseudovirus, Sirevirus (2. attels).

1.1.2. IT klases (DNS transpozonu) TE Kklasifikacija un struktiira

1T klases mobilajiem genétiskajiem elementiem pieskaita, t.s., DNS transpozonus. Saja klasé
ietilpst pirmie atklatie TE. 1954. gada ASV zinatniece Barbara McClintock publicgja rakstu par
kontrolgjoSiem elementiem kukuriizas genoma, jo tie izsauca ar Mendela likumiem nesaistitu
fenotipisku (grauda iekrasojuma) variaciju. DNS transpozoni tiek izgriezti no vienas vietas genoma
un ievietoti cita neizmantojot RNS starpniecibu. DNS transpozonus iedala atkariba no ta, cik DNS

pavedienu donora lokusa saskel ar nukleazi.

Pirma apakSklase satur elementus, kas pilniba izgriezas (tiek Skelti DNS dubultspirales abi
pavedieni). Saja grupa ietilpst plaga TIR elementu karta ar devipam virsgimeném, kas satur dazada
garuma TSD un TIR (Wicker et al. 2007). Sis grupas elementu kopiju skaits genoma palielinas, ja
transpozicija notiek hromosomu replikacijas laika no pozicijas, kas jau tika replicéta uz citu, kura
replikacija vél nav notikusi (Greenblat, Brink, 1962), vai ari iesaistoties DNS dubultspirales
parravumu reparacija (Nassif et al. 1994). Otra DNS transpozonu apaksklase ir ieklauti daudzveidigi
elementi, kas transpongjoties saskel tikai vienu DNS pavedienu. Helitronu kartas TE (satur Y2-tipa
transpozazi) transpong&jas izmantojot ritosa cikla mehanismu un neveido TSD. Turklat Sie elementi
ieklauj sevi dazadu génu dalas, kas dazos gadijumos transkribgjoties var veidot himé&riskas molekulas
(Morgante et al. 2005; Du et al. 2009; Yang et al. 2009). Maverick kartas TE augiem nav atrasti (3.
attels).
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II klases (DNS transpozom)- 1. apaksklase

TIR Te1-Mariner
hAT
Mutator
Merlin
Transib
P
PiggyBac
FIF-Harbinger
CACTA
Crypton Crypton

I klages (DNS transpozoni)- 2. apaksklase

Helitron Helitron
Maverick Maverick

STRUKTORA TSD
TA
8
b T 9-11
—{ T 8-9
T — 5
T — 8
—{TTEE TTAA
o Tasot e OFF] et 3
» {  Tase o ORF] e -3
0
= APA el YIHE e 0
P CONT o ATF o] CHF e POLE et 6

_:I_ Kodgjoss rajons

Nekodgjoss rajons

Rajons, kas satur papildus ORF

Tase- transpozaze (*ar DDE motivu),

A.Voronova, 2014

KODS
DIT
DTA
D™
DTE
DTR
OTP
DTB
DTH
DTC
DYC

DHH
DMM

SASTOP
PM.EO
EM.EO
EM.EO
M.O
M.F
PM
M.O
EM.EO
PM.F

F

EM.F
M.EO

ORF- atklatas

translacijas faze, YR- tirozina rekombinaze,

RPA-

replikacijas proteins A (tikai augiem), HEL-helikaze,

ATP- iepakosana iesaistits ATPazes vieta, CYP- cistelna

proteaze, POL B- DNS polimeraze B, Y2- tirozina

rekombinaze ar YY motivu. Sastop: P-augi, M-

dzivnieki, F-sénes, O-citi

3. attéls. DNS transpozonu klasifikacija (péc Wicker et al. 2007).

1.2. Retrotranspozonu struktiira un transpozicijas mehanismi

1.2.1. LTR retrotranspozoni

Paslaik ir aprakstiti loti dazadi LTR retrotranspozonu kartas parstavji. Tie satur tieSos

atkartojumus no abam pusém (LTR), kuru garums var sastadit no 85 bp visisakajam elementam, kura

kopgjais garums sastada 292 bp (FRetrol29 risu genoma, Gao et al. 2012), lidz pat piecam

kilobazeém visgarakajam elementam ar kop&jo garumu virs 22 kb (Ogre zirgu genoma, Neumann et

al. 2003). LTR ir proteinus nekod€josa sekvence, kas satur iek§&jo doménu transkripciju regul&josas

sekvences. LTR ir specifisks katrai retrotranspozonu gimenei, bet pat vienas gimenes robezas LTR

var saturét mutacijas, kuru daudzums ir saistits ar elementa evolucionaro vecumu. Tikko

transponétiem elementiem flank&josie LTR ir identiski. Ta¢u salidzinot dazadu gimenu parstavju

LTR ir iesp&jams atrast konservativas sekvences, kas atbild par noteiktu funkciju izpildi. Nesen

veikta pétijjuma apstiprinagja LTR konservativo sekvencu saturu izmantojot statistisku Markova

modeli (Hidden Markov model) un salidzinaja to Pseudoviridae, Metaviridae un Retroviridae
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dzimtam (Benachenhou et al. 2013). 4. attéla ir paraditi LTR retrotranspozonu struktiirelementi. Ir
1zSkiramas $adas viskonservativakas LTR sekvences: aptuveni 7 bp gari invertétie atkartojumi (IR) ar
1pasi konservativiem 5° TG un 3’ CA nukleotidiem (int piesaistes vieta), TATATA motivs, kur$
pilda polimerazes II promotera funkciju un ir Tpasi konservativs augu retrotranspozoniem (Vicient et
al. 2005; Benachenhou et al. 2013). Dazas no LTR TE grupam, LTR satur ari poliadeniléSanas
signalu. GT-saturo$s rajons, kur§ atrodas LTR U5 rajona un ir 1paSi konservativs dzivnieku
retrotranspozoniem no Metaviridae (Benachenhou et al. 2013). U3 rajons vairak varié dazadas TE
grupas, kas ir skaidrojams ar to, ka $aja rajona atrodas specifiskas transkripciju regul&josas sekvences
(nodrosina ekspresiju noteiktos audos/ apstaklos/ attistibas stadija). Atkartojuma LTR rajons ir Joti

varigjoss.

us R U5 8-18bp - pol - R Us
TR op| 3

! LTR
5 DR I CA GAG —— PR RT/RH DIR
IR || TATA IR R

7 ‘ i
456bp 5-7 bp 57 bp - © 57bp 5-7 bj 4-6bp
85bp-5000bp . VI , : 85 bp- 5000 bp
‘ Copia virsgimenei

4. attels. Tipiska LTR retrotranspozona struktiira ar noraditam konservativam dalam.

5’ LTR uzsakas TE transkripcija, bet beidzas 3’ LTR atkartojuma (Kumar, Bennetzen, 1999).
Ta ka 5’ un 3’ LTR ir vienadi, tad 3’ LTR var iniciét blakus novietoto sekvendu transkripciju. Sis
jautajums ir pétits dazadu virusu un to provirusu gadijuma, tika noskaidrots, ka virusiem 3’LTR
promotera aktivitate parasti ir nomakta, bet var tikt aktivéta 5> LTR regulativo sekvencu izjaukSanas

gadijuma (Boerkoel, Kung 1992; Gama Sosa ef al. 1994; Klaver, Berkhout 1994).

Transkripcijas rezultata veidojas TE mRNS molekula, kura ir: 5°-R-US5-PBS- kodgjosais
rajons - PPT-U3-R-3’, kur R ir atkartojums, PBS - praimeru piesaistes vieta, kod€josais rajons var
saturét poliproteinu (pol) ar gag, PR, RT/RH, int, env dom&niem, PPT - polipurina sekvence, U5 un
U3 (unikalas 5’ un 3’ sekvences) (Kumar, Bennetzen 1999). Transkripts tiek transportéts no kodola
uz citoplazmu, kur, ja transkriptam ir introns, var notikt ari daléja RNS nobrieSana (splaisings)
(Neumann et al. 2003; Steinbauerova et al. 2008). TE mRNS var notikt ari kod€joSo doménu
splaisings, veidojot 1sakus transkriptus tikai ar gag vai env doméniem, kas veicina intensivaku So
proteinu ekspresiju salidzinajuma ar transpozicijai mazaka daudzuma nepiecieSamajiem
poliproteiniem (Brierley, Flavell 1990; Vicient et al. 2001). Autonomie elementi parasti satur divus

genus gag un pol; gag géns kode kapsidam-lidzigus proteinus, bet po/ géns kodé poliproteinu, kurs

18



A.Voronova, 2014

turpmak tiek saskelts ar pasa kod€tu proteazi (PR), veidojot reverso transkriptazi ar RNazes H
aktivitati (RT/RH) un integrazi (int). Env-lidzigu doménu var saturét gan Pseudoviridae, gan
Metaviridae parstavji (Eickbush, Malik 2002). ST proteina funkcija retrotranspozoniem lidz galam
nav skaidra, jo sekvence ievérojami vari€ un tikai dazos gadijumos ir lidziga retrovirusu env
doménam (Havecker et al. 2004). Vairaki env-lidzigi proteini pilda transmembranas proteina
funkcijas (I1dzigi ka retrovirusiem); iesp&jams, retrotranspozoniem $is proteins nodro$ina transportu
starp dazadiem viena organisma audiem vai transportu starp kodolu un citoplazmu, vai ar1 pilda
Caperona proteina funkciju, veicinot replikaciju. Retrotranspozoni var saturét papildus ORF.
Piem@ram, risu RIRE2 pirms gag doména satur papildus ORF ar nezinamu funkciju (Kumekawa et
al. 1999). Retrotranspozoni var saturét ORF, kas var biit transkribéti abos virzienos. Ir aprakstiti
gadijumi, kad retrotranspozons iegiist géna dalas, kas, iespgjams, neietekmé retrotranspozona dzives

ciklu. Pieméram, kukuriizas Bs/ retrotranspozons satur ATPazes géna dalu (Jin, Bennetzen 1994).

Citoplazma mRNS transkripti tiek izmantoti gan par matricu proteinu veidoSanai, gan
reversajai transkripcijai dubultspirales cDNS sint€zei, kas tiek transportéta atpakal uz kodolu un

integréta cita vieta taja pasa vai citd hromosoma.

5. attels. Teorétisks VLP veidojosa LTR retrotranspozona dzives cikls (Sabot, Schulman
2006) a) mRNS transkripcija; b) gag un pol proteinu translacija; c¢) RNS dimerizdcija pirms
iepakosanas, d) RNS iepakosana un vienpavediena DNS sintéze, izmantojot reversas transkripcijas
mehanismu, e) RNS matricas degradacija un otra DNS pavediena sintézes uzsaksana; f)
dubultspirdles DNS sintézes beigas, int piesaiste pie LTR; g) hromosomaldas DNS Skelsana ar EN un

izveidotas TE DNS integracija jaunaja pozicija.
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Dazi LTR retrotranspozonu parstavji Siinas citoplazma sp€j veidot virusiem lidzigas dalinas,
kuras lidzigi ka virusiem notiek reversa transkripcija (Yoshioka et al. 1990; Jadskeldinen et al. 1999;
Beliakova-Bethell ef al. 2006) (5. attels). LTR retrotranspozonu gag prekursors satur retrovirusiem
lidzigus kapsida un nukleokapsida doménus, tacu virusu matricas doménam ir salidzinoSi zema
lidziba (Jédskeldinen et al. 1999). gag polimerizacijas rezultata veidojas virusiem-lidzigas dalinas,
kur tiek iepakots specifiskais retrotranspozona mRNS, kurs, iesp&jams, lidzigi retrovirusiem tiek
atpazits péc specifiska signala (PSI), kas atrodas p&c PBS un pirms pirma ORF (Sabot, Schulman
2006). PBS ir praimera piesaistes vieta uz mRNS molekulas, kura parasti ir komplementara Stinas
tRNS molekulas 3’ galam. Virusu un retrotranspozonu reversas transkripcijas iniciacijai tiek
izmantotas dazada tipa tRNS un komplementaritates PBS rajons ir 1saks (8-12 bp) (Mak, Kleiman
1997). Retrotranspozoniem parasti tie ir: tRNA™, tRNA™", tRNA", tRNA. Salidzinot ar citiem
regulativajiem motiviem, PBS vairaku retrotranspozonu gimenu vidi ir loti konservativs (Kalendar
et al. 2010). Starp PBS un tRNS notiek hibridizacija, veidojot 1su dubultpavediena RNS rajonu ar
brivu 3’ hidroksilgrupu, kuru RT var izmantot par iniciacijas praimeri uzsakot DNS sintézi. RT RH
aktivitate saSke] RNS molekulu jebkura RNS:DNS hibrida, atbrivojot uzsintez&to vienpavediena
DNS ar atkartojuma sekvenci, kas ir atrodama abos transkripta galos. Hibridizacija starp S$tm
komplementarajam atkartojuma sekvenceém veido cirkularo DNS molekulu, kas lauj RT parlekt un
turpinat otra DNS pavediena sinté€zi no PPT saita, par praimeri izmantojot degradétas RNS paliekas
(Wilhelm, Wilhelm 2001). Reversas transkripcijas laika var notikt RT parlekSana arT uz citu RNS
matricu (parasti starp §1 pasa elementa, vai tas pasas gimenes neautonoma elementa, bet ir iesp&jama
nesaistita mRNS iepakoSana ar lidzigiem PSI signaliem), ka rezultata var veidoties himeriskas
molekulas, kas satur vairakus LTR un kodgjoSas sekvences, bet flank&tas ar vienu TSD (Vicient et
al. 2005; Sabot et al. 2005; Sabot, Schulman 2007). Péc dubultspirales DNS sintézes, pie TE LTR
piesaistas integraze. VLP piesaistas pie kodola un atbrivo DNS-int kompleksu, kur§ piesaistas un
integréjas hromosomalas DNS parravuma, ko izveido EN. Siinas DNS reparacijas sistéma lige

integréto TE kopiju jaunaja hromosomas vieta (5. attéls).

1.2.2. LINE un SINE retrotranspozoni

Bez LTR LINE un SINE elementi doming ziditaju genomos, kur tie nosaka ievérojamu dalu
no individu specifiskajam atSkirtbam (Xing et al. 2009; 1000 Genomes Project Consortium 2012).
SINE elementi parsvara ir 1si (90 bp - 300 bp) un, iesp&jams, ir c€lusies no dazadiem tRNS vai 7SL
RNS (signala atpaziSanas RNS) géniem, zaudgjot iek$€jo kod€joso sekvenci, piemeéram, ka Alu

elementi cilvéka genoma (Ullu, Tschudi 1984). Atskiriba no citiem retrotranspozoniem, SINE
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elementi raksturojas ar ieks€jo polimerazes Il promoteri netalu no 5’ gala. Autonomie LINE ir gari,
aptuveni 1-8 kb elementi, kas satur divus ORF, kas tiek transkribéti bicistroniska mRNS molekula ar
poli(A) asti (6. attéls). ORF1 kod€ RNS piesaistes proteinu, bet ORF2 - endonukleazi un RT. LINE

transkripcijas polimerazes II promoteris atrodas elementu 5 UTR gala.

ORF.‘I ORF2 JUTR | AaTAT
RNS piesaistes P EN |

6. attels. LINE un SINE struktira.

LINE un SINE transpongjas izmantojot mérka piesaistes reverso transkripcijas TPRT
mehanismu (7arget Primed Reverse Transcription) (Luan et al. 1993). Sakuma elements tiek
transkribéts un mRNS tiek transportéts uz citoplazmu, kur notiek turpmaka proteinu translacija.
Retrotranspozona RNS transkripts citoplazma izveido ribonukleoproteina kompleksu (RNP) ar ORF1
un ORF2 proteiniem (7. attéls). Sis komplekss ir ciesi saistits ar stresa granulam, kuru funkcija
paslaik nav skaidra (Goodier et al. 2007). Endonukleazes doméns Ske] hromosomu un rezultata
veidojas briva 3’ hidroksilgrupa, kura ar RT tiek izmantota par praimeri turpmakai cDNS
polimerizacijai no TE RNS kopijas jaunaja vieta (Cost ef al. 2002). Tad ORF2 EN s§ke| otro DNS
pavedienu. Vairuma gadijumu sakuma insert€jas pirmais uzsintez€tais vienpavediena TE DNS
izveidotajas SkelSanas vietas un p&c tam notiek otra DNS pavediena sintéze (7. attéls a). Rezultata
veidojas klasiska LINE insercija ar TSD galos un biezi nepabeigtu 5’ galu. Aptuveni 35% gadijumos
(cilvéku LI gadijuma) péc otra DNS pavediena SkelSanas, otra ORF2 molekula uzsak vel vienu
reversas transkripcijas reakciju, ka rezultata veidojas invertéta LINE insercija (7. attéls a) (George et
al. 1996). Dazi neautonomie SINE elementi var insertéties LINE producétajas SkelSanas vietas.
Papildus, izmantojot So mehanismu, SkelSanas vietas var insertéties génu mRNS transkripti, veidojot
t.s. producetos pseidogénus (Esnault er al. 2000; Maestre et al. 1995). Otra DNS pavediena
Skelsanas, RNS degradacija, komplementara DNS pavediena sintéze vél nav lidz galam izpétiti un
demonstréti in vivo (Babushok, Kazazian 2007). Skel$anas vietu reparacija notiek izmantojot §inas

proteinus (Luan ef al. 1993; Babushok, Kazazian 2007).
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1.2.3. DNS transpozonu struktiira un transpozicijas mehanisms

A.Voronova, 2014

7. attéls. L1 LINE transpozicijas mehanisms (a) meérka piesaistes reversas transkripcijas
mehanisms, TPRT (péc Babushok, Kazazian 2007), (b) bez-LTR retrotranspozonu dzives cikls (péc
Kejnovsky et al. 2012).

Ka tika minéts iepriek§, DNS transpozoniem ir raksturigs kardinali atSkirigs transpozicijas
veids, kura TE DNS tiek izgriezts no donora lokusa un parvietots cita. Pec savas struktiiras Sie

elementi ir saméra vienkarSi, tie ir sastopami ar1 baktriju genomos (piemé&ram, IS elementi).
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Autonomie DNS transpozoni satur dazada tipa transpozazes génu (1-5 kb), kur§ ir norobezots ar
terminaliem invertétiem atkartojumiem 17-1100 bp (TIR). TIR kalpo par transpozazes atpaziSanas
signaliem, kas lauj precizi izgriezt transpozona sekvenci. Neautonomie DNS transpozoni, pieméram,
1si 80-500 bp MITE elementi, satur TIR un insercijas vietas TSD, tacu tiem nav kodg&joso sekvencu

(Bureau, Wessler 1992).

DNS Transpozons

Transpozaze l Transpozaze b | T
%_ | | m AT| AT

nl T
AT AT
-/.-\‘-.

Integracijas vieta TE Iz8kel§anas viela
i
AT} AT AT}
- - lzgrieSana o l DNS repardtija

TA]

|

Jauna TE insercija

L EE
AT AT

TE nospiedums

Integracija DNS TE transpozicija
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transpeytsana kodold Tp
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8. attéls. DNS transpozicijas mehanisms (a) transpozazes mediéta DNS TE izgrieSana un
integracija, (b) DNS TE nospiedumu un TIR veidoSanas (modificéts no Munoz-Lopez, Garcia-Perez
2009), (c) DNS TE dzives cikls (modificets no Kejnovsky et al. 2012).

Transpozaze sastav no diviem domé&niem: aminoterminala doména ar HTH motivu (helix-
turn-helix), kur§ nepiecieSams TIR piesaistei, un karboksilterminala doména ar katalitisko DDD vai
DDE motivu. Papildus, transpozaze satur NLS (Nuclear Localization Signal) signalu, kas
nepiecieSams transportam kodola (Brillet e al. 2007). Transpozicijai nepiecieSamie proteini tiek
ekspres€ti un transportéti kodola. Divas transpozazes molekulas atpazist transpozona TIR uz

hromosomas DNS un piesaistas pie Stm sekvencém ar HTH motivu. Abas transpozazes saskel 5° TIR
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galus hidroliz€jot DNS fosfodiestersaites. Transpozazes molekulas savienojas veidojot diméru, $aja
mirklt notiek 3 galu fosfodiestersaiSu hidrolize, veidojot TE brivas 3’ hidroksilgrupas. Komplekss
atbrivojas no donora vietas un piesaistas integracijas vietai, kas ir specifiska transpozazei, pieméram,
TA dinukleotids. 5’ integracijas vietas DNS paklaujas transpozona 3’ OH grupas nukleofilai
piesaistei. Plaisu aizpilda Stinas reparacijas proteini, veidojot TSD, kas norobezo jaunu integracijas

vietu (8. attéls).

Iznemot transpozicijas parravumu reparaciju, DNS transpozonu transpozicija ir neatkariga no
saimniekorganisma $iinas proteiniem vai kofaktoriem, un $o elementu transpoziciju veic in vitro
(Lampe et al. 1996; Tosi, Beverley 2000). Ir izdevies rekonstruot dazu neaktivo DNS transpozonu
aktivitati, pieméram, Sleeping Beauty (SB) no zivs genoma (Ivics et al. 1997). SB preferenciali
transpongjas heterohromatina rajonos vai intronu sekvencés TA dinukleotidos (Ikeda et al. 2007). SB
elementu plasi izmanto ziditaju génu funkciju pétijumos, jo ar SB inserciju ir iesp&jams izjaukt gé€na
sekvenci, to inaktivgjot (Izsvak, Ivics 2004; Carlson, Largaespada 2005; Dupuy 2010). SB izmanto
arl transgénu integréSanai dzivniekos (genétiski modificéto organismu veidoSana), vai ari cilvéka
geénu terapija dazu slimibu apkarosanai, lai noveérstu imiinas sist€mas reakcijas problémas, kas rodas

izmantojot virusu tipa vektorus (Izsvak, Ivics 2004; Hackett et al. 2005; Aronovich et al. 2011).

1.3. TE izplatiba augu genomos

Mobilo genétisko elementu saturs dazadu eikariotu genomos ievérojami vari€ gan péc
izplatitako TE parstavniecibas un satura noteiktas sugas genoma, gan péc to parstavju aktivitates
(Wessler 2006a). Rauga (Saccharomyces cerevisiae) genoms satur tikai LTR retrotranspozonus,
kamer ziditaju genoma ir izplatiti bez-LTR retrotranspozonu virsgimenes parstavji. Augu genomi
(gan vairak izpeétito segse€klu, gan kails€éklu), satur TE elementus no abam klaseém ar LTR
retrotranspozonu virsgimenes parstavju ievérojamu parsvaru (Kumar, Bennetzen 1999). Sugas
specifiska un loti atSkiriga var biit arT1 TE aktivitate. Kukuriizas (Zea mays), auglu musas (Drosophila
melanogaster), nematodes (Caenorhabditis elegans) genomi satur vairakas evolucionari jaunas un
joprojam aktivas TE gimenes. Vairaku segséklu genomi (1Tsi, kukuriiza, miezi un kviesi) ir t.s. TE
vadita genoma dazadoSanas stadija, kura piedalas gan I, gan II klases TE (Wessler 2006b). Savukart,

ziditaju genomi satur ievérojami mazak aktivo TE gimenu, tomér §T aktivitate starp sugam vari€.

Augu genomiem retrotranspozonu sekvences un to izplatiba vari€ un var sastadit no 15%
(Arabidopsis thaliana) 1idz pat 90% (Liliacea) no visa genoma lieluma (Sabot, Schulman 2006;
Morgante et al. 2007). Kompleksie augu genomi raksturojas ar t.s. kod€joSo génu salam atkartojumu

jura (SanMiguel et al. 1996; Panstruga et al. 1998; Shirasu et al. 2000; Rostoks et al. 2002;
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Kejnovsky ef al. 2012). Augu sugam ar mazu genomu génu rajoni ir gari, bet atkartojumi parsvara
aizpilda hromosomu pericentroméru rajonus. Pret&ji, augos ar lielu genomu, viens génu rajons satur
ap diviem géniem un aizpem mazak par 10 kb, tacu starpgénu rajoni ir no 20 Iidz 100 kb gari
(Bennetzen et al. 1994; Wicker et al. 2001; Schnable et al. 2009). Piemé&ram, kukuriizas genoms (2.3
gbp) satur aptuveni 85% TE, no kuriem 75% pieder LTR retrotranspozoniem (Schnable et al. 2009).
Aptuveni 40 000 génu atrodas starp vairak ka 1 miljona TE sekvenceém, piederosam aptuveni 1300
dazadam gimeném. Lidziga genoma organizacija ir atrasta visiem Iidz $im sekven&tajiem

kompleksajiem augu genomiem.

1.3.1. TE izvietojums hromosomas (topologija)

Augiem starpgénu rajoni parsvara sastav no LTR retrotranspozonu sekvencu klasteriem, bet
génu tuvuma vai ar1 intronos biezak ir sastopami II klases TE, pieméram, MITE (Bureau, Wessler
1992; Jiang, Wessler 2001; Yang et al. 2007), Mutator (Dietrich et al. 2002; Liu et al. 2009), vai ar1
isie neautonomie retroelementi, tadi ka SINE (Wei et al. 2009), TRIM (Witte et al. 2001). Ipasi
augsts retrotranspozonu sekvencu blivums ir hromosomas pericentroméru, subteloméru, ka ari
konstitutiva heterohromatina rajonos (Miller et al. 1998; Lippman et al. 2004; Kejnovsky et al.
2012). Tomeér, katra TE izplatiba genoma ir specifiska un tiek pétita atseviSki izmantojot TE
elementu sekvencu in situ hibridizaciju hromosomam metafazes stadija. Copia Tyl retrotranspozonu
RT izplatiba dazadu augu sugu vidi ar retiem izp€mumiem ir vienmériga visu hromosomu garuma
(Heslop-Harrison et al. 1997). Viena no kopigam iezimém, kas ir raksturiga ari Arabidopsis
genomam, ir, ka Copia kartas retrotranspozoni biezak ir vienmeérigi izkaisiti pa visu hromosomu,
kamér Gypsy kartas elementi biezak lokaliz€jas pericentromeru un subteloméru rajonos (Pereira
2004). Kukurtizas genoma daudzas kopijas esoSie LTR kartas elementi ir atrodami starpgénu rajonos,
kamér bez-LTR kartas parstavji ar zemaku kopiju skaitu lokaliz€jas génu rajonos (Baucom et al.

20092).

TE izvietojums hromosomas ir atkarigs no vairakiem faktoriem, tadiem ka TE preferenciala
integréSanas noteiktajas sekvences, rekombinaciju bieZums, génu blivums utt. Art dabiskas izlases
rezultata genoma paliek neitralas vai jebkadas priekSrocibas sniedzoSas insercijas, kamér destruktivas
insercijas tiek atri likvidetas. Tapéc vairums aktivo TE preferenciali insertgjas heterohromatina
rajonos ar zemu génu blivumu vai arT génu UTR dalas, neizjaucot kod€joSo génu sekvenci un
tadgjadi nekaité organisma funkciju izpildei. TE preferencialas insercijas efekts ir izteikts jauniem un
joprojam aktiviem elementiem, turpretim rekombinacijas procesi ietekmé& evolucionari vecus TE.

Interesanti, ka pastav konservativi génu rajoni, kur nav TE inserciju, pieméram, augiem tadi ir
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ribosomalo DNS génu rajoni (Heslop-Harrison et al. 1997). Netiesi TE izplatibu ietekme tadi faktori,
ka nukleotidu aizvietoSanas, deléciju un rekombinacijas frekvence, kuri ievérojami vari€é dazados
hromosomu tipos, hromosomu struktiiras un arT ir sugas specifiski. Ta, rekombinacija pericentromeru
rajonos ir Joti zema, ka arT netipiskais TE saturs ir novérots hromosomam, kuram nav rekombinacijas
partnera (Y, B hromosomas). Pieméram, Silene latifolia Y hromosoma, atSkiriba no citam, ir izteikti
palielinata vienas Copia TE gimenes izplatiSanas rezultata, ka ari hloroplastu inserciju un citu
atkartojumu uzkrasanas rezultata. Interesanti, ka $1 hromosoma nesatur Gypsy Ogre gimenes
elementus, kas ir izplatiti $T auga pargjas hromosomas. Tas liek domat, ka Ogre elementiem pastav
no rekombinacijas proteiniem atkariga transpozicija (Cermak et al. 2008). Alternativi, tas var biit

izskaidrojams ar1 ar dzimumu saistitu transpoziciju u.c.

1.3.2. TE klasterizacija un individualas struktiaripasSibas

Ka mingts ieprieks, retrotranspozonu transpozicijas mehanisma ir iesaistita reversa
transkriptaze, kuras precizitate, salidzinot ar citam Stnas polimerazém, ir zemaka (Preston 1996;
Gabriel, Mules 1999). Gan RNS polimeraze, gan RT nesatur labosSanas aktivitati nepareizi
pievienotiem nukleotidiem, ka rezultata rodas nukleotidu substitiicijas. Turklat, RT sp€ nomainit
RNS matricu un rezultata veidot himérisku cDNS. Ta var saturét atskirigo retrotranspozonu gimenu
vai vienas gimenes parstavju vairakas LTR vai kodgoso doménu atkartotas dalas, bet viss
himeriskais konstrukts ir ierobezots ar vienu TSD. Lielakas mutacijas un parkartojumi LTR TE rodas
nevienadas homologas rekombinacijas procesa, pateicoties to kopiju daudzumam un So sekvencu
homologijai (Vicient et al. 2005; Hawkins et al. 2009). LTR-LTR nevienada homologa
rekombinacija var veidot genoma vienu LTR bez elementa, vai art vairakus LTR, vai ar1 vairakas
iek$€jo doménu sekvences péc kartas (Mieczkowski et al. 2006). Rezultata retrotranspozonu
sekvenCu mutaciju uzkrasanas atrums salidzinot ar kod€josajam sekvencém ir lielaks (Preston 1996;
Boutabout et al. 2001). Turklat, biezi vien retrotranspozoni preferenciali ievietojas atkartojumu
rajonos izjaucot ieprieks ievietotos retrotranspozonus. Rezultata veidojas genoma rajons, kas sastav
no sadrumstaloto retrotranspozonu sekvencu dalam un neaktivo elementu klasteriem (Kumar,

Bennetzen 1999).

LTR TE ir biezi sastopami neparastas konstrukcijas kompleksajos augu genomos (9. attéls).
Labi izpétita miezu retrotranspozona BARE-1 gadijuma viens LTR mieZzu genoma ir sastopams 7 lidz
42 reizes biezak salidzinot ar pilna garuma elementiem un sastada, 13,7x10° kopijas haploida
genoma (Vicient et al. 1999). Struktira ar diviem iek$€jiem doméniem flank&étu ar vienu

rekombinantu LTR tika atrasta miezu haploidd genoma 4,6x10° kopijas (Vicient et al. 2005).
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Matricas nomaina ar RT paver iesp€jas jauno rekombinanto elementu veidosanai (Sabot, Schulman
2007). Iesp€jams, ar §1 mehanisma palidzibu veidojas miezu genoma aprakstitie BARE2 un VejuL

rekombinantie elementi (Vicient et al. 2005; Sabot et al. 2005).

> > »Normala viena TE insercija ar TSD
Y i »Viens LTR ar/bez TSD
— T CIXi—»—Invertéta insercija viena LTR
> ) | i | o »Neinverteta insercija viena LTR
S | CIxo o> »Invertéta insercija LTR
S o o | 3 > »Neinvertéta insercija LTR
i | ) - ,Invertéta viena LTR insercija LTR
S | ) ) ,Neinverteta viena LTR insercija LTR
o R | o 1 > » Inverteta insercija iek$gja TE dala
o B | i > Neinverteta insercija ieks¢ja TE dala
— PO D o> Invertéta viena LTR insercija TE
s e O | > ,Neinverteta viena LTR insercija TE
) ) o , Kompleksa insercija bez TSD

9. attéls. Retrotranspozonu insercijas un kldsterizdacijas iespéjas (no Sabot, Schulman 2007).

Ar taisnstiriem apzimeti LTR, ar trisstiriem — TSD. Krdsainas linijas apzimé TE iekséjo sekvenci.

Salidzinosa vairaku graudaugu genomu sekvengéSana atklaja augstu variacijas pakapi
starpgénu un génus kodgjosajos rajonos, kas atkariga no abu klasu TE. S variacija inbridam Iinijam
ir liela pat vienas sugas ietvaros (Morgante et al. 2007). Tapéc viena individuala genoma pabeigta
sekvence nevar atspogulot visas pastavosas variacijas populacija. Paradits, ka tikai aptuveni 50% no
vienas sugas divu individu genomiska rajona ir Iidzigi un §1 frakcija varétu sastadit sugas bazalo
genomu. Varigjosaja dala ietilpst gan TE, gan pseidogéni, gan ari individualie géni (/0. attéls).
P&edgjo gadu pétijumi rada, ka lidziga genoma organizacija ir raksturiga visiem augstakajiem augiem
(Brunner et al. 2005; Piegu et al. 2006; Hawkins et al. 2006; Neumann et al. 2006). Lidz ar
sekvenéSanas tehnologijas attisttbu un vairaku augu sugu individualo sekvenéu salidzinaSanu,
noskaidrojies, ka LTR retrotranspozoni sp€j neatkarigi pavairoties noteiktaja augu populacija daudz
1saka laika posma, neka uzskatija iepriekS. Turklat tieSi retroelementi pirms konservativajiem génu

blokiem rada atskirigu vidi (Brunner ef al. 2005) (0. attéls).
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10. attéls. Kukuriizas (Zea mays) 2S hromosomas fragmenta salidzinosa struktiirelementu

shema starp divam kukuriizas inbridam linijam Mol7 un B73 (modificéts no Brunner et al. 2005).

1.3.3. Genoma izmeéra evolucionara loma

Fakts, ka kod€joso génu skaits, kas varétu atspogulot organismu komplicetibu, un kopgjais
genoma lielums nav saistiti sava starpa, izraisija plasu diskusiju un to nosauca par C-vertibas
paradoksu (Thomas 1971). Turklat, struktirelementi, kas tieSi neietekmé& genoma lielumu, var korelét
ar kop€jo DNS saturu, pieméram, intronu garums (Vinogradov 1999) vai rDNS génu kopiju skaits
vairaki mehanismi: nereciprokd hromosomu krustmija (Smith 1976), DNS replikacijas klaidas
(Kunkel 1990; Lovett 2004), poliploidizacija (Soltis, Soltis 1999), TE izplatiSanas un ar to delecijas
nereciprokas krustmijas un nevienadas homologas rekombinacijas rezultata (Devos et al. 2002;

Kazazian 2004).

Genoma lielums arT individuali var vari€t un pasSlaik ta variaciju saista ar dazadu nekod&joSo
sekvencu satura atSkiribam, tadam ka pseidogéni, TE un citiem atkartojumiem, ka ari hloroplastu
insercijam kodola DNS. Novérots, ka viengadigajiem paSapputes augiem ir mazaka izmera genomi
neka daudzgadigajiem sveSapputes augiem (Leitch, Bennet 2007). Segséklu filogengtiska analize

paradija, ka to genoms palielinajies evoliicijas gaita (Leitch 1998). Ir noveérota DNS satura korelacija
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ar geografisko izplatibu, temperatiru un sausumu (Bennet 1972, Rayburn, Auger 1990; Torrel,
Valles 2001; Kalendar et al. 2000; Knight et al. 2002). Tad€l, genoma izm&ram varétu biit
ekologiska un evolucionara nozime, jo, pieméram, lielam genomam DNS replikacija aiznem ilgaku
laiku, Iidz ar to atSkiras Stnu daliSanas ilgums (Bennetzen, Kellogg 1997). Savukart, palielinoties
Stinas apjomam, aug nepiecieSamiba uzturét konstantu ribosomu koncentraciju citoplazma, kas,
savukart, ir iesp&jams palielinot rDNA génu kopiju skaitu (Prokopowich et al. 2003). Sanas izmérs ir
saistits ar genoma lielumu, ka arT no ta atkarigajiem raditajiem, piemeram, ar lapas masu pret platibas
vienibu (lapas blivuma raditaju) (Grotkopp et al. 2004; Beaulieu et al. 2007). Tapat pieradits, ka
metabolisma atrums ziditajiem un putniem korel€ ar genoma lielumu (Kozlowski et al. 2003), bet
augiem S saistiba [idz galam vél nav pieradita (Beaulieu et al. 2007). Nenoliedzami, lickais DNS
mijiedarbojas ar apkartgjo vidi un ir netieSs izlases objekts, jo ietekm@ organisma fenotipiskas
ipasibas (pieméram, palénina $tinu daliSanas laiku un patéré energétiskos resursus). Tapéc lielaks
genoms ir saistits ar ilgakiem Siinas dzives cikliem (Bennet 1998). Lénaka attistiba, kas ir saistita ar
genoma palielinajumu, nevarétu bit adaptiva, ja vien ta nav saistita ar citam noderigam ipasibam,
pieméram, metabolisma atruma paléninajumu, DNS mutaciju buferizaciju, vai DNS reparacijas

papildus iesp&jam.

Nozimigs augu genoma palielinaSanas mehanisms ir poliploidizacija. Hromosomu komplektu
palielinajuma rezultata kopé&jais genoma lielums ievérojami pieaug, tacu, ja saskaita vidéjo DNS
daudzumu diviem hromosomu komplektiem, Iidz ar ploiditates ltmeni DNS daudzums samazinas
(Leitch, Bennett 2004). Tada veida, evolucionari, péc poliploidizacijas notiek viena hromosomu
komplekta DNS daudzuma samazinasanas. Uz to norada diploida A.thaliana visa genoma
sekvenéSana un turpmaka génu kolinearitates salidzino§a analize ar citiem segs€kliem, kas parada, ka
to genoms senatné ir piedzivojis poliploidizaciju, turpmaku DNS zudumu un diploidizaciju (Bowers

et al. 2003).

Genoma notiek ar1 liekdas DNS zudums, kura mehanisms lidz galam nav izprasts. DNS
zudums var notikt nevienadas homologas rekombinacijas rezultata (viena LTR veidoSanas) (Leitch,
Bennett 2004; Mieczkowski et al. 2006), ka ar nereciprokas krustmijas rezultata, ka rezultata var tikt
deleteti veseli retrotranspozoni (Devos et al. 2002). Risu (O.sativa) genoma pétijums norada, ka
vairums no LTR retrotranspozoniem ir pavairojuSies pé€dgjo 2-5 miljonu gadu laika, kamér
retrotranspozonu pussabrukSanas periods ar nevienadas homologas rekombinacijas starpniecibu ir
noteikts 3 miljoni gadu vai 19 miljoni gadu ar deléciju uzkraSanos (Vitte et al. 2007). DegradéSanas
laiks ir TE gimenes specifisks, un katrai gimenei ir raksturiga sava pavairoSanas vésture (Vitte,

Bennetzen 2006). Sis rezultats norada uz dinamisku LTR retrotranspozonu apgrozijumu un atru
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starpgénu rajonu diferenciaciju. Tapat DNS zuduma apjoms atSkiras sugu Itment, par ko liecina viena
LTR attieciba pret pilna izméra retrotranspozonu skaitu. Pieméram, ST attieciba risu genomam ir
lielaka salidzinot ar Arabidopsis genomu (Ma et al. 2004). Tomer atskiribas retrotranspozonu
eliminacija ar nevienado homologo rekombinaciju vai nereciproku krustmiju nekorelé ar genoma
lielumu, kas norada uz to, ka So mehanismu efektivitate var mainities evoliicijas gaita un tas nav

galvenais iemesls genoma lieluma variacija (Vitte, Bennetzen 2006).

1.3.4. Genoma izméra saistiba ar TE proliferaciju

Lai gan galvenas TE grupas ir sastopamas visu augu genomos, relativais TE sastavs un TE
klaSu un kartu proporcijas ievérojami varié (Kejnovsky et al. 2012). Viendigllapju genomi satur
vairak TE, neka divdigllapju, kas ir skaidrojams ar nesenu LTR rertotranspozonu ekspansiju Sajos
genomos (SanMiguel et al. 1998; Vitte, Bennetzen 2006). Turprett kailsékliem, kuriem ir raksturigs
daudz lielaks genoma izmérs, LTR retrotranspozoni ir sakrajusi vairak mutaciju un ir atSkirigaki no

segs€klu TE, kas ir skaidrojams ar to senaku izcelsmi un ilgaku degradaciju (Kovach et al. 2010).

Vairaki petijumi veltiti dazadu augu genomu TE sekvencu satura, sastdva un saistibas ar
genoma lielumu noskaidroSanai (Bennet, Smith 1976; Wicker et al. 2009; Paterson et al. 2009;
Kovach et al. 2010; Schmutz et al. 2010; Tuskan et al. 2006; Wang, Liu 2008). Pieméram,
A.thaliana genoms ir 120 Mbp un TE saturs ir 14%; risiem no 420 Mbp 35% ir TE (Paterson et al.
2009), papeles genoms ar 485 Mbp satur 42% TE (Tuskan et al. 2006), sojas genoms 1100 Mbp -
59% (Schmutz et al. 2010); kukuriizas genoms - 2045 Mbp un 76% sastada TE (Paterson et al.
2009), miezu genoms ir 5439 Mbp un 80% sastada TE (Wicker et al. 2009), terpentina priedes
(P.taeda) genoms ir 21516 Mbp un tas satur 80% TE (Kovach et al. 2010). Noskaidrots, ka
kompleksajos genomos TE aizpem nozimigu dalu un to saturs ir lielaks sugam ar lielu genoma
izmeru, tapeéc, atskaitot poliploidizaciju, TE sekvencu proliferacija ir nozimigs faktors genoma
palielinasana (Zhang, Wessler 2004; Vitte, Bennetzen 2006; Wicker et al. 2009). Piemé&ram,
kukuriizas genoms, pateicoties TE aktivai izplatibai, ped€jo 3 miljonu gadu laika ir kluvis garaks par
1200 Mbp, t.i., dubultojies (sanMiguel et al. 1998). Risu sugai O.australiensis tris LTR
retrotranspozonu gimenu izplatiSanas rezultata genoma liclums palielinajas 2 reizes salidzinot ar
O.sativa (Piegu et al. 2006). Divu radniecigo genomu Arabidopsis thaliana un Brassica oleracea
salidzinasana atklaja vienadu TE gimenu parstavniecibu abos genomos, bet ar vienmérigi visu TE

klasu palielinatu kopiju skaitu lielakajam Brassica oleracea genomam (Zhang, Wessler 2004).
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Viens no pirmajiem pétijumiem, kas pieradija izplatitakas retrotranspozonu gimenes
parstavju kopiju daudzuma korelaciju ar genoma lielumu, bija aktiva BARE-1 retrotranspozona
petijums savvalas miezu genoma (Vicient et al. 1999). Noveéroja, ka BARE-I pilna izméra kopijas
sastada 3% no miezu genoma. Vélak tika arT paradita BARE-I ekspansija savvalas mieziem atkariba
no to augSanas vietas mitruma pakapes (Kalendar et.al. 2000). Datu analize radija ari genoma
lieluma saistibu ar geografisko stavokli: dienvidu nogazes augiem genoms bija lielaks, ar vairak
pilna izméra BARE-I elementiem neka ziemelu nogazes augiem (Kalendar et al. 2000). Iesp&jams,
pastaviga stresa rezultata TE deléciju skaits ir zemaks, kas noved pie pilna garuma elementu
uzturé$anas un genoma palielinajuma (Nevo 2001). Sis BARE-1 kopiju skaits, iesp&jams, atspogulo
adaptivu atlasi lielakiem genomiem ar augstaku retrotranspozonu aktivitati (Kalendar et al. 2000;
Nevo 2001; Wessler 2001). Turklat, retrotranspozonu transpozicija var radit jaunas funkcionalas

mutacijas un [idz ar to arT jaunus pielagojumus stresa apstaklu parvarésanai (Madlung, Comai 2004).

1.4. TE aktiveéSanas stresoru ietekmeé

Apkartgjas vides apstakli, kas izsauc biologiskas sistémas izmainas un ir potenciali kaitigi Sai
sistémai, tiek definéti ka stresa apstakli (Hoffman, Parsons 1997). Atbilstosi organisma atbildém uz
stresa apstakliem, izSkir fiziologiskas reakcijas izraisoSus stresa apstaklus un genétiskas izmainas
izraisoSus stresa apstaklus (Bijlsma, Loeschcke 1997). Stresa apstakli populacija izraisa daudzu
kvantitativo pazimju genétisko variaciju (Hoffman, Parsons 1997; Imasheva et al. 1998). Sim
izmainam var but dazadi iemesli: gan atSkiriga génu ekspresija stresa apstaklos, gan dazado proteinu
reakcija uz stresa apstakliem, kas var neizpausties normalos apstak]os. Tapat, mutagéni mehanismi
var tikt aktivizéti stresa apstaklos, piem&ram, t.s., SOS atbildes vai antimutagénas sisttmas MRS
(Mismatch Repair System) inaktivéSana (Taddei et al. 1997), So mehanismu rezultata notiek ari TE

aktiveéSanas (/1. attéls) (Capy et al. 1997).

TE aktivgjas stresa apstaklos (McClintock 1984; Wessler 1996; Grandbastien et al. 1997,
Kumar, Bennetzen, 1999; Capy et al. 2000). Regulatori, kurus satur retrotranspozonu LTR, biezi
vien darbojas in cis atbildot uz augu hormonu signaliem, ka ari apkart§jas vides faktoriem
(Vernhettes et al. 1998; Takeda et al. 1999; Butelli ef al. 2012). Aktivéties sp&jigo TE transkripcija
normalajos apstaklos ir blok&ta ar DNS metiléSanas mehanismu un histonu kimisku p&ctranslacijas
modifikaciju, ka arT tiek kontrol&ta ar siRNS (Ichiyanagi 2013). TE transpozicija tiek inaktiveta ar to
promotera metiléSanu, kas var tikt nonemta stresa apstaklu ietekm&. Mutacija kada no DNS
metiltransferazém, hromatinu veidojoSajiem faktoriem un proteiniem izraisa TE transkripciju (Kato

et al. 2003; Hirochika et al. 2000; Zhang, Rong 2012). Otra sistéma, kas pasargd genomu no
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parmérigas transpozicijas, ir siRNS. Mutanta ar siRNS producéSanas ierobezojumu aktiva ONSEN
elementa ekspresija palielinajas, ka ar1 to peécteCiem tika atrastas jaunas insercijas, kas norada uz

siRNS transkripcionalu un transpozicionalu regulativo darbibu (Ito et al. 2011).

TE aktivitate (transkripcionala un transpozicionala) parasti ir saistita ar atbildem uz stresa
apstakliem, noteiktam attistibas stadijam un merist€ématiskajiem audiem. TE transkripcijas nozime
stresa apstaklos joprojam nav skaidra. Zinams, ka stresa granulas atrodas liels daudzums ar
nekodgjosam RNS un ribonukleoproteiniem (ziditajiem starp nekod€joSiem RNS ir biezi bez-LTR
retrotranspozoni), to funkcija nav skaidra (Han 2010). Tomér raugam stresa granulu komponentu
zudums samazinaja LTR retrotranspozonu aktivitati, kas liecina par to, ka §Tm granulam ir nozime
retrotranspozonu dzives cikla (Griffith et al. 2003; Aye et al. 2004). Tapat, stresam paklautajas
A.thaliana un tabakas lapas un kallusa no gag proteiniem veidotajas virusiem I1dzigajas dalinas tika

atrasti Ttol linearu DNS molekulu starpprodukti (Takeda et al. 2001).

Retrotranspozona integréSanas preference var mainities stresoru iespaida, kas paradits ar
rauga 7Ty5 retrotranspozonu (Dai ef al. 2007). Normalos apstaklos 7y5 heterohromatina piesaistes
domens ir fosforiléts, kas ir nepiecieSams mijiedarbibai ar heterohromatina proteinu Sir4. Stresa
apstaklos $T saita fosforilacija zud, Tpasi baribas vielu trilkuma rezultata, kas veicina 7y5 integréSanos
génu rajonos un lidz ar to mutaciju skaita palielinajumu (Dai et al. 2007). Sis piemérs demonstré
mehanismu, ar kura palidzibu TE mobilizéSanas var sniegt evolucionaru prieksrocibu, palielinot

genétisko daudzveidibu un Jaujot adaptéties jauniem vides apstakliem nakamajas paaudzgs.

1.4.1. Retrotranspozonu aktivéSanas

Nelabveligu vides apstaklu ietekm& pieaug miezu BARE-1 kopiju skaits (Kalendar et al.
2000). Lidzigi, Drosophila simulans genoma 412 retrotranspozona kopiju skaits pieauga lidz ar
geografiska platuma gradiem (Vieira, Biémont 1996). Retrotranspozonu aktivésanas rezultata
izsauktais mutagenézes process varétu dot priekSroku augu genomiem, sniedzot iesp&ju nelabveligos
vides apstaklos atri palielinat genotipu variaciju (Wessler 1996; Murray 1998; Murray 2005).
Turklat, eksperimentali pieradits, ka retrotranspozoni augu genoma var radit jaunus stresa atbildé
iesaistitus génu tiklus (Ito ef al. 2011). Ari rauga genoma 7f1 elements, kurS preferenciali integréjas
pirms polimerazes Il promoteru saturoSajajiem géniem, p&c karstuma Soka tiek aktivéts un ar savu
integraciju ietekmé stresa atbildé jau iesaistito génu, padarot ta transkripciju vél efektivaku (Feng et
al. 2012). Detalizéts tabakas Tnt! aktivo retrotranspozonu gimenes pétijums apliecina, ka atskiribas

TE 3> UTR sekvencé nosaka elementu transkripcionalu aktivéSanos noteikto stresa associ€to
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signalmolekulu ietekmé (Beguiristain et al. 2001). Pieméram, metiljasmonats inducé 7ntlA
apak$gimenes transkripciju, bet Tnt/C apak$gimenes parstavji tiek ekspreséti salicilskabes un
auksinu iespaida. Lai gan ar1 Tnt/C parstavju loka ir noveérojama lielaka daudzveidibas pakape,
regulativie 3’UTR motivi ir augsti konservativi (Beguiristain et al. 2001). Tapat zinams, ka
retrotranspozons Onsen tiek ekspreséts karstuma stresam paklauto Arabidopsis augu pecnacgjiem
(Ito et al. 2011). Savukart, retrotranspozonu 7am3 no lielas lauvmutites (Antirrhinum majus) genoma
(Hashida et al. 2003) un Tcs! no apelsinu genoma (Butelli ef al. 2012) ekspresija pieaug p&c zemo
temperatiru iedarbibas. 7y! Copia TLCI gimene no tomatu genoma tiek ekspreséta vairaku stresa
apstaklu ietekme: ievainojums, protoplastu izveide, augsta salu koncentracija; bet divi 57 bp gari
atkartojumi, kas sastav no 8 bp motiva ATTTCAAA U3 rajona, padara TLCI.I elementus
inducgjamus ar etilénu (Tapia et al. 2005). Melones Copia retrotranspozons Remel tika atrasts UV

starojumam paklautajas lapas (Ramallo et al. 2008).
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11. attels. TE aktivésands stresa ietekme. Ir paraditi neatkarigie (partraukta linija) un

kopigie (nepartraukta linija) efekti uz organisma aizsardzibas geniem un TE (péc Capy et al. 2000).

Ar1 biotiskie stresori inicié virkni retrotranspozonu ekspresiju: Oare-1, virusu infekcijas
kartupelos; Ttol, tabakas mozaikas viruss (Hirochika 1993); Tntl, tabakas séniSu infekcijas

(Melayah et al. 2001). Korka ozola (Quercus suber) genoma retrotranspozons Corky ir ekspreséts
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dazadas attistibas stadijas, ka ari péc lapu ievainoSanas (Rocheta et al. 2012). Zirpu Psr
retrotranspozonu apak$gimenes parstavji transkrib&jas atskirigos apstaklos: PsrA aktivéjas atbildot uz
protoplastu izveidi un uz apstradi ar séniSu elicitoriem; PsrC aktivéjas galvenokart tikai atbildot uz
sénisu elicitoriem, bet PsrB, otradi, galvenokart aktivgjas atbildot uz protoplastu izveidi (Kato et al.
1999). LINE bez-LTR TE Karma tiek ekspreséts regeneréto augu audos un kultivétajas $unas, tacu
transpozicija atrasta tikai regenerctajos augos, kas norada uz regulaciju péc transkripcijas (Komatsu
et al. 2003). Retak tiek aprakstiti TE, kas ekspres€jas arm normalos apstaklos, piem&ram miezu
BARE-1 (Suoniemi et al. 1996) un Gypsy Ogre zirnos (Neumann et al. 2003). Daziem organismiem
transpozicija tika izsaukta ar DNS bojajosam vielam, pieméram 7y rauga (Rolfe et al. 1986), Copia
Drozophila melongaster (Strand, McDonald 1985). Ari Stinapvalka hidrolazu iespaida aktivejas
tabakas Tntl ekspresija (Pouteau ef al. 1991).

Retrotranspozonu ekspresija biezi vien ir arl audu specifiska, pieméram, saknu audiem
specifiska ekspresija ir 7nt/ (Grandbastien et al. 1994) un TLCI (Tapia et al. 2005); BARE-1
ekspresgjas lapas (Suoniemi et al. 1996), bet kvieSu PREM-2 ekspreséjas mikrosporas, bet

nobriedusos puteksnos ta transkripti vairs nav atrodami (Turcich et al. 1996).

1.4.2. DNS transpozonu aktivéSanas

Vienkarsakais un plasi pétitais E.coli bakteriju DNS elements IS tiek aktivéts atbildot uz
apkartejas vides signaliem (Hall 1998). Baktérijam baribas vielu trikums izsauc transpoziciju
frekvences paaugstinasanos (Shapiro, Higgins 1989). Bakteriju populacijas stresa apstaklos
transpozicijas rezultata palielinas genétiska daudzveidiba (Shapiro 1997; Aertsen, Michiels 2005;
Foster 2007; Schneider, Lenski 2004). Lai gan daudzas IS elementa izsauktds mutacijas ir
destruktivas, ir identific€tas ar1 priekSrocibas sniedzoSas mutacijas, tapéc adaptivai evolicijai ir
nepiecieSama transpozicionala variacija (Schneider, Lenski 2004). Praktiski tas pieradits vairakos
pétijumos. Pieméram, IS/ elementa izsaukta mutagenéze parbaudita E.coli §tnu linija MDS42 (kas
nesatur nevienu TE). Viena $iinu linija maksligi integréja aktivu IS/ elementu, bet otru atstaja brivu
no TE. Novéroja populaciju evoliiciju salicinu (beta-glukozids) saturosas barotnés, kas aizvieto
oglekla avotu (Fehér et al. 2012). Jau péc divam ned€lam 90% no izdzivojusajam E.coli 1SI-
saturoSajam Stnam notika §1 elementa insercija pirms neaktiva bgl/ operona, kas atbild par salicina
izmantoSanu, padarot So operonu aktivu (Fehér et al. 2012). P&tijuma, kura noteica E.coli bakteriju
pielagosanos péc 20000 paaudZu nomainas ierobezota barotné, atrada, ka, salidzinot ar priekSteciem,
bakteriju pielagosanas sp&jas eksperimenta gaita paaugstinajas par 70% (Lenski 2004). Izsekotas ar

IS elementu saistitas insercijas péc 10 000 paaudzé€m un atklajas, ka visas pielagoSanas sp&ju
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izveidotajiem apstakliem uzlabojo$as mutacijas ir saistitas ar §1 elementa transpoziciju (Schneider et
al. 2000; Schneider, Lenski 2004). Ir atrastas insercijas, del€cijas, inversijas. Iev€rojami
palielinajusies E.coli daudzveidiba, ir noskaidrots, ka katra populacija mutacijas notiek individuali
(Papadopoulos et al. 1999). Pie kam, genétiska daudzveidiba vienmérigi palielingjas visa
eksperimenta gaita, kamér fenotipiskas $iinu izmainas bija straujakas eksperimenta sakuma, bet péc

tam tas kluva minimalas (Papadopoulos ef al. 1999).

UV starojums E.coli §inam stimulé /S0 transpoziciju DNS bojajoso agentu ietekm& un
pierada saisttbu ar SOS atbildi (Eichenbaum, Livneh 1998). Dala no SOS atbildeém inicié
mutagenézi, kas ir atkariga no umuD un umuC génu darbibas, kas tiek inducéti ar DNS bojajosam
vielam (Walker 1985). Tn5 elementa izgrieSanas un transpozicija tiek inducéta rec4 mutantos, kas ir
bitiski SOS reakcijas darbibai. Sekvence, kas ir homologa LexA piesaistes saitam (SOS represors),
tika identificEta /S50 elementa transpozazes gé€na rajona. Tn/0 un ISI transpozicija inducé SOS
atbildi (Roberts, Kleckner 1988; Lane et al. 1994), kas skaidrojams ar transpozona mediétu DNS
SkelSanu un DNS bojajuma signala SOS atbildes iniciaciju. Transpozona 7n3 Pseudomonas putida
transpozicija notiek stacionaraja augSanas fazé (Kasak et al. 1997) un tiek induc@ta ar stresam
specifisko faktoru IHF un stacionaras fazes faktoru RpoS (Ilves ef al. 2001). Sie dati parada vismaz
dazu elementu transpozicijas regulaciju, un ta var biit ne tikai reparacijas mehanismu darbibas

traucgjumu rezultats (Kivisaar 2003).

ArT auglu musinas DNS transpozonam Mariner somatiska izgrieSana korelé ar geografisku
izcelsmi un tatad temperatiiru (Giraud, Capy 1996). Risu aktivais transpozons mPing preferenciali
prolifer&jas skirn€s, kuras ir labak adaptétas ekstremaliem vides apstakliem (Jiang et al. 2003 (a)).
mPing transpozicija tiek aktivéta Stinu kultiiras (Jiang ef al. 2003a), starojuma ietekmé (Nakazaki et
al. 2003), hidrostatiska spiediena ietekmeé (Lin ef al. 2006). Kukuriizas genoma ir pazistams
mazkopiju Mutator elements Jit, kur§ atrasts ar mieZu mozaikas virusu infic€to augu pécnacgjos (Xu

et al. 2004).

1.5. Retrotranspozonu regulativa nozime

Retrotranspozonu insercija génu rajona var ietekmé&t génu transkripciju vairakos veidos
(Johns et al. 1985; Masson et al. 1987; Grandbastien et al. 1989; Varagona et al. 1992; Vignols et al.
1995; Marillonnet, Wessler 1997; Leprince et al. 2001; Kashkush et al. 2003; Takano et al. 2001;
Rebollo ef al. 2012). Retrotranspozonu LTR var saturét promoterus, kas darbojas abos virzienos,

transkripcijas faktorus piesaistes saitus, terminacijas saitus, insulatorus, splaisingu regul&josas
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sekvences. Cilveka un peles genomos 31,4% un 18,1% no visiem transkripcijas iniciacijas saitiem ir

lokalizeti TE un ir audu specifiski (Rebollo et al. 2012).

1.5.1. Retrotranspozonu ietekme uz genu darbibu

Retrotranspozonu transpozicijas augu genomos veido daudz mutaciju. Pirmais augu
retrotranspozons Bs/ kukuriizas genoma péc virusa infekcijas sakotngji tika atrasts insertets Adhl
(alkohola dehidrogenazes) géna (Johns et al.1985). Lidzigi, Tntl tika identificéts tabakas nitrata
reduktazes géna (Grandbastien et al. 1989), Tosl7 insertets risu PHYA (fitohroma A) géna (Takano
et al. 2001). Kukurizas COMT géna (O-metiltransferaze), kur§ ir svarigs lignina biosintézes
dalibnieks, B5-lidziga retrotranspozona insercija producé isaku himeérisku cDNS, kas sastav no
génam identiskiem 592 bp un stop-kodonu un poliadeniléSanas saitu producgjosu LTR. Atbilstosais
proteins ir ar1 1saks (209 aminoskabes 364 aminoskabju vieta) un tade] nesatur dazus konservativus $1
proteina doménus (Vignols et al. 1995). Kukuriizas waxy géna alternativas aléles dazados intronos
satur retrotranspozonu insercijas, kas gan neizslédz parasta mRNS veidosanos, bet ar alternativa
splaisinga mehanismu tiek veidoti dazadi mRNS transkripti (/2. attéls), kuros nav ap

retrotranspozonu insercijam lokaliz&tu eksonu (Varagona ef al. 1992).

Alternativie mRNS varianti Endosperma Puteksni

8-9 1 2 415 18] 9 10 | 11 13 14 2263 nt 4.5 % 40 %
7-9 | PR E B 7]\/! 9 1011 hd:.;[ 14| 2153 nt 34.5 % 32.5 %
7-12 1 2 [3lalsld 7 E 1534 nt 2% 0%
612  [I1_2 34514 if1a] 14 ] 1433 nt Trace 0%

Priekslaicigi terminéti transkripti

T3 [O1 z TG EH ] & | 1900 nt 1to5% 0%

T2 [ 1] 2 T3[4fs]d 7[5 1268 nt 14.5 to 19.5% 27.5 %
T1 1 2 3] 415]6{ 7 1105 nt 39.5 % Trace
8
300 bp

12. attéls. wxG aléles kodétie transkriptu varianti un to sastopamiba kukuriizas endosperma
un puteksnos (péc Marillonnet, Wessler 1997). Eksoni apziméti ar numurétiem taisnstiriem, ar
zvaigzniti apzimeti stop-kodoni. Tumsi trisstiuri apzimé retrotranspozona LTR, ar G apzimeéts

elementa iekséjais doméns.
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Turklat, alternativa mRNS ekspresija endosperma ir palielinata, salidzinot ar putekSniem, kur pilna
mRNS transkripti prevale un ari to kod€josa proteina enzimatiska aktivitate ir paaugstinata
(Marillonnet, Wessler 1997). Autori uzskata, ka So atSkiribu pamata ir audu specifiskas pre-mRNS

splaisinga un 3’ gala veidoSanas atSkiribas.

TE-génu himérisko transkriptu bioinformatiskas analizes parada, ka vairaku génu promoteri
un alternativie promoteri ir c€lusies no TE (Rebollo et al. 2012). Pat viens LTR var regulét
blakusesoSo génu transkripciju, ka bija paradits Myb transkripcijas faktora géna gadijuma, pirms kura
notika Copia LTR TE Tscl un Tsc2 insercija apelsinu genoma (Butelli et al. 2012). Tapat,
retrotranspozona insercija var inhibét géna transkripciju, pieméram, gadijuma ar Gypsy elementu
Gretl vinogu (Vitis vinifera) genoma (Kobayashi et al. 2004). Divi multigénu gimenu parstavji
PSPAL?2 (Pisum sativum fenilalanina amonija liazes géns 2) un PSCHS! (Pisum sativum 1,3-difenil-
2-propén-1-ona sintetazes ge€ns) ckspresgjas atbildot uz patog€nu invaziju, un aktivé auga
aizsardzibas mehanismus. Abi géni savos 5’ regionos satur vienas apaks$gimenes Copia TE PsrC
insercijas, kuru transkriptus identific€ja ar1 pec séniSu infekcijas (Kato et al. 1999). TransforméSanas
analize ar him&ru konstruktiem, kuri saturgja PSCHSI-CAT-Nos ar retrotranspozona deléciju 5’ géna
promotera regiona, rezult€§jas CAT (hloramfenikola acetiltransferazes reportera géna) aktivitates
samazinajuma vismaz divas reizes, kamér LTR sekvences pievienosana 5’ regiona neietekmé&ja CAT
aktivitati (Kato et al. 1999). Wis 2-1A4 retrotranspozona transkripti tika salidzinati amfiploidiem un
diplotidiem kvieSiem, kuriem pirms tam netika atrastas atSkiribas Wis 2-14 inserciju reprezentacija
(Kashkush et al. 2003). No 360 analizétajiem Wis saturoSajiem transkriptiem tika atrasti 26 atSkirigi
ekspreséti himeriskie transkripti, 8 no tiem bija nezinami, viens transkripts saturgja PsaD
(fotosisteémas I géns), 6 transkripti tika atrasti kvieSu vai miezu EST datubazés bez homologijas ar
zinamiem géniem, 6 bija homologi zinamajiem géniem, viens transkripts satur€ja tikai retroelementu.
Amfiploidos kvieSos atrastie atSkirigie himeriskie transkripti saturéja Wis LTR, visbiezak lokaliz€tu
génu 3° UTR sekvence. Analizgjot génus, kuru aktivitate strauji samazinajas amfiploidiem kvieSiem,
tika atrasti LTR-atkarigie transkripti ar pret€ji orientetu transkripciju. Lai gan Sie transkripti tika
atrasti gan diploidiem kvieSiem, gan amfiploidiem, to ekspresijas l[imenis amfiploidiem palielinajas
156 reizes, kas korel€ja ar géna aktivitates zudumu. Tada veida So génu darbiba tiek reguléta pec
transkripcijas ar RNS interferences mehanisma starpniecibu. Savukart, transkriptiem ar palielinatu
ekspresiju amfiploidos, Wis LTR bija novietots vienada orientacija ar blakusesoSo génu. Autori
norada, ka $ada veida no Wis elementa var biit atkarigi aptuveni 208 géni kvieSu genoma (Kashkush

et al. 2003).
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Ar insertéSanos génu rajona retrotranspozoni var dal&ji vai pilnigi izjaukt géna secibu. Tomer
augos vairuma gadijumu retrotranspozoni preferenciali insert€jas starpgénu rajona. Uzskata, ka §1
1pasiba ir veidojusies dabiskas izlases rezultata, elimingjoties genotipiem ar vitalitati samazino$am

mutacijam kodgjosas sekvences.

1.5.2. Nekodéjoso RNS producesana

Pretgji agrakiem uzskatiem, ka transkribéti tiek tikai géni, lidz ar sekveng&Sanas tehnologiju
attistibu atklats, ka lielaka dala no genoma, ka, pieméram, ziditaju genoma, var tikt transkribéta,
veidojot nekod€josas RNS molekulas ar nezinamu funkciju (Mattick, Makunin 2006; Ponting et al.
2009; Zhang et al. 2012). ST transkripcija nav tik intensiva, ka génu transkripcija, tomér uzskata, ka
§tm molekulam varétu buit kompleksa regulativa ietekme uz kvantitativo pazimju variaciju, attistibas
atSkirtbam un kompleksam slimibam. TE fragmenti parasti ir atrodami vairaku augu sugu EST
datubazes un tatad to transkribcija ir plasi sastopama. Biezi datubaze ieklauj tikai transkriptus ar poli-
A asti, tapec TE realais transkriptu skaits varétu but daudz lielaks, tom@r arT parastas
bioinformatiskas analizes atklaj lielu TE transkriptu daudzveidibu graudaugiem (Vicient et al. 2001;
Echenique et al. 2002), kukuriizai (Vicient 2010), saulespukei (Vukich et al. 2009), kartupeliem
(Yadav, Singh 2013) cukurniedrém (Domingues et al. 2012). Transkriptomu analizu veikSanai TE
transkriptus parasti neieklauj, jo tie satur atkartojumus un ir parstaveti daudzas kopijas, Iidz ar to, tie
ir griuti analiz€jami (Mourier, Willerslev 2009). Retrotranspozoni var piedalities regulativajos
procesos netiesi producgjot garas nekod€josas RNS molekulas ar pagaidam nezinamam funkcijam,
vai arf tas var tikt Skeltas ar RNS interferences mehanisma starpniecibu, veidojot miRNS molekulas.

Pieméram, cilvéka genoma atrasti 55 miRNS géni, kas ir c€luSies no TE (Piriyapongsa et al. 2007).

1.5.3. Nozime heterohromatina struktiiras uzturésana

LTR atkartojumu klasteri piedalas heterohromatina veidoSana, kas ir loti dinamisks un
svarigs process dazadas auga attistibas stadijas (Finnegan ef al. 1998). Vairaki TE preferenciali
insert€jas heterohromatina rajonos (Levin, Moran 2011). Biokimiskie eksperimenti paradija, ka rauga
Ty5 elementam $§1 preference ir atkariga no devinu aminoskabju doména, kas lokalizeéts C-terminalaja
elementa dala (int dom&na) un tiesi piesaistas heterohromatina strukturalajiem komponentiem - Sir4
protetnam (Gai, Voytas 1998). Arabidopsis genoma mikroCipu analize paradija, ka heterohromatina
struktira ir noteikta ar TE un saistitiem tandémiem atkartojumiem un tiek kontroléta ar ATPazes

DDMI1 proteinu (Lippman et al. 2004). Vairaki autori norada uz to, ka transkrib&oties TE
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sekvencém, var veidoties siRNS molekulas, kas mijiedarbojas ar DNS un histonu metiléSanas

géniem (Volpe et al. 2002; Lippman et al. 2004; Neumann et al. 2007).

Vairaku augu hromosomu centroméras satur centromeériskus satelitu atkartojumus pamisus ar
specifiskiem 7y3 Gypsy retrotranspozoniem (Metaviridae), kurus sauc par centroméru
retrotranspozoniem (CR). CR retrotranspozoni satur hromodoménu, kas ir 11dzigs 1. heterohromatina
proteinam no Drosophila melongaster (Gorinsek et al. 2005). Iesp&jams, ka Sis domens ir saistits ar
CR preferencialo inserté€Sanos centroméru tuvuma. Kukuriizas genoma atrasti CRM elementi (Zhong
et al. 2002; Nagaki et al. 2003), risiem - CRR un RIRE7 (Kumekawa et al. 2001; Cheng et al. 2002;
Nagaki et al. 2005), Cereba mieziem (Presting et al. 1998), CRW kviesiem (Liu et al. 2008), CRS
cukurniedrém (Nagaki et al. 2005). Sie elementi parstav vienu izcelsmes atzaru un ir radniecigi,
tomer ir arT izp€mumi, kad citas izcelsmes parstavji ir atrodami centrom@ras, pieméram risu (Oryza
brachyantha) Gypsy FRetro3 (Gao et al. 2009) vai rudziem 7y copia Bilby (Francki 2001). Zinams,
ka augos CR un centroméru sateliti tiek transkrib&ti zema ltmeni (Jiang et al. 2003 (b); Topp et al.
2004; Neumann et al. 2007). Iesp€jams, ka CR kalpo par promoteru avotu satelitu transkripcijai, kas,
savukart, ir nepiecieSami centrom@ras atpazisanai un/vai hromosomu segregacijai (May et al. 2005).
Iespgjams, ka no CRR transkriptiem ar interferences RNS mehanisma palidzibu tiek veidots siRNS,
kas ir iesaistits heterohromatina veidoSana vai uzturéSana (Neumann et al. 2007). Lidzigi notiek
raugiem, kur pericentroméru heterohromatina veidoSana sakas ar TE transkripciju un siRNS
veidoSanos (Volpe et al. 2002). Kukurizas CRM DNS un ar1 to transkripti mijiedarbojas ar
centroméram specifisku histonu CENH3 (Zhong et al. 2002; Topp et al. 2004). Vienai no CR
apak$gimeném - CRM?2 - paradita cieSa saistiba ar CENH3 saturo$am nukleosomam (Gent et al.

2011).

Viens no specifiskiem piemériem, ka retrotranspozoni pilda saimniekorganismam nozimigu
funkciju, ir Het-A telomeru retotranspozoni auglu musSinas genoma (Zhang, Rong 2012). Teloméru
DNS Drosophila melongaster genoma sastav no bez-LTR retrotranspozonu atkartojumiem, kas ir
novietoti ar 5’ elementa galu tuvak telomeéras galam (HeT-A, TART, TAHRE). HeT-A elementa
transkripcija tiek uzsakta no blakusesoSa (tuvak teloméras galam) elementa 3’UTR regiona
(Danilevskaya et al. 1997). Elementa transpozicija notiek teloméru galos ar tadu frekvenci, ka ta
kompense regularu teloméru saisinasanos DNS replikacijas laika (Biessmann et al. 1992). Citiem
eikariotiem (arm augiem) teloméru uzturgSanas funkciju veic telomeraze, 1pasa tipa reversa
transkriptaze, kas mijiedarbiba ar specifisku proteinu kompleksu (CST) pievieno vienpavediena

parkares telomeru galos (Surovtseva et al. 2009).
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1.5.4. Reversas transkriptazes loma augu genoma

Reversas transkriptazes, kuras vienigais avots genoma ir retrotranspozoni un telomerazes,
aktivitates rezultata var veidoties pseidogéni vai transkrib&ti retrogéni, kuri ir plasi sastopami
kompleksajos augu genomos (Zhang et al. 2005, Wang et al. 2006). Pseidogéni veidojas ar jebkura
géna mRNS reverso transkripciju un integréSanu jaunaja genoma pozicija. Tie raksturojas ar poli-A
asti, intronu trikumu un TSD abos to galos. Biezi vien §is sekvences nav transkrib&tas, jo tam nav
tam nepiecieSamo regulativo sekvencu (Brosius 1999). Tomér, ja nejausi §1 sekvence iegust
transkripcijai nepiecieSamas sekvences, var rasties molekula ar jaunam 7ipasibam, piemé&ram,
proteinus nekodgjosa RNS (Wang et al. 2002) vai pat jauni proteini (Betran e al. 2002; Sayah et al.
2004). Sadu retrogénu struktiira parasti ir himeriska, ta satur pseidogéna sekvenci kombingtu ar citu
regulatoro sekvenci (Betran et al. 2002; Wang et al. 2002), vai var biit kombinéta struktiira ar citiem
eksoniem, ja insercija ir notikusi cita géna sekvencé (Sayah et al. 2004; Zhang et al. 2004). Sis
mehanisms ir nozimigs organismu adaptacija un evoliicija, jo ir atrasti funkcionali géni, kuri ir

radusies pateicoties pseidogénu diferenciacijai (Betran et al. 2002; Emerson et al. 2004).

1.6. Transpoziciju evolucionara loma

Lieli augu genomi satur daudz LTR retrotranspozonu gimenes, kas var sasniegt vairak ka
10000 kopiju haploida genoma, kamér mazi genomi satur tikai dazas gimenes ar mazak ka 1000
kopijam, kas norada, ka genoma lieluma variacijas ir atkarigas no noteiktas gimenes TE
proliferacijas. TE uzkrasanas dazadu augu genomos varétu atspogulot preferencialu atlasi lielakiem
genomiem (Murray 1998, 2005). Tadi raditaji, ka tranziciju/transversiju SNP starp-LTR vidgjas
proporcijas, SNP/deléciju attieciba, nevienadas homologas rekombinacijas un nereciprokas
krustmijas relativa efektivitate, ievérojami varieé dazadu augu vidi, kas norada uz atSkirigiem
evolucionariem procesiem (Vitte, Bennetzen 2006). TE sastavs un variacija radniecigam augu sugam
atspogulo evolicijas gaitu, jo TE gimenes mutaciju daudzums norada uz to vecumu, bet relativi jauni
elementi neatkarigi izplatas noteiktas sugas genoma. Tada veida, pat radniecigas sugas ieveérojami
var atSkirties péc jauno TE sastava, un taja pasa laika saturét kopigus TE ar uzkratam mutacijam, kas
ir saglabajusies genomos, kop$ tie ir evolucionari nodalijusies atseviSkos taksonos. P&c mutaciju
skaita elementiem ar TSD var uzzinat aptuvenu laiku, kad notika elementa insercija (SanMiguel et
al. 1998). Vairakums LTR retrotranspozonu transpoziciju laiks augu genomos ir noteikts 0-4 miljonu
gadu (Bennetzen et al. 2005), vecaki elementi parasti ir uzkrajusi daudz mutaciju un zaudg&jusi otro

LTR, tap&c noteikt to vecumu parasti vairs nav iesp&jams.
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Ilgu laiku tika uzskatits, ka TE sekvences ir ,,atkritumi”, kas savtigi parazit€ genoma (Orgel,
Crick 1980; Doolittle, Sapienza 1980; Kidwell, Lisch 2001). Ta ka neparastas fenotipiskas izpausmes
ir vieglak pamanamas, visbiezak destruktivas TE mutacijas tiek aprakstitas un uzsvertas petijjumos
genomiem ar augstu TE aktivitati, ka pieméram, auglu musinas genomam Drosophila melanogaster
(Nuzhdin 1999; Hudson et al. 2003; Pasyukova et al. 2004; Cordaux et al. 2006). Parazitiska dzives
cikla gadijuma no fenotipa neatkariga izlase ictekmétu TE divergenci. Vairaki faktori liecina par
neatkarigu TE evoliiciju genomos. Pieméram, salidzinot dazadus genomus, evolucionari atskirigo TE
klaSu un kartu sastavu proporcija vari€ pat radniecigiem taksoniem (Kejnovsky et al. 2012).
Vairakam TE gimeném ir raksturiga preferenciala nedestruktiva transpozicija, kas liecina par $o
elementu iesp&jamu adaptivu izlasi (Finnegan 1992; Baucom et al. 2009b). Pat evolucionari attaliem
LTR retrotranspozonu taksoniem ir raksturigs loti konservativs RT doméns (Xiong, Eickbush 1990).
Tomér nav skaidrs, kadg€] visu eikariotu genomos TE turpina transponéties un izlases spiediens
joprojam nav aptur€jis TE proliferaciju. lesp&jams, lidzigi parazitiem, TE ir adapt&juSies organisma
elimingjosai darbibai, Sin1 gadijuma genoma vajadz€tu biit parstavétiem TE ar 1paSam adaptivam
mutacijam un zemu genétisko daudzveidibu (Baucom et al. 2009b). Tomer, TE aktivitate tad butu
konstanta, Iidz saimniekorganisms saktu atpazit aktivos elementus un eliminétu tos. Tacu, TE
aktivitati stingri kontrolé mehanismi saimniekorganisma, un ta raksturojas ar transpoziciju
spradzieniem. TE un genomu dinamiskas koevoliicijas modeléSana parasti apliecina, ka TE kopiju
skaits pieaug Iidz noteikta lidzsvara sasniegSanai, kad replikativa transpozicija tiek sabalans&ta ar
dabiskas izlases darbibu pret destruktivam insercijam (Capy et al. 1994). Tacu matematiskie modeli
nespgj ieklaut sevi visus dzivo organismu iesp&jas un mehanismus, kas ir sarezgits uzdevums TE
daudzveidibas un dzives cikla gadijuma. Piem&ram, paSapputes augu genomos model&ta parazitisko
TE dinamika norada, ka teoretiski tie atri tiktu eliminéti, taCu ar1 daZzu paSapputes augu genomi
(pieméram, kviesi) joprojam satur vairaku TE gimenu kopijas (Boutin et al. 2012). Tas var but
skaidrojams ar reti notiekoSo sveSapputi arT pamata pasapputes augiem, ar iesp&jamu horizontalu TE
parnesi, homozigoto TE kopiju neitralitati (rekombinacijas iesp&ju mazinasanas) (Charlesworth,
Charlesworth 1995; Morgan 2001), ka arT ar genétisko dreifu (Le Rouzic et al. 2007; Boutin et al.
2012). Ir zinami gadijumi, kad tieSam paSapputes Arabidopsis thaliana genoms satur ieverojami
mazak TE kopiju, neka radniecigais sveSapputes Arabidopsis lyrata. Tomer, arl Siem genomiem
teoretiska prognoze ir daudz nelabvéligaka TE sekvencém un nesakrit ar realo situaciju (Lockton et

al. 2010; Hollister ef al. 2011).

Ja pienem, ka retrotranspozoniem nav funkciju genoma, sagaidams, ka retrotranspozonu

sekvences nav paklautas genétiskas izlases spiedienam un tas uzkraj mutacijas neitrala atruma.
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Analizg€jot vairakus segséklu genomus, LTR retrotranspozoniem ir atrasts lielaks inserciju/deléciju
polimorfismu daudzums salidzinot ar SNP daudzumu. Tapat LTR retrotranspozoniem ir augstaks
tranziciju skaits. Tas norada uz So sekvencu relativi neitralu evoliicijas gaitu (Vitte, Bennetzen 2006).
Tomer, ja pienemtu, ka replikacijas kliidas un genétiskais dreifs ir vienigie mehanismi, kas ietekmé
retrotranspozonu sekvences, mutacijas butu vienmerigi izkaisitas visas TE sekvences garuma. Tacu
aktivo eclementu gimenu analize norada, ka pat daudzveidigie retrotranspozoni satur augsti
konservativas sekvences, kas nodroSina to aktivitati, un, tatad, §is sekvences ietekm& pozitivas
izlases spiediens (Vicient et al. 2005). Paradas arvien vairak piemé&ru ar genoma fiksétam TE
kopijam, kas dazreiz uzrada tipiskas pozitivas izlases darbibas pazimes (Schlenke, Begun 2004).
Izskatas, ka vairakas TE kopijas ir zaud€jusSas parazitisko elementu iezimes un tas genoma tiek
uzturétas (Miller et al. 1999; Casacuberta, Pardue 2003; Jordan et al. 2003; Quesneville et al. 2005;
Volff 2006; Sinzelle et al. 2009).

Paslaik TE vairs netiek uzskatiti par nenozimigiem parazitiskiem elementiem un atklajot
milzigo parstavniecibu, daudzveidibu un dazadas ipasibas, domajams, ka genomos ir notikusi TE
specifikacija (Biémont 2010). Ka tika aprakstits ieprieks, aktivie TE piedalas genoma parkartojumu
iniciacija un Iidz ar to jaunu genotipu veidosana nelabveligos vides apstaklos, spgj vairakos veidos
ietekm@t génu darbibu un uzturét centroméru darbibu. TE ir plasSi sastopami un ir eikariotu genomu
neatnemama sastavdala. Ir atrasti vairaki géni, kas ir c€luSies no TE un ieguvusi jaunu funkciju: no
DNS transpozoniem (Hudson et al. 2003; Kapitonov, Jurka 2005; Cordaux et al. 2006; Lin et al.
2007) un no retrotranspozoniem (Pardue, DeBaryshe 2003; Biessmann, Mason 2003; Mason et al.
2008). Neskatoties uz to, ka genoma nepartraukti notiek retrotranspozonu zudums un transpozicijas
mehanisms nosaka atraku mutaciju uzkrasanos S§im sekvencém, genomos joprojam pastav
retrotranspozonu kopijas un to fragmenti ar noteiktos apstaklos saglabatam ekspresijas iesp&jam,
darbojoSos transpozicijas mehanismu un preferenci insertéties nekod€joSos genoma rajonos, kas

norada uz izlases darbibu $adu funkcionalo elementu laba (Eickbush, Jamburuthugoda 2008).

1.7. Retrotranspozonu sekvencu izmantoSana molekularo markieru izstradei

Kops retrotranspozonu atklasanas augu genomos, tie tiek aktivi izmantoti par molekularas
biologijas riku augu genomu daudzveidibas izpétei (Kumar et al. 1997; Kumar, Hirochika 2001;
Schulman et al. 2004; Schulman 2006; Kalendar et al. 2011; Schulman et al. 2012). Sis sekvences ir
loti ertas DNS molekularo markieru izstradei, jo retrotranspozoni augu genomos parasti ir izplatiti,
plasi sastopami, reprezentéti visas hromosomas, ka ari raksturojas ar augstu polimorfisma Itmeni.

Retrotranspozonu markieru polimorfisms atspogulo salidzino$i lielus parkartojumus no daziem
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simtiem bp Iidz pat dazam kb. Turklat ar retrotranspozoniem izsauktas mutacijas ir neatgriezeniskas
turpmakajas paaudzes, kamér SNP un mikrosatelitu polimorfismi var atgriezties sakotngja varianta,
kas limite to izmantoSanu filogen&tisko saistibu noskaidrosana. Uz retrotranspozoniem balstitas
markieru sist€émas sp&j pildit uzdevumus, ko nespgj atrisinat citas markieru sistémas. Piemé&ram,
atSkirt selekcijas Iinijas, klonus, ar mutagenézi icgutas Skirnes, kuras ir vienadas analiz€jot augsti
vari€joSus mikrosatelitu lokusus ar SSR metodi (Tam ez al. 2005; D’Onofrio et al. 2010; Carvalho et
al. 2012; Castro et al. 2012; Baranek et al. 2012; Subudhi et al. 2013). Viena no retrotranspozonu
markieru iezim&€m ir, ka izmantojot salidzinosi nelielu sekvencu informacijas apjomu, ir iesp&jams

iegiit lielu datu apjomu.

SSAP (Sequence-Specific Amplification Polymorphism) metode ir lidziga klasiskajai AFLP
metodei, tacu analiz€ retrotranspozonu polimorfismus un ir precizaka, jo viens no praimeriem ir
komplementars specifiskai retrotranspozonu gimenei (Waugh er al. 1997). SSAP metode tika
pielietota dazadu augu genomu analiz€ém (parskatam sk. Kumar, Hirochika 2001). RIVP
(Retrotransposon  Internal Variation Polymorphism) metode analizei izmanto ieks€jos

retrotranspozonu doménus (Purugganan, Wessler 1995; Vershinin, Ellis 1999).

Virkne metozu ir izstradatas uz vienkarSas PKR metodes pamata, pieméram, IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplifed Polymorphism), kura tiek amplificéts genomiskais rajons starp atskirigas
orientacijas lokalizétam divu vienas gimenes retrotranspozonu insercijam (Kalendar et al. 1999;
Kalendar, Schulman 2007). IRAP tiek izmantota retrotranspozonu 1pasiba biezi veidot klasterus augu
genomos un integréties gan tiesa, gan invertéta veida. Amplifikacijas produkts radisies, ja insercijas
biis pietiekami tuvu viena otrai, lai tas varétu amplificét ar PKR. Polimorfisma Itmenis atspogulo
noteiktas retrotranspozonu gimenes kopiju skaitu genoma (Kalendar, Schulman 2007). Ar REMAP
(Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) tiek amplificéts genomiskais rajons starp
vienas gimenes retrotranspozoniem un mikrosatelita sekvenci (Kalendar et al. 1999; Kalendar,
Schulman 2007). REMAP tehnika ir pielietota miezu $kirpu atSkirSanai, ka arT miezu genétiskas
kartes veidoSanai (Provan et al. 1999). Abas metodes izmanto konservativu vienas LTR
retrotranspozonu gimenes sekvenci, kurai tiek piemekl&ts no retrotranspozona iek$éja doména prom
orientéts praimeris (/3. attéls). IRAP un REMAP trikums ir tas, ka tie pieder dominantajai markieru
sisttmai un amplificé anonimos lokusus (ir mazak specifiskas). Tomér liels pluss ir augsts
polimorfisma Itmenis, automatizéSanas iesp€ja, salidzinosi nelielas izmaksas. Lai ieviestu IRAP vai
REMAP metodiku jauna genoma analizei, ir jabiit pieejamai retrotranspozonu sekvencu informacijai,
kas visbiezak ir sugas specifiska. Kodominanta markieru sist€éma prasa lielaku darba un lidzeklu

ieguldijumu, tomeér ir izstradati un tiek pielietoti ar1 tadi markieri, piem&ram, RBIP
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(Retrotransposon-Based Insertional Polymorphism) amplificEé viena retrotranspozona genomisko

inserciju (Flavell ef al. 1998).

pT
aE1 Cj E2 13. attels. Uz retrotranspozonu sekvencem
[ L balstitas molekularo markieru sistémas (péc
D
o Schulman 2006).
i (a) SSAP metode: DNS tiek Skelts ar
b P, divam  restriktazém  (EI, E2),
oy M - b fragmenti ligeti pie adaptera un
[> amplificeéti ar retrotranspozonu LTR
‘d
: un adaptera praimeriem.
= (b) IRAP metode: amplifikacija starp
¢ C:P]T blakus lokalizéto divu
. m. { LTR ] LTR |—— retrotranspozonu LTR.
Il T e
oy (c) REMAP metode: amplifikacija starp
= mikrosatelita atkartojumu un LTR.
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(d) RBIP: amplifikacija starp
d
Pr Pen Pen retrotranspozonu insercijas

flankéjosam genomiskam sekvencem

—————] LR jzzzzzzd LR |

= o

Pe Pee izSkir lokusus ar un bez insercijas.
_—_

e A —_

RBIP ir daudz precizaka metode un lauj izpétit filogenétiskas saistibas, ka arT §T metode ir
automatiz€jama. iPBS metode ir izveidota, lai amplificétu genomiskus rajonus starp augsti
konservativiem PBS saitiem no diviem pret€ja orientacija novietotiem retrotranspozoniem (Kalendar
et al. 2010). Sis metodes pamatprincips ir lidzigs IRAP metodei, ta¢u ta amplificé nespecifiski
vairakas retrotranspozonu gimenes. iPBS var tikt pielietota reto augu daudzveidibas pétijumiem, bez
informacijas par retrotranspozonu sastavu un sekvences informaciju, ka art lauj no jauna identificét

dazadu kartu retrotranspozonus, bez iepriekseéjam sugas specifisko TE sekvencu zinasanam.

Kombinacija ar jaunam sekvenéSanas metodem, TE sekvences tiek pielietotas génu funkciju
noskaidrosana (Vandenbussche et al. 2008; Williams-Carrier et al. 2010; Urbanski et al. 2012).

Parasti Siem nolikiem izmanto retrotranspozonus ar insercijas preferenci génu rajonos. Tos,
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pieméram, izmantoja risu Tosl7 (Miyao et al. 2003), lucernas un sojas 7Tntl (Tadege et al. 2008;
Cui et al 2013), lotosa LOREI (Fukai et al. 2011; Urbanski et al. 2012) mutagenézei.
Retrotranspozonu markieri tika un tiek lietoti genétiskas daudzveidibas pétijumos, filogenétiskas
radniecibas noskaidroS$anai, transpoziciju evolucionarajos pétijumos, stresa induc€tu jaunu
transpoziciju identificéSanai, noderigo pazimju kartéSanai un QTL selekcijai, funkcionalai génu
izpétei, pasu TE izplatibas un daudzveidibas noskaidrosanai (parskatam sk. Kumar, Hirochika 2001;

Kalendar et al. 2011).

1.8. Parastas priedes raksturojums

Parasta priede (Pinus sylvestris L.) pieder pie kails€kliem (Pinophyta), kas ir viena no
senakajam augu grupam. Priede ir ziemelu puslodei raksturiga suga un plasi sastopama Eiropa no
Norvégijas 1idz Spanijai un Azija lidz Austrumsibirijai un Kinai. Ta spgj pielagoties dazadiem
augSanas apstakliem un aug gan loti sausos (kapu smiltdji), gan mitros (augstie purvi) apstaklos.
Lielakos platuma grados augosajiem kokiem ikgadgjais koksnes pieaugums galvenokart ir atkarigs
no vegetacijas perioda klimatiskajam pasibam, ka arT no mikroklimata, ieprickséja gada augSanas
intensitates, koka vecuma, augSanas slipuma un augsnes pasibam. Vairaki pétijumi rada, ka lielakais
priedes ikgad@jo koksnes pieaugumu limit€joSais faktors ir temperatiira vasaras perioda (ipasi jilija)
(Linderholm, Linderholm 2004). Zinams ar1, ka priedei minerala baroSanas notiek pa jaunakajiem
stumbra audiem, ar laiku veidojot kodolkoksni, un vides izmainas var krasi ietekm& koksnes
pieaugumu. Kokapstrades riipnieciba parasti izmanto 80-120 gadus vecus kokus. Parasta priede ir
viena no valdoSajam koku sugam Latvija un tai ir liela nozime Latvijas tautsaimnieciba. Klimata
izmainas var ietekmét skujkokus gan pozitivi, pieaugot videéjam temperatiram janvari, februari un
ievérojami ietekmét dabisko atjaunoSanos (Baumanis et al. 2012; Jansons et al. 2011). Tapat,
maigakas ziemas var sekmé@t jaunu patogénu un kaiteklu savairoSanos, kas IpaSi var ietekmét

jaunaudzes.

1.8.1. Skujkoku genoma raksturojums

Priezu dzimtas parstavjiem parsvara ir liels (27,5/ 1C (Valkonen et al. 1994), 21,25/ 1C
(Bogunic et al. 2003), 25 pg/ 1C (Plomion et al. 2007); 23,01/ 1C (Fuchs ef al. 2008) vai 20-30
Gbp), stabili diploids genoms (2n=24), bet 70-75% no ta sastada atkartojumu sekvences (Plomion et
al. 2007). Skujkoki raksturojas ar augstu genétisko kolinearitati starp sugam, kas attiecas gan uz

neitraliem lokusiem, gan génu lokalizaciju (Devey et al. 1999; Brown ef al. 2001; Komulainen et al.
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2003). Skujkoku genomi satur daudzkopiju génu gimenes (Perry, Furnier 1996; Kinlaw, Neale
1997), ka art lielu skaitu pseidogénu (Komulainen et al. 2003; Kovach et al. 2010; Nystedt et al.
2013). Skujkokiem nav nelidzsvarotas saistibas pat starp tuvi novietotiem lokusiem (Dvornyk et al.
2002) vai ta ir tikai dazus simtus bp (Heuertz et al. 2006), to genomiem ir raksturigs augsts
heterozigotates limenis, lai gan nukleotidu aizvietoSanas temps ir zemaks ka segsekliem, kas,
iesp&jams, ir saistits ar ilgu paaudzu nomainas laiku un DNS reparacijas mehanismu atskirtbam

(Buschiazzo et al. 2012).

Pirma kails€kla - parastas egles (Picea abies) - sekvence tika publicéta 2013. gada pavasart
(Nystedt et al. 2013). Egles genoms satur daudzkopiju génu gimenes, pseidogénus, pie kam neparasti
lieli ir starpg€nu un intronu rajoni. Garakais introns génam ir 68 kb, bet 2880 intronu ir garaki par 5
kb un 2679 no tiem liels izmers ir noteikts ar TE inserciju (Nystedt et al. 2013). 72 Mb aiznem génu
kodgjosas sekvences, bet 524 Mb geéniem-lidzigie rajoni uzrada zemaku lidzibu, kuri, iesp&jams,
reprezente pseidogénu sekvences. Tika identificéti 13031 eglei specifisko un 9686 konservativo
starpgénu IncRNS, 24 bp sRNS Iimenis ir zemaks ka segsekliem, tie ir specifiski reproduktiviem
audiem un ir saistiti ar atkartojumiem. Egles genoma tika identificéti 2716 21 bp sRNS lokusi, no
tiem zinamas 20 miRNS gimenes. Visa genoma duplikacijas pédas P.abies genomam ta ari netika
atrastas, uzskata, ka genoma izmeérs palielinajas LTR retrotranspozonu ekspansijas rezultata (Nystedt
et al. 2013). Interesanti, ka epigenétiskas histonu metiléSanas iezime H3K9mel, kas specifiska tikai

heterohromatinam segsékliem, kailsekliem atrodas eihromatia (Fuchs et al. 2008).

1.8.2. Mobilo elementu saturs un raksturojums skujkoku genomos

Retrotranspozonu sekvencu pétijjumi kailsekliem aizsakas pirms to genomu sekvenéSanas
méginajumiem. 7y-Copia TPE1 TE tika izoléts no Pinus elliottii (Kamm et al. 1996). Konstatétais
TPEI kopiju skaits P.elliottii bija liels, bet hibridizacija ar Ty-Copia RT geéna sekvenci atklaja
izplatibu visu hromosomu garuma ar samazinatu hibridizaciju centromeéru rajonos (Brandes et al.
1997). TPE1 transpozicijas iesp&jas tika novertetas ka ierobeZotas, jo sekvenéSana atklaja mutacijas
proteinu kod€joSajas sekvences (Brandes et al. 1997). No P.radiata 1zol€ja un raksturoja skujkokos
izplatito Gypsy IFG retrotranspozonu, kuram tika atrasts viens stop-kodons starp gag un AP
doméniem (Kossack, Kinlaw 1999). Copia Spc/ un Gypsy Spdl tika izoleti no Kanadas egles (Picea
glauca) genoma (L’Homme et al. 2000). Spcl satur dazus ORF neizjaucosus polimorfismus un tikai
vienu stop-kodonu pirms int doména, kas liecina par $1 elementa neseno izcelsmi (L’Homme et al.
2000). Mazkopiju Gypsy PpRTI elements tika izoleéts no P.pinaster genoma, ta sekvence bija
homologa iepriek$ aprakstitajam /F'G (Rocheta et al. 2007). PpRTI transkripts tika atrasts EST
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datubazeé, kas norada uz ta ekspresiju. P.pinaster ari tika aprakstiti env doménu saturoSi
retrotranspozoni PpRT2, PpRT3 un PpRT4 (Miguel et al. 2008). Env doméni uzrada vaju lidzibu
starp retrotranspozoniem, tacu PpRT2 aminoskabju secibas ltment uzradija 30% identitates vértibas

ar Sire-1 no Glycine max genoma, kas ir salidzinami ar citu retroelemenu pétijumiem.

Pinus taeda BAC sekvenéSana atklaja augstu TE sekvencu saturu un dazas priedei specifiskas
TE gimenes (Morse et al. 2009). Gymny retrotranspozons ir izoléts no P.taeda un atrasts ari citas
Pinus sugas, bet netika atrasts Picea, Abies, Tsuga un Ginkgo, kas norada uz Gymny ekspansiju pec
So taksonu nodaliSanas (Morse et al. 2009). Gymny ir lidzigs Athila elementam no A.thaliana (Morse
et al. 2009). Lidzigs pétijums P.taeda genoma atklaja gan I klases TE, gan II klases TE visu kartu
parstavjus, bet zinatnieki secindja, ka vairums elementu varétu tikt klasificéti jaunas TE gimenés
(Kovach et al. 2010). Aptuveni 9% no analiz€tajam sekvence@m lidzinajas zinamiem priezu
specifiskajiem TE (PtIGF7, PtGypsyXl1, PtCopiaXI), 12% sastadija retrotranspozonu paliekas. 30%
no TE saturgja tieSos atkartojumus garakus par 100 bp (hipotétiskus LTR), noradot So sekvencu
piederibu pilna izméra retrotranspozoniem. TE sekvences ar1 bija augsti konservativas ar agrak
atrastajiem PtGypsyX1, PtCopiaXI, IFG7 elementiem, kas norada uz $o elementu nelielu vecumu un
iespgjamu aktivitati. Tomer, kopuma TE elementu daudzveidiba ir daudz lielaka, ja salidzina ar
segseklu genomiem (Kovach ef al. 2010). Cita [idziga petijuma augsts TE saturs atrasts ar1 P.faeda ,
ipasi daudz atrada Gypsy virsgimenes parstavju (Magbanua et al. 2011). Monofilétiska Copia, Gypsy
un LINE elementu izcelsme konstatéta arT kailseékliem (Friesen et al. 2001). Nukleotidu ItTment starp
segseklu un kails€klu sugam atrasta no 37,7% lidz 99,4% TE lidziba un lidzigie raditaji ir starp viena
genoma TE gimeném. Hibridizacija ar dazadiem elementiem neuzradija krasas atSkiribas genoma
organizacija starp attaliem taksoniem, pieméram Picea abies un Picea omorika, stipra hibridizacija
ar TE kloniem no P.abies tika noveérota Ginkgo biloba DNS un otradi. Tacu, piem&ram, starp Pinus
sibirica un Pinus pinaster atrastas nelielas atSkiribas (Friesen et al. 2001). Parsvara visi TE bija
vienmerigi izkaisiti pa visu hromosomas garumu, tomér bija ar1 izn€mums - Gypsy Ppgyl elements
klasteriz€jas centroméru rajona (Friesen et al. 2001). Lidzigo TE gimenu un atkartojumu
genomiskais izvietojums starp segse€kliem un kailsekliem atSkiras (Kamm et al. 1996; Kossack,

Kinlaw 1999; Schmidt et al. 2000; Morse et al. 2009).

Parastas egles genoma tika atrastas 1773 atkartojumu sekvences, puse no tam lidzinas
zinamam TE gimeném. LTR retrotranspozoni ir visizplatitaka TE karta, bet Gypsy virsgimene ir
prevalgjosa. Tika analizéti TE ar1 citos kailseklos, ieklaujot ari P.sylvestris, un visiem LTR
retrotranspozonu karta bija visizplatitaka (Nystedt et al. 2013). P.abies genoma analize neatrada

nesen notikusa transpoziciju spradziena pédas un vairaku inserciju vecums ir ap 5 miljonu gadu.
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Viena LTR attieciba pret pilna izméra retotranspozoniem ir 1:9, kas liecina par zemu TE izgrieSanas
intensitati salidzinot ar segséklu genomiem. Tika identificétas dazas skujkokiem raksturigas TE
gimenes, ka arT mazkopiju TE gimenes.

WLTR Ty3/Gypsy ELINE
BLTR Ty1/Copila CODNATE

* Norway spruce 19.6 Gb
(Picea abies)
Scots pine

P 225Gb
" (Pinus sylvestris)

Slbflerlan‘ ﬁ!' ‘ )
(Abies sibirica)

Ty3/Gypsy expansion ’ Common yew Y Y
(Taxus baccata)

L1 Common juniper
By 11.6Gb

Ty m %+ (Juniperus communis)

;@ Gnetum gnemon &

L L I L L L 1
(Myr ago) 300 200 100 0

14. attéls. Dazadu TE kartu parstavju izplatiba sesu kailsékju genomos. Genoma izmérs
katrai sugai ir paradits aplos, filogenétiskas saistibas starp taksoniem ir paraditas noradot aptuvenu

nodalisanas laiku (x-ass).

1.8.3. Priedes genoma izméra variacijas

Salidzinot ar lieliem segs€klu genomiem, kur poliploidizacija mijas ar retrotranspozonu
ekspansiju, skujkokiem genoma ekspansija notiek TE izplatiSanas rezultata (Morse et al. 2009;
Kovach et al. 2010; Nystedt ef al. 2013). Parastas priedes genoma lielums dazados pétijumos varié
no 42,5 (Bogunic et al. 2003) lidz 55,6 pg (Valkonen et al. 1994). Nesen veiktais pétijums, kas
maksimali izslédza ar metodiku saistitas kltidas, tika veltits Pinus nigra populacijam, kur visaugstaka
genoma lieluma variacija starp populacijam ir atrasta 0,64 pg jeb 2,6% (Bogunic et al. 2007). Autori
arT neatrada nozimigu genoma lieluma korelaciju grupgot P.nigra pasugas, tomér atrasta pozitiva
korelacija ar geografiskajiem garuma gradiem (genoma lielums samazinas virziena no DR Azijas uz
Eiropu, kas, iesp&ams, ir saistits ar P.nigra evolucionaro izplatiSanos). Atrasta genoma lieluma
variacija vairakas augu sugas korelé gan ar to augSanas vietu, gan ar morfologiskajam pazimém un
vecumu. Ziemelamerikas priedes pétijumi atklaj korelacijas starp lielaku genoma izm&ru un mazaku
lumena radiusu un biezaku Stnapvalku (Walkamiya ef al. 1993). Ir atrasta arT pozitiva korelacija
starp seéklas masu un genoma lielumu (Walkamiya et al. 1993; Grotkopp et al. 2004). Pienem, ka

sugu un populaciju ietvaros genoma lieluma variacija ir nosacita ar mikrosatelitu atkartojumu
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variacijam un retrotranspozonu izplatiSanas atSkiribam (Kalendar er al. 2000; Karhu et al. 2000;
Bennett, Leitch 2005; Bogunic et al. 2007). Pasreiz genoma lieluma variacijas tiek saistitas ar
pielagosanos apkartgjas vides apstakliem, geografisku poziciju, aug$anas parametriem, morfologiju

un tam var bt adaptiva un evolucionara loma (Murray 1998, 2005).

1.8.4. Skujkoku molekulara evoliicija un adaptacijas iespéjas

Kokaugi raksturojas ar ilgu paaudzu nomainas laiku, tau tiem piemit ar1 citu sveSapputes
augu populaciju ipasibas, ar augstu génu pliismas Itmeni un lielu efektivo populaciju (Petit, Hampe
2006). Skujkoki ir loti razigi un sp€j atri palielinat savas populacijas izmeru, tie parsvara ir toleranti
un fenotipiski plastiski. Skujkokiem raksturigs nepartraukts, plass izplatibas areals. Izplatibas
kapacitate speleé nozimigu lomu sugas sp&ja pielagoties dazadiem apstakliem. Skujkoku populacijam
piemit augsta genétiska daudzveidiba un I€na neitralo genoma lokusu molekulara evoliicija, ko
varétu skaidrot ar ilggadibu, sveSapputi, lielu un nepartrauktu izplatiSanas arealu (Savolainen,
Pyhéjarvi 2007). PaSapputeksnésanas ierobezoSanas mehanismi (Williams, Savolainen 1996), plasi
puteks$nu izplatiSanas apmeri (Koski 1970) art ir efektivi daudzveidibas palielinasana. Genoma
neitralas evoliicijas atrumu ir iesp&jams novertet, nosakot SNP skaitu sinonimajos géna saitos starp
divam sugam, un, zinot %o taksonu aptuvenu evolucionaro atdaliSanas laiku. Sis mutaciju atrums
A.thaliana ir noteikts 1,5 x 10™ mutaciju viena saita gada (Koch et al. 2000), bet fosilo priezu analize
atkldja 0,7 x 10” (Willyard ez al. 2007), kas ir daudz zemaks atruma raditajs. Tapéc priezu sugas, kas
ir nodalijusas pirms 10 miljoniem gadu, péc neitralajiem saitiem atskirsies tikai par 5% (Savolainen,
Pyhgjarvi 2007). Taksonu un populaciju limeni skujkoki raksturojas ar zemaku nukleotidu
daudzveidibu, kas nozimé, ka tie laika posma akumulé mazak mutaciju un paaudzes nomainas laiks
tikai dal€ji spgj izskaidrot So starpibu (Heuertz et al. 2006; Pyhdjarvi et al. 2007; Chen et al. 2010).
So starpibu varétu izskaidrot ar zemaku metabolisma un pazeminatu rekombinaciju limeni
(Buschiazzo et al. 2012). Tapat, lielas populacijas un intensiva génu pliisma ierobezo jaunu mutaciju
fiksaciju populacija (Savolainen, Pyhdjarvi 2007). Tapéc skujkoki atSkiras ar augstu genétisko
daudzveidibu populacijas un zemu nukleotidu aizvietoSanas Iimeni, ka ar1 zemu fenotipisko variaciju

starp sugam. STs Tpasibas piemit arT lapu kokiem, tomér skujkokiem §is at$kiribas ir vél izteiktakas.

Nesinonimo substitiiciju skaita attieciba pret sinonimo substitliciju skaitu skujkokiem
(0,3137) ir tr1s reizes lielaka, neka segsékliem (0,0924), kas parada, ka skujkokiem ir zemaks kop&jo
un sinonimo mutaciju Itmenis (Buschiazzo et al. 2012). Interesanti, ka vairakums génu ar augstakiem
§is attiecibas raditajiem ir iesaistiti atbildes veidoSana pret abiotisko un biotisko stresu, ka art Stinu

signalu parnesg, attistibas un augSanas regulacija, vezikulu parnes€ un DNS/RNS piesaiste
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(Buschiazzo et al. 2012). So génu stingraku adaptivo selekciju daudzgadigajiem augiem izskaidro ar
plasticitates paaugstinasanas iesp&jam izmantojot efektivaku transkripcijas regulésanu un DNS/RNS
piesaistes proteinu darbibu. Kopuma, molekulara evolicija skujkokiem raksturojas ar nesinonimo
mutaciju fiksaciju, ko veicina ekologiskas un demografiskas Ipasibas, ka arT genoma stabilitate; tacu

kaitigo mutaciju fiksacija ir samazinata ar lielu efektivas populacijas skaitu un sveSapputi.

Kokaugu vidi lokala adaptacija ir daudz izteiktaka (Savolainen er al. 2011). Kokaugi ir
pielagojusies lokalam klimatam un tapéc ir potenciali apdraudéti atru klimatisko apstaklu izmainu
rezultata (Savolainen, Pyhdjarvi 2007). Ta ka klimatiskos apstaklus ir griiti prognozet, ir
nepiecieSams virzit selekciju uz augSanas laika paatrinaSanu un reprodukcijas sp&ju uzlaboSanu
(Rohd, Bhalerao 2007; Hannien, Tanino 2011), ka arT uz aukstuma un sausuma toleranci (Niinemets
2010). Gritak prognozet adaptativas atbildes veidoSanos selekcijas populacijas, jo dazadiba reakcija
uz stresu labveligos apstaklos var biit slépta (Ritland 1996; Sillanpaa 2011). Kvantitativo pazimju
petijumi kokaugiem rada, ka, salidzinot ar kultiraugiem, liels lokusu skaits iesaistits pazimes vai
atbildes veidoSana, un katrs lokuss ir ar salidzinosi nelielu efektu (Howe et al. 2003; Quesada et al.
2010). Tapec vairaku lokusu kombinacija biis noteicosa pazimes vai atbildes veidosana. Tapat, liela
nozime plasticitates veido$ana var€tu but epigenétiskiem efektiem, kas v&l ir maz pétiti un to
molekularie mehanismi vél nav zinami. Epigenctiskie efekti dalgji ir genétiski nosaciti, bet tie
saglaba reakciju uz noteiktajiem vides apstakliem (Richards et al. 2010). Retrotranspozonu iezimes

padara tos par potencialiem epigenétisko atbilzu agentiem.
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2. Materiali un metodes

2.1. TE-Iidzigo fragmentu diferencialas ekspresijas identificeSana

2.1.1. Visparéja eksperimentu struktiira

Darba aprakstitais p&tijums sastav&ja no vairakiem posmiem. P&tijuma mérkis bija identificet

aktivus retrotranspozonus parastas priedes genoma ekspresétus dazadu stresoru ietekmé&. Lai

noskaidrotu transpongjamo elementu transkriptu esamibu stresam paklautajos priezu stados,

izmantoja nespecifiskus iPBS praimerus, jo kailséklu retrotranspozonu sekvences var atskirties no

publiski pieejamajam segseklu sekvencém un neaktivajiem retrotranspozonu homologiem, kas lidz

Sim ir aprakstiti kails€kliem. Lai izvairitos no genotipa izraisito atSkiribu identific€Sanas, izmantoja

ierobezotas pieejamibas priezu rametu materialu. Bet péc TE-Iidzigo sekvencu identific€Sanas, to

reprezentaciju un ekspresiju parbaudija ar izveidotiem specifiskiem praimeriem citiem genotipiem un

citu stresoru skartajiem paraugiem. Kopuma veica Cetrus eksperimentus karstuma, priezu hermesa

invazijas, ABA (abscizskabes) un SA (salicilsakabes) apstrades stresu atbildes izpé&tei, pec sekojoSas

vienotas shémas.

>
>

vy

vvyyvyy

vy

Priedes rametus paklauj p&tama stresora ietekmei.

Ievac pa 4 skujam no katra stada, ieliek iezim&tajos 2 ml stobrinos un nekavéjoties sasalde
Skidraja slapekli. Sos paraugus izmanto RNS izdali$anai vélak.

P&c eksperimenta beigam, ievac vél pa 2 skujam. Sos paraugus izmanto DNS izol&sanai,
genétiskas vienveidibas parbaudei ar SSR markieriem u.c.

Veic DNS izdaliSanu, genétiskas vienveidibas parbaudi ar SSR markieriem.

Veic RNS izdaliSanu, RNS attiriSanu no DNS piemaisijumiem un kontaminacijas parbaudi ar
RNS PKR.

cDNS sint€ze un analize ar kontroles markieriem.

1PBS reakcija, fragmentu analize un atSkirigo fragmentu izoléSana un attiriSana.

Fragmentu klong&Sana vektora, §tinu transformacija.

Transform€to Stnu pavairoSana, atlase, vektoru izdaliSana, ieklon€to fragmentu garuma
parbaude, plazmidu atlase sekvenésanai.

SekvenéSana, hromatogrammu analize un sekvencu salikSana.

Sekvencu Iidzibas mekl&jumi datubazes, retrotranspozonu un to strukturalo elementu

identific€Sana, datu apkoposSana.
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Péc identificéto TE-Iidzigo sekvencu analizém un specifiskas amplifikacijas citiem parastas
priedes paraugiem, radas jautajums, vai kads no identificétajiem TE-lidzigiem fragmentiem
atspogulo pilna izméra retrotranspozonu transkripciju stresoru ietekmé, vai art visi Sie fragmenti ir
himéru transkriptu sastavdalas. Tad€] nakamais petijjuma posms veltits pilna izméra retrotranspozonu
izol€Sanai, raksturoSanai un retrotranspozonu ieks€jo sekvencu dalu iegiiSanai no eksperimentala

cDNS.

TreSais pétijuma posms veltits praktiskai fragmentu polimorfisma un izplatibas noteikSanai.
Lai saprastu, cik liela méra TE-lidzigas sekvences ir sastopamas citu genotipu parastas priedes
genomos, izveidoja specifiskus praimerus, kurus parbaudija dabiska priezu audzé ar IRAP metodi
(Kalendar et al. 1999). Sos markierus izmé&ginaja ari klonalas daudzveidibas noteik$anai, par
materialu izveloties atSkirigas plantacijas augoSus parastas priedes rametus. Lai saprastu, cik liela
mera atrastie fragmenti ir konservativi un izplatiti citu kailseklu sugas, veica specifisku amplifikaciju
ar dazadu kailseklu dzimtu sugu parstavjiem. Informacija par lidzigu fragmentu sastopamibu attaliem
taksoniem, var sniegt zinasanas par iesp&jama elementa vai saistita lokusa izcelsmi, sastopamibu,

polimorfismu un tml.

2.1.2. Stresa sensitivo génu markieru konstruéSana

Ir sarezgiti vizuali novértét, vai organismu neietekmé kads no nelabvéligiem vides vai
biogéniem faktoriem, 1pasi, ja §1 ietekme ir sakuma stadija. 1zanaliz€jot vairakus literatiiras avotus,
atlasija Cetrus génus, kuru ekspresija mainas plasa spektra stresa apstaklos (ipaSi karstuma un
sausuma ietekme). Tie ir dhn3 (dehidrina III) géns, abaH géns (abscizskabes inducgjamais), lea géns
(véla embriogengzeé domingjoss), PSCS2 géns (delta I-pirolina-5-karboksilata sintetaze 2). Visu $0
parastas priedes génu sekvences ir publiski pieejamas, iznemot P5CS2, kuram praimerus veidoja
balstoties uz Arabidopsis thaliana (X89414) un Populus euphratica (EF412967.1) géna
konservativajam dalam. RNS kvalitates kontrolei izmantoja génus, kas ekspres€jas normalos
apstaklos: GAPDH (gliceraldehida-3-fosfata dehidrogenaze) un act (aktins), kuriem praimeri
konstruéti ieprieks (Jaakola et al. 2004).

Jaunizveidoto praimeru amplifikacijas kvalitati parbaudija izmantojot PKR reakciju ar
priedes gDNS, cDNS un sekojoSu elektroforézi agarozes gela (/. tabula). Katram praimerim
optimiz€ja reakcijas apstaklus. Nespecifiska reakcija jebkuros apstaklos bija aktina praimeriem ar
gDNS, bet ar cDNS ar tiem neieguva sagaidama lieluma fragmentus (436 bp), tadel tos izslédza no

turpmakiem eksperimentiem.
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1. tabula. Stresa inducésanas kontroles markieru raksturojums

Sagaidamais
Nosaukums Praimera sekvence 5°—3’ produkta gDNS cDNS
garums
GAPDH | F | ACGGTTTTGGTCGAATTG
GAPDH | R | CCCCACGAGCTCGATATCAT 75 bp 75 bp 75 bp
ACT F | GCTTGCTTATGTAGCCCT
ACT R | GGTCTTGGCAATCCACATCT 436-570 bp nespec. nespec.
P5CS2 F | TGATCCCAAGAGGTCAGCA
P5CS2 R | GAATCCTGCTTGTGCTTATTCC - 250 bp 190 bp
abaH F | AGGACAACGTTAATTCTGGCTC
abaH R | AATCGGCCTTATAACCAGTGTCG 120 bp 120 bp 120 bp
lea F | TCCGCAGAGGTTACAGACATCG
lea R | CTATTTGCGCTCAGGAGTCGAA 140 bp 280 bp 280 bp
dhn3 F | CGCGGTATGTTCGGCAAAAAG
dhn3 R | TCGATACATCGGACAGACGCTC 399 bp 400 bp 400 bp

GapCl, abaH, dhn3 praimeru amplificétie fragmenti bija sagaidamaja lieluma. P5CS2 un lea
fragmenti atSkiras (/. fabula). Lai parliecinatos, ka ir amplificéti mérka génu fragmenti, tos
sekvengja (divus paraugus no katra), péc reakcijas izgriezot tos un attirot no agarozes g€la ar
QOlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). AbaH, dhn3, GapCl sekvences pilniba sakrita ar datubaze
pieejamo informaciju. lea amplificéto fragmentu sekvences par 40-50% Iidzinas datubazes
sekvencém, lidz ar to var secinat, ka amplificjas cits fragments vai ari cits /ea génu gimenes
parstavis.

P5CS2 fragmenta sekvence sakrita fragmentari, lai gan sekvences kvalitate bija augsta.
Meklesana NCBI datubazes ar augstu precizitati nedeva rezultatus. Izv€loties aptuvenu meklesanu,
nukleotidu datubazeé atrada Arabidopsis un Populus P5CS sekvences fragmentu lidzibu 40-50%
apméra. Meklgjot EST datubazes ar tiem paSiem parametriem, atrada Iidzibu (maksimali 80%) ar
Pinus pinaster EST sekvenci (BX677319), kura ekspres€jas idens deficita rezultata. lesp€jams, ka
priedei ir §1 géna homologs, kur§ ekspresgjas stresa apstaklos, tacu géna sekvence v€l nav pieejama.
Izmantojot sekvencu salidzinaSanu ar P5CS proteinu sekvencém no dazadiem organismiem (A.

thaliana, Populus euphratica, Zea mays, Glycine max, Oryza sativa) lidziba bija ap 40% .
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2.1.3. Priedes rametu genétiskas vienveidibas parbaude ar SSR markieriem

Parastas priedes divgadigos stadus, pot€tos viena klona rametus, nodrosinaja AS ,,Latvijas
valsts mezi” Kalsnavas kokaudzetava (Jaunkalsnava, Latvija). Visi stadi pirms eksperimenta
uzsakSanas bija vizuali veseli. Priedes stadus vienu ménesi aklimatiz€ja laboratorija ierikotaja
plaukta ar Sylvania GroLux T8 un Cool White Deluxe (Sylvania) augiem pieméroto fluorescento
lampu apgaismojumu un elektrisko taimeri fotoperioda regul€Sanai, kur§ bija uzstadits atbilstosi
sezonai ar 10 stundu fotoperiodu. Katram eksperimentam izmantoja cita klona rametus, viena

eksperimenta ietvaros visi rameti bija no viena klona.

Priedes DNS izdalija no skujam péc CTAB izdaliSanas metodes augiem ar augstu
polisaharidu un polifenolu saturu (Porebski er al. 1997) ar sekojosu attiriSanu no RNS
piemaistjumiem ar 100 pg/ml RNase A (Fermentas). DNS koncentraciju noteica ar spektrofotometru
Lambda 25 UV/VIS (PerkinElmer) un pielidzinaja 50 ng/ul. Visus rametus parbaudija ar SSR
markieriem PTTX3107, PTTX4001 un PTTX4011 (Soranzo et al. 1998), kuri Latvijas priedes
populaciju analize ieprieks uzradija augstu izSkirtsp&ju (2. tabula). P&c triju markieru datiem rameti
bija genétiski vienveidigi (3. tabula), kas novérsa paraugu sajauksanas klidu un individu ar genétiski
atskirigu materialu izmanto$anu eksperimenta. Sie dati ir pietiekami, lai secinatu, ka paraugi ir viena

individa kloni.

2. tabula. Parastas priedes Latvijas populacijas genetiskas daudzveidibas analizu SSR markieru

raditaji (iegiti ar statistisko analizes programmu GenAIlEx 6.41), (Rungis D., nepublicéti dati)

Raditajs PTT4011 | PTT3107 | PTT4001
N (individu skaits) 135 132 128
Na (al€lu skaits) 15 24 22
Ne (efektivo alelu skaits) 4,175 7,418 5,044
I (informacijas indekss) 1,797 2,429 2,121
Ho (noveérota heterozigotate) 0,556 0,811 0,734
He (sagaidama heterozigotate) 0,760 0,865 0,802
UHe (objektiva heterozigotate) 0,763 0,868 0,805
F(fiksacijas indekss) 0,269 0,063 0,084
DI (daudzveidibas indekss) 0,872 0,850 0,860
3. tabula. SSR markieru dati priedes rametiem.
PTTX3107 PTTX4001 PTTX4011
Rametu Nr. = — = — — —
alele 1 alele 2 alele 1 alele 2 alele 1 alele 2
ja3 1 156 172 216 219 262 262
ja3 3 156 172 216 219 262 262
ja3 4 156 172 216 219 262 262
ja3 5 156 172 216 219 262 262
ja3 6 156 172 216 219 262 262
ja3 7 156 172 216 219 262 262
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PTTX3107 PTTX4001 PTTX4011
Rametu Nr. - - - — — —

alele 1 aléle 2 alele 1 alele 2 alele 1 alele 2
ja3 8 156 172 216 219 262 262
ja3 9 156 172 216 219 262 262
ja3 10 156 172 216 219 262 262
ja3 11 156 172 216 219 262 262
TU28-1 150 156 210 216 262 262
TU28-2 150 156 210 216 262 262
TU28-3 150 156 210 216 262 262
TU28-4 150 156 210 216 262 262
TU28-5 150 156 210 216 262 262
TU28-6 150 156 210 216 262 262
TU28-7 150 156 210 216 262 262
TU28-8 150 156 210 216 262 262
TU28-9 150 156 210 216 262 262
TU28-10 150 156 210 216 262 262
TU28-11 150 156 210 216 262 262
TU28-12 150 156 210 216 262 262
TU28-13 150 156 210 216 262 262
TU28-14 150 156 210 216 262 262
TU28-15 150 156 210 216 262 262
TU28-16 150 156 210 216 262 262
pop21-1 170 170 206 216 266 284
pop21-2 170 170 206 216 266 284
pop21-3 170 170 206 216 266 284
popl2-4 158 158 218 218 266 266
popl2-5 158 158 218 218 266 266
popl2-6 158 158 218 218 266 266

2.1.4. Stresa apstaklu inducéSana

Karstuma stresa iniciacija

Karstuma ietekmes eksperimentu veica kontroletos apstaklos izmantojot klimata kameras ar
gaisa, temperatiiras un mitruma kontroli HOTCOLD-GL (SELECTA). Divus JA003 rametus ievietoja
klimata kamera, kur temperatiira astonu stundu laika pakapeniski paaugstinajas 1idz 40 "C, un tad o
temperattiru uzturéja vél 16 stundas. Uzstadija 10 stundu fotoperiodu. Divus JAOO3 rametus ievietoja
cita klimata kamera ar identisku rezimu, atskaitot temperatiiru, kuru uzstadija 22 °C diena un 14 °C
nakti. Viens ramets palika ierastajos apstaklos laboratorija. P€c eksperimenta ievaca skujas no visiem

rametiem un nekavéjoties sasaldgja Skidraja slapekli.

Priezu hermesa invazija

TU28 rametus izmantoja priezu hermesa (Pineus pini L.) invazijas pétijuma. Invaziju
konstat€ja pec vairakam pazimém (svekoSana, balti vaska plankumi, dzelt§joSas skujas un zaru

kal$ana). Tapat argjo baro$anos apstiprindja pec balta tinuma mikroskopesanas. Cetriem rametiem
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(B1-B4) skujas ievaca nekavé€joties, 14 rametiem (B1-B16, iznemot nokaltusus B5 un B7) skujas
ievaca péc divam invazijas ned€]am, kad visiem rametiem konstat€ja hermesa invaziju atSkirigas
izplatiSanas pakapés. Tikai viens ramets (B4) p&c stresa iniciacijas molekularo markieru datiem

nebija hermesa invazijas skarts, to turpmak lietoja par kontroles paraugu.

Augu hormonu ietekme

Tris POP12 rametus izmantoja ABA ietekmes pétijuma. Pagatavoja 1 mM ABA (Sigma)
Skidumu dejonizéta destiléta tident ar 1,92% etilspirta un eksperimenta laika to uzglabaja 4 °C. No
ImM ABA katru dienu pirms apsmidzinaSanas pagatavoja 10 uM ABA darba Skidumu, ar kuru
apstradaja stadus. Udens §kidumu ar ekvivalentu etanola daudzumu pagatavoja kontroles rameta
apstradei. Divus POP12 rametus vienu ned€lu katru dienu apsmidzinaja un aplaistija (10 ml uz stadu)
ar 10 uM ABA Skidumu. Vienu kontroles POP12 rametu apsmidzinaja un aplaistija ar etanola-iidens
Skidumu. Skujas ievaca pirms eksperimenta (k4-ABA, k6-ABA, k5-ABA), 24 stundas p&c pirmas
apstrades (24-4-ABA, 24-6-ABA, 24-k5-ABA), 64 stundas péc pirmas apstrades (64-4-ABA, 64-6-
ABA, 64-k5-ABA), 72 stundas pé&c apstrades un nedélu péc apstrades.

POP21 rametus izmantoja SA ietekmes pétijuma, kur divus rametus vienu ned€lu
apsmidzin3ja un aplaistfja ar 5 mM SA (Sigma) tGdens Skidumu, kuru no jauna pagatavoja katru
dienu. Kontroles rametu apsmidzindja un aplaistija ar tdeni. Skujas ievaca péc ieprieksgja
eksperimenta shémas: no visiem rametiem pirms apstrades, péc 24, 64, 72 stundam un nedélu p&c

pirmas apstrades (k1-SA, k2-SA, k3-SA; 24-1-SA, 24-k2-SA, 24-3-SA u. tml).

2.1.5. Diferenciali ekspreséto fragmentu identificeSana

RNS paraugu sagatavosana

RNS izdalija ar CTAB-metodi (Chang et al. 1993). RNazes un DNS kontaminacijas
noveérSanai pirms darba ar RNS galda virsma tika apstradata ar RNase Zap salvetem (Ambion) un
DNA Zap (Ambion) Skidumiem. Izmantotie plastmasas materiali tika apstradati ar 0,5 M NaOH,
skaloti un autoklavéti. Visas metodés izmantotais DEPC udens tika pagatavots no dejonizéta
autoklavéta tdens, tam pievienojot 0,01% DEPC, inkubgjot pa nakti un atkartoti autoklavgjot.
Reversas transkripcijas un reala laika PKR reakcijas veica 30 min ar UV stariem apstarotaja boksa.
Lai RNS paraugam novérstu DNS kontaminaciju, to vairakas reizes attirija ar Turbo DNA-free kitu
(Ambion) ar sekojosu fenola:hloroforma:izoamilspirta (24:24:1) ekstrakciju, lidz standarta PKR

amplifikacija ar genomiskajiem praimeriem péc elektroforézes vizualizgjot tos 1,7% agarozes g€la
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neuzradija produktu esamibu. RNS koncentraciju mérija ar Quibit fluorimetru (/nvitrogen) péc
razotaja protokola un RNS paraugus atskaidija ar DEPC apstradatu tideni Iidz 50 ng/ul. Paraugiem
no stresam paklautajiem rametiem stresa iniciaciju apstiprindja ar stresa kontroles markieru
amplifikaciju. Stresam nepaklauto stadu RNS paraugu kvalitati novert€ja péc endogénas kontroles

géna GAPDH amplifikacijas.

Reversa transkripcija

Reverso transkripciju veica ar TagMan reversas transkripcijas kitu (Applied Biosystems) péc
razotaja protokola ar 1 pg RNS izmantojot heksaméru praimerus. Reversas transkripcijas reakcijas
produktu atSkaidija 1:2 (v:v) ar DEPC apstradatu tideni un turpmakajas reakcijas izmantoja 2 pl
cDNS parauga. Ekvivalentu RNS at$kaidijumu lietoja ka negativo kontroli. PKR ar cDNS optimizgja
atkariba no izmantoto praimeru Ipasibam un reakcijas uzdevuma. Tipiska PKR reakcija ar cDNS
veikta 20 ul kopgja reakcijas tilpuma ar sekojoSu sastavu: 1x Taq buferis (Fermentas), 1,5-2 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 0,1 pM no katra praimera, 0,7 U Taq polimeraze (Fermentas).
Programma sastaveja no denaturéSanas posma 94 °C 3 min, tai sekoja 38 cikli ar denaturaciju 94 °C
30 sek, praimeru pielipSanu 50-62 °C 30 sek, sintézi 72 °C 40 sek, un beigu elongacijas posms 72 °C
10 min. Kontroles génu produktus vizualiz&ja ar elektroforézes metodi 1XxTAE buferi, ar etidija
bromida skidumu (Merck) iekrasota 1-1,5% agarozes gg€la, 1,5-2 stundas 70-94 V. Visus
elektroforézes attelus vizualiz€ja izmantojot UV-staru transiluminatoru ar fotosistemu
AlphaDigiDocRT (JH BIO Innovations) un fotoaparatu Olympus sp-500uz. Att€lus apstradaja ar
AlphaEaseFC v. 4.0.0 programmul.

iPBS reakcija un fragmentu izolésana

Nespecifisko iPBS praimeru PKR reakcija ar nelielam modifikacijam veikta péc Kalendar et
al. (2010). Reakcijas sheéma redzama /5. attéld. Izmantoja 15 PBS praimerus: 2001, 2009, 2010,
2076, 2080, 2081, 2083, 2095, 2220, 2239, 2271, 2380, 2097, 2384, 2242. Devini iPBS praimeri
veidoja amplifikacijas produktus ar parastas priedes gDNS: 2076, 2010, 2001, 2009, 2080, 2220,
2242, 2239, un 2384. iPBS produktus sadalija ar elektroforézes palidzibu 5 stundas 120 V izmantojot
1,7% TopVision Low Melting Point Agarose (Thermo Scientific). Elektroforézes kameru dzesg€ja ar
ledu, nelaujot geélam sakarst virs 50 °C. P&c fragmentu analizes un izgrieSanas no agarozes géla, tos
attirija izmantojot razotaja protokolu ar Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagene). Fragmentus
paramplific€ja ar specifisku PKR, kur praimeru hibridizacijas temperatiira pakapeniski pazeminajas
no 60 Iidz 47 °C, bet beigu elongacijas posms ilga 30 min, lai notiktu Taq polimerazes vadita
nespecifiska adenozinu pievienosana lig€Sanas efektivitates paaugstinasanai.
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gggctoetgataCCA-nnn-TG
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LTR Eua-------..l:ng...

-

CA-nnn—-TGEtatcagagcct
CA-nnn-TGGtatcagcatcc
CA—-nnn—-TGGtatcagagcoca
CRA-nnn-TGGtatcaaaggtc
CA-nnn—TEGETtccattgcca
CA-nnn-TGGtateggcatoa
CR-nnn-TGGtateggcaagqq
CA-nnn-TGGocatcggagcaa
ChA-nnn-TGGcatcgtgaget
ChRA-nnn—TGGecatcatgagece
Ch-nnn-TGGcgccgttgeca
ThA—nnn-TGGogactocgotyg

Ca-nnn—-TGEGEtateagageca
atgetetgataCCA-nnn-TA TA-nnn-TGGtatcagageat
CCA..... TG/ a t/CA. ... .TGG

15. attéls. iPBS reakcijas shema (péc Kalendar et al. 2010).

Paramplificetos fragmentus parbaudija elektroforétiski. PKR produktus attirija ar
pagatavotam kolonam no Sefadex-G50 (Sigma) izmantojot MultiScreen filtru plates (Millipore) un
Multiscreen Assay system (Millipore). Attiritus produktus lig€ja ar plazmidu pTZ57R/T izmantojot
InsTAclone PCR Cloning Kit (Fermentas) atbilsto$i razotaja protokolam.

Fragmentu ligésana un transformeésana

Kompetentas E.coli $tinas sagatavoja p&c Inoue et al. (1990). E.coli Stinas transformgja ar
izveidotiem vektoriem ar karstuma Soka palidzibu péc Inoue et al. (1990), un uzs€ja uz LB-agara
(Roth) barotném ar 0,1 mM IPTG (Fermentas), 40 ng/ml X-gal (Fermentas) un 200 mg/L
ampicilina, insertu saturoSo E.coli selektivai koloniju audzeSanai un atlasei. Plates inkubgja 37 °C 20
stundas. No katras plates atlasija pa 5-10 E.coli Stinu balto koloniju un pavairoja inkubgjot 37 °C vél
20 stundas Skidraja SOB barotné ar 200 mg/L ampicilina. Plazmidas izdalija izmantojot alkalina
lizéSanas metodi (Birnboim, Doly 1979) ar sekojosam modifikacijam: lizéSanas buferis saturgja 100
mM NaOH, veica arT papildus ekstrakciju ar hloroforma:izoamilspirta maisijumu (24:1). Plazmidu
insertu garuma atbilstibu parbaudija ar EcoRI un Sall (Thermo Scientific) restrikcijas enzimu dubulto

SkelSanas reakciju atbilstosi razotaja protokolam.

Sekvenésanas reakcija

Insertu sekvenéSanai izmantoja M13 praimerus un BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). SekvengSanas reakciju veica 10-20 pl kopgja tilpuma, Ready
Reaction Premix v.3.1 lietoja 1:4 atSkaidijuma. SekvenéSanas reakcijas attirija ar Sefadex G-50
(Sigma), liofilizeja 80 °C 20 min, skidinaja Hi-Di formamida (Applied Biosystems), denaturgja 92 °C
2 min un sadalija ABI-Prism 3130x Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) izmantojot POP7
poliméru (Applied Biosystems).
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16. attéls. Sekvenésanas reakcijas optimizacija fragmentiem ar augstu GC nukleotidu saturu.

Dazos gadijumos sekvenéSanas reakcija apravas, tad to pielagoja sekvencu polimerizacijai ar augstu
GC nukleotidu saturu, izméginot 5% un 10% DMSO pievienosanu reakcijai (péc Seto et al. 1995),

péc ka hromatogrammu kvalitate ievérojami uzlabojas (/6. attéls).

2.1.6. Sekvencu analize

Sekvencu hromatogrammu sagatavosSana

Sekvencu hromatogrammas analiz§ja ar programmu Sequencing Analysis v5.1 (Applied
Biosystems). Ar katru M13 praimeri ieguva labas kvalitates 500-600 bp garas sekvences. Visos
gadijumos plazmidu sekvences identificja un izgrieza manuali vai izmantojot riku VecScreen

(www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/). Gandriz visos gadijumos no abam fragmenta pusém tie$a un

invertéta orientacija atrada izmantoto PBS praimeru sekvences. Sekvences formatgja FASTA

formata ar interneta brivi pieejamo riku READSEQ v. 2.1.2. (http://www-bimas.cit.nih.gov/).

Sekvencu salidzinaSanu un Iidzibas dendrogrammu veidoSanu veica ar brivi pieejamu CLUSTALW
v.1.83. riku (Thompson et al. 1994). Dendrogrammas vizualiz&ja ar programmu MEGA v.5. (Tamura

etal 2011).

Katra eksperimenta identificeétas sekvences savstarp€ji salidzinaja. Viens izgrieztais
fragments saturéja sagaidama garuma (aptuveni £30 bp) sekvencu grupu ar dazadu savstarpgjas
lidzibas pakapi. 5-6 plazmidu atlase bija pietickama pamata variacijas noskaidroSanai. Sekvences

pieskaitija pie vienas grupas, ja lidziba bija vienada vai augstaka par 90%. Sekvences ar lidzibu 70-
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89% ieklava visu eksperimentu salidzinasanas analizé. No katras sekvencu grupas izvelgjas vienu
reprezentativu sekvenci. Ja viena eksperimenta ietvaros vairaki fragmenti satur€ja vienadas
sekvences, izveidoja konsensus sekvenci ar Multalin servisu (Corpet 1988, Schneider 2002), kuru
izmantoja par reprezentativo sekvenci turpmakajam analizém. Katram eksperimentam izveidoja
reprezentativo unikalo sekvencu grupu. Pec tam §1s grupas salidzinaja sava starpa. Visas identificétas
diferenciali ekspresétas sekvences tika publicetas NCBI EST datu bazé ar génu bankas numuriem

JZ389987-12390112.

Fragmentu homologijas analize

Analizgja sekvenéto fragmentu lidzibu ar publicétam génu, TE, neidentificétam ekspresétam

vai genomiskam sekvencém. Sim mérkim izmantoja NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

sekvencu datubazes: nukleotidu, EST, references RNS un references genomisko sekvencu datubazes;
ka arT mobilo transpongjamo elementu sekvencu datubazes: GrainGenes Triticeae Repeat Sequence

Database (http://wheat.pw.usda.gov), Gypsy Database 2.0. (http://gydb.org/, Llorens et al. 2011),

Repbase (http://www.girinst.org/, Kohany et al. 2006).
| NezinamsTE |
=80 % homologija
BLAST!I _TE > = Zinama TE gimene = TE ir klasificéts
datubaze =60% LTR
l Mav lidzibas
0 : =
BLASTX TE 240 % homologila ., 7,2 ma TE virsgimene > TE Irklasificets
_ _ > » > Jauns gimenes
prateinu datubazé > .Jauna gimene
nosaukums
l Mav lidzibas
_Strul;ture'flq_motivu identificéti motivi - |> Zinama TE virsgimene >TEir I(I-a.smcets
identifikacija (LTR. > | Jauna Gimene > Jauns gimenes
TIR, PBS, TSD u.c.) 4 nosaukums
l Motvi nav identificEjami
Meklasificéts
elements

17. attels. TE klasificésanas shéma péc Wicker et al. (2007).

Meklesanai izmantoja megablast, blastn un blastx rikus (Altschul et al. 1990). Sakritibas ar
datubazes ierakstiem analiz€ja péc sekojoSiem parametriem: lidzibas parklajuma procents, ticamibas

sliek$na raditajs (e-vértiba, E=mn*2 ), kas dod prieksstatu par sakritibas ticamibu (jo mazaka

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://wheat.pw.usda.gov/
http://gydb.org/
http://www.girinst.org/censor/index.php

A.Voronova, 2014

vertiba, jo ticamaks rezultats) un atspogulo izmantotas datubazes izmé&ru un nukleotidu sakritibas
vertibu (S’); nukleotidu sakritibu vértiba S’ (S’=AS-InK/In2), kur S ir vienadu nukleotidu skaits, bet
K un A ir salidzinasanas algoritma statistiskie parametri. EST sakritibu skaitu aprékinaja izmantojot
NCBI blastn mekl&sanu starp datubazes ierakstiem, kas attiecas uz zalajiem augiem (Viridiplantae),
un nema vera ierakstus ar ticamibas slieSna raditaju vienadu vai mazaku par 0,01. TE identifikaciju
diferenciali ekspresétajos fragmentos noteica ka aprakstits Wicker et al. (2007) (17. attéls).
Homologiju ar TE sekvenci uzskaitija, ja nukleotidu sekvences Iimeni fragments uzradija Iidzibu
vienadu vai augstaku par 80% ar iek$€jo TE sekvenci, vienadu vai augstaku par 60% ar TE LTR, ja
translétas fragmenta sekvences aminoskabju seciba lidzinajas TE proteinam vairak par 40%.
Lidzibas parklajuma procentu fragmenta aprékinaja attiecinot kop&jo nukleotidu skaitu rajonam ar

augstu homologiju pret identificéta fragmenta kop&jo garumu.

Retrotranspozonu struktiirelementus noteica izmantojot vairakas sekvencu analizes

programmas un rikus: NCBI BLAST riks (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), augu promoteru

identificéSanas programma 7SSP (Solovyev, Shahmuradov 2003), augu regulativo motivu
identific€Sanas programma NSITE-PL V.2.2004 (Solovyev, 2002), regulativu RNS motivu un
elementu identific€Sanas riks RegRNA (Mignone ef al., 2005), TSD motifu identificéSanas riks 7SDA
V. 1.0 (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de), atklatas translacijas fazes analizes riks StarOrf

(http://star.mit.edu/). RNS sekundaras struktiiras model€Sanai izmantoja RNAfold (Lorenz et al.

2011). miRNS identific€Sanai izmantoja riku FindMiRNA (http://linux 1 .softberry.com/).

2.1.7. TE-Iidzigo fragmentu ekspresijas kvantiteSana un salidzinasana starp

eksperimentiem

Reald laika PKR

Lai salidzinatu identificeéto TE-lidzigo fragmentu ekspresiju starp pétfjumiem, izmantojot
Primer-BLAST programmu (Ye et al. 2012) izveidoja 27 specifiskus praimeru parus (4. tabula).
Praimerus parbaudija uz priedes gDNS un visos paraugos ieguva vienadus amplifikacijas produktus.
Parsvara praimerus piemekl€ja komplimentarus augsti homologajam TE rajonam, tacu, gadijuma ja
fragments saturja LTR atkartojumu, praimerus nevargja konstruét. RNS koncentracijas noteikSanu
un reverso transkripciju veica atkartoti, ka aprakstits §1 darba 2.1.5. nodala. No 20 uL reakcijas
produkta pagatavoja piecus atSkaidijumus 1:5 ar DEPC apstradatu tdeni. 5 puL no katra cDNS
atSkaidjjuma izmantoja reala laika PKR reakcijam veiktam ar Maxima SYBR Green/ROX qPCR

Master Mix (Thermo Scientific) izmantojot razotaja protokolu. Reakciju veica StepOnePlus™ Real-
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Time PCR System (Applied Biosystems) un amplikonu uzkrasanas dinamiku analiz&ja ar StepOne

28 metodi,

v.2.2.2. programmu (4pplied Biosystems). Analizei izmantoja relativas kvantitéSanas
normaliz&jot paraugus pret endog€nas kontroles GAPDH amplifikacijas raditajiem (Schmittgen,
Livak 2008). PKR efektivitati katram praimerim un arT endogénajai kontrolei salidzin3ja izmantojot

standartliknu analizi.

Salidzinosa PKR

Eksperimentalos ¢cDNS kontroles paraugus un stresam paklautos paraugus izmantoja
amplifikacijai ar TE identificéto fragmentu specifiskajiem praimeriem. Karstuma stresa rezultata
identific€tiem fragmentiem praimeri tika konstruéti divas reizes (4. tabula). Reverso transkripciju un
cDNS paraugu atSkaidijumus veica ka aprakstits iepriek§ §1 darba 2.1.5. nodala ar sekojoSam
modifikacijam. Viena reakcija saturéja 0,7 U Dream Taq un 0,2 U Pfu (Thermo Scientific)
polimerazu (Thermo Scientific), PKR programmas sintézes posms ilga 1 min. PKR amplifikacijas
produktus vizualizgja p&c elektroforétiskas atdaliSanas 1,5% agarozes g€la 2 stundas 90 V. Dazus no
fragmentiem, kas nesakrita péc garuma ar sagaidamo, izgrieza, lig€ja un sekven&ja péc ieprieks

aprakstita protokola.

4. tabula. Specifiskie praimeri, izmantoti salidzinosa PKR un reala laika PKR.

Sagaidamais
Nosaukums Praimera sekvence 5°—3’ produkta
garums, bp
F | AGGTGCAGAACTTGGTTCTAT
pT49 562
R | CTATGATGTCATCCACAGGGT
pT49-2F F | TTAGCCAGGAAAGGGGGTCT 150
F | TCAGATGTTGTACTTCGACTC
pT30 491
R | GCTGAGAAATCTACCATGTAC
F | GGATGCACTAATCACATGACTGG
pB104 200
R | CTAGGCTCGGATGCCAGAGC
F | TGTATTTGCACATATCGAGCA
pT10-1 400
R | TAAAAGTGTCGCTAGCATCCA
F | GTGCTTCCATTGAGCCTTGGCAG
pTi10-2 118
R | CGGTAGCCACCGCGTGACAT
F | TCTTGAGTAACCGAGATACCG
pT31-1 500
R | TGATCATCGGGAAAGGAAACA
F | CGAAAGCCGTGCCCGCAGTT
pT31-2 126
R | TCCGCCGAGAAGAGACCATCAC
pT73-1 F | GACAAAAGATGTCACGCAAGT 562
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Sagaidamais
Nosaukums Praimera sekvence 5°—3’ produkta
garums, bp
R | TGCTATAAAAGGAAACCCCTCT
F | CTGTGATACTAAATACTTTGCTGC
pT73-2 153
R | ATCGCAACAGTTTTCGAGGG
F | ACGAAGTTTTGGCAAGACAGA
pT92-1 214
R | GCCAAGTAAAAACCATGTCGA
F | TCACACAGACGTGTGTGGACC
pTi2-1 400
R | TGAGGACAACGGTTCTGCACA
pTi2-2 F | ACAGAACGATTGTGGGTGCT 112
F | GTTTCAACAGGTGTACCAGGG
pT28-1 440
R | ACCAGTCAATGTCCTCTGGAA
p128-2 F | CGGGCGAAGACCCGTCGAATC 110
F | ACCTGAAGATGTGGATCATCC
pT51-1 570
R | AAGAAAGCAGCCTTTGTCCTC
F | AGGTCACGAACAGGTGTCTGCT
pT51-2 137
R | ATCGGCCGGTCTCGCAGTGA
F | AGCGGCACCAAAGGAATCGC
pB54 155
R | TGCGATCAACCTTGTCACCAGC
F | CTCGTACCCACGTGCAGGCT
pB125 111
R | ACCAGTCCAAAGAAGCCCCAG
F | CGACTGCGGGTGTGGTGTAGT
pB193 150
R | CAGAGGAGGGGGAGCGCCTT
F | GCCCCGGACATACCTGCCGA
pB166 109
R | CCGGGTGCGCACAAGTGAGG
F | TGGTTTCTTTGTCTCCCGGTT
pB103, SA24 104
R | TGATGCCAGACAAGGAGTGAG
F | TCACCGCGATGAGCTGGGAA
pB211 103
R | TCGTTGGTTTCGACACTCTGTG
F | AGCATTTATTGAAGTTATTCCAGCG
pB4, B123 124
R | TCAATGCCCTTCTCACTGAC
F | GGTGCCAGCCTCGTGAATCC
pB74 149
R | TCGATGGGTCGCGTAAGACCG
F | GCCATGCGCGAGCTCTGTCT
pB301 143
R | TGGAGCCCCTACTGACGACCC
F | AGGGGATAACCCTTTAGGCT
pBI153TE 110
R | TAAGAGGCAAGGCACCCCTA
pBI153C F | GTGGAGGTCCGAACCGACTGA 120

A.Voronova, 2014
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Sagaidamais
Nosaukums Praimera sekvence 5°—3’ produkta
garums, bp
R | AACTGCTGCGCCTCAACGCA
F | GGCTAGACACAAACGAGAGAGA
PpSAI2 128
R | CCACTTACCAGAGAGCTGGG
F | GGACTAAGCGATCTGCCGAA
pSA07, ABA10 131
R | TGCGTTACTCAAGCCGACAT
pSAI6-1 F | CGACGATCGAATCTCAGGCA 17
pSAI16-2 R | TAGCAGAACCTGGATGCTCA
F | ACATACATCGTGTGGGCTGG
PSA03-2 146
R | ACAGTACCCACGAGATCCGA
F | AGCGCCGTCCTTCGATAAAT
PpABAIS 146
R | TCCCAAAGGAGCCCCAGATA

2.2. Pilnizmeéra retrotranspozonu izoleSana

2.2.1. Garas distances PKR

Optimiz€ja Kalendar et al. (2010) retrotranspozonu izoléSanas metodi. Izmantojot
identificétas sekvences, konstrugja 25-30 bp garus, komplementarus iespgjamajam LTR apgabalam
praimerus ar augstu kuSanas temperatiiru (5. fabula). levéroja, ka parasti zinamiem augu
retrotranspozoniem LTR satur CA (retak TA) sava 3’ gala, bet, ja sekvence ir reversa orientacija, tad
TG nukleotidus. Sie nukleotidi atrodas 0-4 bp no PBS segmenta. Lai praimeri neveidotu dimérus pasi
ar sevi, to sekvences analiz€ja izmantojot brivi pieejamo programmu FastPCR professional v. 6.1

(Kalendar et al. 2011).

5. tabula. Garas distances PKR izmantotie praimeri

Nosaukums Sekvence 5'-3' l();;mms’ Tm
pT28 L1 TACACACCGGCAACAGACGAACTTTAACCA | 30 76,3
pT28 L2 AGCTACGGACAACATACAGTTGGGGTTCAA | 30 64
pTI10 L TTTCCAAAGTTTTGGGGCCAAGTTCGGGTT 30 65
pT31 L GGTTAGTGGGGGTTCACCCGTGGTGATGA 29 67
pT73 L GGGTTGTCAATTTGTATATTGCCGTGATA 29 58

Tapat, reakcijai tika pievienots 3% DMSO, kur§ samazina diméru veidoSanas iesp&jamibu. Reakciju

veica ar Phusion High-Fidelity DNA polimerazi (Thermo Scientific), kura ir piem€rota garu
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fragmentu sint€zei ar augstu precizitati un atrumu. Tacu, ta veido strupus galus un klonéSanai TA-
vektora veica papildus adenozina nukleotidu pievienosanu ar 7ag polimerazi. Garas distances PKR
veica 50 uL ar 100 ng gDNS; 1x Phusion HF buferi; 0,2 mM dNTP; 0,3 uM praimeri; 0,5 U Phusion
HF polimerazi; 3% DMSO. Vispargja reakcijas sh€ma ar vienu amplifikacijas praimeri
komplementaru LTR ir redzama /8. attéla. Garas distances PKR programma sakas ar denaturaciju 98
C 30 sek; 25 cikliem, sastavosiem no denaturacijas 98 ‘C10 sek; praimeru hibridizacija 65 C1 min;
sintézes 72 'C 200 sek; beigu elongacijas 72 'C 10 min; reakcija beidzas ar inkubaciju 4 "C lidz
izmantoSanai. Pe&c amplifikacijas visu produktu uznesa vz 1,5% TopVisionvision Low Melting Point
agarozes (Thermo Scientific) g€la elektroforézei 5 stundas 120 V. Vizualizacijai izmantoja
Sybergreen I (Invitrogen) krasvielas atskaidijumu ar DMSO (1:200), gélam pievienojot 5 uL no ta.

Sagaidama garuma produktu (virs 5 kb) izgrieza no agarozes géla.

Lai maksimali palielinatu attirita produkta koncentraciju, fragmentus attirija ar agarazi

(Fermentas), pec sekojosa protokola:

1. Izgriez fragmentu no agarozes un nosaka g€la svaru.

2. Inkub& 70 "C 10 min lidz agaroze iz8kist.

3. Inkubé 42 °C 5 min.

4. Uz 100 pL géla pievieno 1 U agarazes. Inkubg 42 "C 30 min.

5. Pievieno 10 M amonija acetata lidz 2,5 M gala koncentracijai, apmaisa un ieliek saldétava vai
uz ledus 5-10 min.

6. Centrifugé 10 min 10 000 rmp.

7. Supernatantu parnes jaunos stobrinos.

8. Pievieno 2,5 tilpumu etanola (96%), inkubg pa nakti.

9. Centrifuge 13 000 rmp 25 min, nolej supernatantu, nogulsnes $kidina 20 uL. TE bufera (pHS8).

P&c attiriSanas fragmentus Sk€la ar dazadiem restrikcijas enzimiem, ar mérki iegtit klon&$anai un
sekven&Sanai piemé&rotus mazaka izméra fragmentus. Piemekl€ja sekojosus restrikcijas enzimus: Vsp,
Cail, Mspl un Adel (Fermentas). Skel3anas produkti tika apstradati ar Klenow fragmentu
(Fermentas), kurs aizpilda SkelSanas procesa veidojosas parkares. Fragmentus attirTja ar hloroforma
ekstakciju un izgulsn€ja ar izopropanolu. Tam sekoja adenozina nukleotidu pievienoSana, inkubgjot
fragmentus 68 "C 30 min ar 0,2 uM dATP (Fermentas) un 1 U Dream Tag polimerazi (Fermentas);
un klonéSana TA-vektora péc 2.1.5. nodala aprakstitas metodes. SekvengéSanas reakciju veica ka

aprakstits ieprieks 2.1.5. nodala. Sekvences analiz€ja ka aprakstits 2.1.6. nodala.
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43/ TGGTTARARTTCGTCTETTRCCRGTRTGTAS | smmmmm - TRGTTARAGTTCRTCTRTTRCCGRTGTRTAS F|
5-ACCAATTTCAAGCAGACAAC GECCACACAT———ACCAATTTCAAGCAGACAACGGCCACACAT e ALCAATTTCAAGCAGACARCGGLCACACAT e e ALCAATTTCAAGCAGACAACGGCCACACAT e ATGTGTGGCCATTGTCTGUTTGARATT G BT ——-ATG TG TGGCCRTTGTCTGC TTGAAATTGGT-2
3 -TGGTTAAAGTTCATCTATTGC GATATETA———TGGTTAMGTTCATCTGTTGLCGETETAA—— —————— TGATTAAAGTTCGTCTGTTGCCGETG T A——————— TRGTTAAAGTTCGTCTATTGCGATETETA—————- TACACALCGGCAACAGALGANCTTTAACCA————TACACACCGGCAACAGACGAACTTTAACCAY
|F&"-ACCAATTTCAAGCAGACAACGRCCACACAT-3' 3~ -5 ALCAATTTCAAGCAGACAACAGLCACACAT Y F.5 AL CAATTTCAAGCAGACAACGRCCACACAT-3

LProdukts:  LTR-po-LTR

2.Produkts:  LTR-genomiska-LTR

18. attels. LTR retrotranspozona izolésanas shéma ar specifiskiem praimeriem piemeklétiem hipotétiskam LTR specifiskam rajonam.
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2.2.2. Retrotranspozonu doménu sekvené$ana

Specifisko praimeru izmantoSana doménu izolésanai

Izmantoja pieejamo priezu NCBI BAC sekvencu datubazi. Padzilinati analiz&ja
identific€tos fragmentus (gan stresa pétijumos, gan péc fragmentu izol€Sanas ar garas
distances PKR) ar augstu TE homologiju un sakritibu ar BAC sekvencém. Identificéja LTR
saturoSus konstruktus ar CLUSTALW v.1.83 riku (Thompson et al. 1994). NCBI BLASTX
programmu izmantoja hipotétisko proteinu mekléSanai un homologijas mekleSanai ar
dazadiem TE doméniem. Nodala 2.1.6. uzskaititas datubazes lietoja homologijas analizg.
Praimeri hipotétiskiem doméniem un retrotranspozonu dalam tika piemekléti ar Primer-
BLAST programmu (Ye et al. 2012) (6. tabula). Izmantoja dazadas praimeru konstruéSanas
stratégijas:

1. Praimerus piemeklgja radniecigo sugu BAC sekvencgs identific€tiem hipotetiskiem

konstruktiem;
2. Praimerus piemekl&ja homologiem retrotranspozonu doméniem,;

3. Viens no praimeriem bija komplementars priedei identificétam retrotranspozonam-
lidzigam fragmentam, bet otrs homologa retrotranspozona doménam, tada veida teorétiski
amplifikacijas produkts saturétu triikstodu retrotranspozona rajonu (19. attéls). So stratégiju
lietoja Ogre elementa homologa izol€Sanai, izmantoja priedei identific€tus tris Ogre doménu
homologus (B125, B74, B4), bet Ogre RH un LTR praimeri tika konstru€ti izmantojot
homologa Ogre sekvenci no zirpiem (AY299398.1).

6. tabula. Homologo retrotranspozonu doménu vai hipotétisko retrotranspozonu izolésanai
no P.sylvestris genoma izmantotie praimeri. Sagaidamais produkta garums atskiras atkariba

no praimeru kombindcijas.

Nosaukums | Praimera sekvence 5°—3’

LTRI0I-1 | GCATCTACCTATGCTACAACCCA
5i ACGGTTGCCCTTACACAAAG

s5i R AGCAATGGCGGCGGTCAACA

s5i_IF AGCTTCGCGTAAGCAGATGT

s5i 2F TCCAGTAAGTTCCCTCCGCT
sSiRT-1F CCATAGCTAGCCCTTCGTGC
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Nosaukums | Praimera sekvence 5°—3’
sSiRT-2F ACCGCAATCTTCACTGGCTC
sSiRT-1R ACTCCGCATTTTGTGGTCGT
sSiRT-2R CCCAAGGGTAGTTTTGGGGC
W-1R CGACACAAGGGGAGCCAAAG
W-1F TTCCCTCTGCGAAGGGCCTA
W-2F TTTGCGGTCTCAGAAAGGGC
sW-1F TTGGCTCCCCTTGTGTCGAA
sW-1R TGGGGACTACGCACACAACC
sW-2R CGTTTGCAACCACAACAGGCA
283 8 1F GGCCTTCCTTCCACTAAGCA
283 8 1R | ATGTGTGGGCTACATGCCTC
283 8 2R | TGAGCTCCCCCATGAGATGA
283 8 2F CTATCGGGCGCTGAACAAGA
283 8 3R | ACCCTCCAAGAGTGTCTGGT
283 8 3F GACATCTTGCGGCCATTCAC
SA4 Ang F | CGACGATCGAATCTCAGGCA
SA4 Ang R | GATCAAATAGAGCTTCGAGG
SA5 Gy3_F | GGTCGATCTCTGGCTACACG
SAS5 Gy3 R | AAAAGTGGTCACGTAACTCA
copial8 F | TGTACGTGCATCAACCTGCT
copial8 R | AAGCGAGAATGTCGGCTTGA
LTR126 F | ATGGTGCATGTGTCCGGATT
LTRI26 R | CTGTGCAGATTTGGAACCGC
1tr121-3 F | TATGAGGGCATCTAGCAGCG
1tr121-3 R | ACTCTGGGTTCTGGTTTGGG
283-4F CACCGATCATGGCCTAACCA
283-4R TTGGTGTCCAGCATTGACCA
283-5F CGCCTTACTGGAGCCTATCG
283-6R TGATCCGGATTTAAACAGGAAC
283-7F AATGATCCAGGTGGATATTGG
283-7R CGAGCGAGGGGATGTTTAGG
283-8F TACTCAAATACCGGGGCTGC
283-8R TTCGCCCCCTTTAGTTGGTC
283 9F GGATCAGTGGTATCAGAGCGG
283 9R CCAGTTCAAGCCCTAACTCC
col8 IF GTTCGATCCAACCTGCCACA

A.Voronova, 2014
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Nosaukums | Praimera sekvence 5°—3’

col8 IR CATAGCGTCCGGTGAAAAAG

col8 2F GGTGAAGTTCGGCGATGGAT

col8 2R TGCATGCCGAGGATGTAGAC

col8 3F CGGACGGCCTCGATCAATTC

col8 3R CCTCAATGCCCAGATAGTAGC

LogreF1 TTGAAGAAGGGCCAGAACCTAGTTCCCG

Ogre gagF | ATCTGGGGCTTCTTTGGACT

Ogre gagR | TCTCAAACCTTCCACCAACC

Ogre AP F | AACCAGGAGAGCCCTTTCTC

Ogre AP R | TGATGCTAAACTGGCCATTG

Ogre RT F | CTGTGTGCGCCTATATTCCA
Ogre RT R | TTTGGGATTCTAGCGGAGTTT
OgreRH F | CATTGGCTTGGGCTGATAAG
Ogre RH R | TCAAAGGTCTTCCCCTCAAA
LogreR2 ATCTTAGAGAGAAGTTAAGGTACATGGTCAG

Gypsy

19. attéls. Praimeru konstruésanas stratégija Ogre elementa homologa izolésanai.

2.3. Priedes klonalas un dabigas daudzveidibas analizes

2.3.1. Atskirigos topografiskos apstaklos augoSas priezu populacijas
genotipeSana

IRAP praimeru konstruésana

Pamatojoties uz priedé atrastajam retrotranspozoniem lidzigajam sekvencém, tika
veidoti priedes retrotranspozoniem specifiskie praimeri (7. tabula) starp retrotranspozoniem

varigjoSo sekvencu amplifikacijai ar IRAP (péc Kalendar et al. 1999). IRAP reakcijai ar
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priedes gDNS izmantoja Dream Taq reagentus (Fermentas). Reakcijas maisijums saturcja
gDNS Iidz 100 ng uz reakciju; 1x buferis; 0,5 mM MgCly; 1 pM praimeris; 0,2 mM dNTP
mix; 0,7 U dreamTaq polimeraze (Fermentas); 0,2 U Pfu polimeraze (Fermentas). PKR
programma: denaturacija 94 C 3 min; 38 x (94 'C - 40 sek; 50 'C - 40 sek; 68 "C - 1 min); 72
'C - 10 min.

7. tabula. IRAP metodé izmantojamo praimeru seciba un amplifikacijas joslu skaits

Nr.
Nosaukums Sekvence 5°-3’

1 IR 1 CTTGGGGTTGACATACAACAG
2 IR 2 GGGTTGTCAATTTGTATATTG
3 IR 3 GTTCAAAATCCCTTGTGGCT

4 IR 4 TTGAGAGAAAACGTCCCTTC
5 IR 5 TGAAGAAGGGCCAGAACCTA
6 IR 6 GACTGGTACATGGAATTGAAG
7 IR 7 CTGTGTGCGCCTATATTCCA

8 IR 8 TCCATCTGTGGTGTTCGTCG

9 IR 9 ATCTGGGGCTTCTTTGGACT

Amplifikacijas produktus sadalija 1,5% TopVision (Thermo Scientific) agarozes géla
ar cietibu >2000 g/cm?. Analizei izmantoja tikai skaidri redzamas polimorfas un nepolimorfas
joslas. Joslas salidzinaja ar garuma standartu GeneRuller DNA Ladder Mix (Thermo
Scientific) un sava starpa. Katra garuma joslu analiz€ja, atzim&jot amplificétu fragmentu
dotajam paraugam ar 1, bet neamplificétu lokusu Saja garuma ar O (1. Pielikums), bet

amplifikacijas defektus atzimgja ar ? vai -1.

IRAP analizei izmantotais materials

Keguma lauku teritorija (GPRS koordinates: 56 46’ 8°°N, 24 33’ 27°* E) ievaca un ar
izveidotajiem praimeriem analiz€ja 150 paraugus no aptuveni 36 gadu vecam priedém
augoSam vieta ar atSkirigu reljefu (50 koki augosi paugura (30,4 metrus virs jiiras I[imena); 50
koki - nogaze; 50 koki - parpurvojuma). DNS no skujam izdalija p&c 2.1.3. nodala aprakstitas
metodes. Paraugus analiz&ja izmantojot IRAP metodi. Visiem paraugiem veica SSR lokusu
analizi ar PTTX3107, PTTX4001 un PTTX4011 (Soranzo et al. 1998), ka aprakstits

metodikas 2.1.3. nodala.

gDNS paraugus ievaca no 14 parastas priedes kokiem, kas reprezenté cetru klonu

rametus augoSus dazadas klimatiskajas zonas ierikotajas plantacijas. 1986. gada ierikota
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priezu plantacija ,,Dravas” atrodas Latvijas rietumu dala, bet tai paSa gada ierikota plantacija
»daviena” austrumu dala. Paraugu vienveidibas parbaudei izmantoja SSR analizi ka

aprakstits ieprieks.
Datu statistiska analize

Biometrisko mérjjumu un genétisko analizu datu kopu atSkiribu novertésanai
izmantoja vid€jo vertibu salidzinaSanu, to standartnovirzes noteikSanu, rezultatu ticamibas
koeficientu un F-kritérija salidzinasanu. Populacijas koku diametra un augstuma raditaju
novertéSanai izmantoja Sos aprékinus atskaitot F-krit€rija novertéSanu. Statistiskie raditaji
aprékinati un noverteti lietojot sekojosas formulas (1-8) (Rokickij 1973). Lielu datu kopu
vidgjo vertibu atSkiribas ir butiskas, pat ja atSkiriba ir neliela. Tomér, mazakam raditaju
kopam nosaka rezultatu ticamibas koeficientu (t). Ja t pasniedz savu kliidu tris reizes, tad ta ir
butiska ar varbutibu 0,99, tomér tik augstas t vertibas nav nepiecieSamas un, ja kopa
parsniedz n=30, t=2,58, garant atSkiribu butiskumu ar varbiitibu 0,99. F-kritérijs sniedz
precizaku grupu atsSkiribu novertgjumu. F-kritériju salidzina ar tabularam veértibam, atkarigam
no datu kopas izméra.

(1) Vidgjais aritmetiskais (Xvid):

e
Xoia = —=

(2) Standartnovirze, jeb videja kvadratiska novirze (9):

(3) Variacijas koeficients (V):

(4) Vidgja kvadratiska klada (Sy):

(5) Vidgjo starpiba (d):
d= X;id - Xgid
(6) Vidgja starpibas kluda (Sq):
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S Z(Xll — leid)z + Z(le - szid)z (111 + Tl2>
= *
¢ (m—-D+m -1 ny * N,

(7) Rezultatu ticamibas koeficients (t):

L d
-5
(8) F-kritérijs (F):
e 512
T 622

Lai noveértétu un salidzinatu daudzveidibas raditajus, binaros SSR un IRAP datus
analiz€ja ar GenAlEx v.6 (Peakall, Smouse 2006). GenAlEx programu izmantoja
molekularas daudzveidibas (AMOVA) analizém, al€lu frekvencu un sastava noteikSanai,
heterozigotates noteik$anai. PcoA testam izmantoja genétiskas distances matricu binariem

datiem, ko izrekinaja p&c sekojosas formulas ar GenAlEx v.6.

2n

(9) Genetiska distance (D): D =n [1 - == ], kur 2n,,- Iidzigo binaro zimju skaits un

2n

n ir visu binaro zimju skaits.

FAMD (Schliiter, Harris 2006) programmu v.1.30 izmantoja retrotranspozonu
markieru binaro datu analizei, ka arT amplific€to lokusu pamata statistiskai analizei (vid€jais
lokusu skaits individam, variacija, standartnovirze u.c.). Tapat FAMD lietoja So datu
AMOVA un PCA (Orloci 1978) analizu veikSanai. Filogenétisko koku vizualizéSanai
izmantoja MEGA v.5.2 (Tamura ef al. 2011).

2.3.2. Identificéto retrotranspozonu izplatiba un daudzveidiba
kailseklos

Sadarbiba ar Latvijas Universitates Botaniska darza un Nacionala botaniska darza
personalu iegiiti 60 Latvijas florai eksotisko un reti sastopamo kailseklu sugu paraugi (8.
tabula). Par argjas grupas paraugiem filogénijas salidzinasanai izv€lgjas vairakus pieejamus
paraugus no kailseklu Cycadales klases un Gingkoales klases. Piecam sugam paraugus néma
atkartoti (Pinus nigra (cits individs), Picea abies(cits individs), Zamia integrifolia (tas pats
individs), Ceratozamia mexicana (tas pats individs), Cupressus sempervirens(cits individs)).
Analizgja diferenciali ekspreséto TE-lidzigo fragmentu izplatibu, ka ar1 dazu priedei

specifisko retrotranspozonu izplatibu izmantojot PKR amplifikaciju ar specifiskiem
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praimeriem, kas ir uzskaititi 4. tabuld, un retrotranspozonu doméniem specifiskiem
praimeriem (6. tabula). Péc 2.3.1. nodala aprakstitas metodikas veiktas IRAP reakcijas ar

praimeriem, kas ir uzskaititi 7. tabula.

8. tabula. Kailséklu saraksts. LUBD - Latvijas Universitates Botaniskais darzs;, NBD -

Nacionalais botaniskais darzs.

Nosaukums Nosaukums (lafiniski) ;Egl)/ Apaksklase Rinda
Meksikas ceratozamija Ceratozamia mexicana LUBD Cycadidae Cycadales
Atritinata cika Cycas revoluta LUBD Cycadidae Cycadales
Villaina stang@rija Stangeria eriopus LUBD Cycadidae Cycadales
Jamaikas sago Zamia integrifolia LUBD Cycadidae Cycadales
Ginks Ginkgo biloba NBD Ginkgoidae Ginkgoales
Bidvila araukarija Araucaria bidwillii LUBD Pinidae Araucariales
Dazadlapu araukarija Araucaria heterophylla LUBD Pinidae Araucariales
Liellapu podokarps Podocarpus macrophyllus | LUBD Pinidae Araucariales
Diza volemija Wollemia nobilis LUBD Pinidae Araucariales
Miizzala ciprese Cupressus sempervirens LUBD Pinidae Cupressales
Miizzala sekvoja Sequoia sempervirens LUBD Pinidae Cupressales
Kanadas 1ve Taxus canadensis NBD Pinidae Cupressales
Japanas 1ve Taxus cuspidata NBD Pinidae Cupressales
Rietumu tiija Thuja occidentalis NBD Pinidae Cupressales
Sarkanais ciedrs Thuja plicata NBD Pinidae Cupressales
Japanas muskatriekstu Tve Torreya nucifera LUBD Pinidae Cupressales
Eiropas baltegle Abies alba NBD Pinidae Pinales
Balzama baltegle Abies balsamea NBD Pinidae Pinales
Vienkrasas baltegle Abies concolor NBD Pinidae Pinales
Piejiiras baltegle Abies holophylla NBD Pinidae Pinales
Korejas baltegle Abies koreana NBD Pinidae Pinales
Veica baltegle Abies veitchii NBD Pinidae Pinales
Garzvinu baltegle Abies xphanerolepis NBD Pinidae Pinales
Himalaju ciedrs Cedrus deodara LUBD Pinidae Pinales
Japanas lapegle Larix kaemferi NBD Pinidae Pinales
Kamcatkas lapegle szzé?;poni ta kamischatica NBD Pinidae Pinales
Kanadas lapegle Larix laricina NBD Pinidae Pinales
Piejiiras lapegle Larix maritima NBD Pinidae Pinales
Engelmana egle Picea Engelmannii NBD Pinidae Pinales
Kanadas egle Picea glauca NBD Pinidae Pinales
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Nosaukums Nosaukums (lafiniski) ;gg])/ Apaksklase Rinda

Gléna egle Picea glehnii NBD Pinidae Pinales
Hokaido egle Picea jezoensis NBD Pinidae Pinales
Kejama egle Picea koyamae NBD Pinidae Pinales
Melna egle Picea mariana NBD Pinidae Pinales
Maksimovica egle Picea maximowiczii NBD Pinidae Pinales
Kalnu egle Picea montigena NBD Pinidae Pinales
Sibirijas egle Picea obovata NBD Pinidae Pinales
Serbijas egle Picea omorika NBD Pinidae Pinales
Zilgana egle Picea pungens NBD Pinidae Pinales
Sarkana egle Picea rubens NBD Pinidae Pinales
Sitka egle Picea sitchensis NBD Pinidae Pinales
Benksa priede Pinus banksiana NBD Pinidae Pinales
Kanariju salu priede Pinus canariensis LUBD Pinidae Pinales
Eiropas ciedrupriede Pinus cembra NBD Pinidae Pinales
Greiza priede Pinus contorta NBD Pinidae Pinales
Korejas ciedrupriede Pinus koraiensis NBD Pinidae Pinales
Klinskalna priede Pinus latifolia NBD Pinidae Pinales
Kalnu priede Pinus mugo NBD Pinidae Pinales
Melna priede Pinus nigra NBD Pinidae Pinales
Melna priede Pinus nigra var. banatica | NBD Pinidae Pinales
Rumélijas priede Pinus peuce NBD Pinidae Pinales
Italijas priede Pinus pinea LUBD Pinidae Pinales
Kalnu dzeltena priede Pinus ponderosa NBD Pinidae Pinales
Klajeniska ciedrupriede Pinus pumila NBD Pinidae Pinales
Sibirijas ciedrupriede Pinus sibirica NBD Pinidae Pinales
Veimuta priede Pinus stobrus NBD Pinidae Pinales
Zala duglazija Pseudotsuga menziesii NBD Pinidae Pinales
Zilgana duglazija fgiugloat;zga menziesii NBD Pinidae Pinales
Kanadas hemlokegle Tsuga canadensis NBD Pinidae Pinales
Rietumu hemlokegle Tsuga heterophylla NBD Pinidae Pinales
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3. Rezultati

3.1. TE-Iidzigo fragmentu diferencialas ekspresijas identificéSana

3.1.1. Karstuma stresa iniciacija

Divus priedes JAOO3 klonu rametus 24 stundas paklava ilgstoSam nepartrauktam
karstuma stresam (40°C), no katra stada izol&ja RNS paraugus divos atkartojumos (Vlla,
VIlb, VIlla, VIIIb). Vienam no stresam paklautiem paraugiem RNS p€c attiriSanas bija
nepietiekosd koncentracija. Sesus RNS paraugus izolgja no trim stresam nepaklautiem
rametiem. PKR amplifikacijas produkti ar stresam sensitiviem markieriem P5CS2, lea, dhn3
noveroti karstuma stresam paklauto rametu paraugos (20. attéls), ka art klimata kamera
ievietotajiem kontroles stadiem, kuru paraugi tadél turpmakajas analiz€s netika izmantoti.
Tikai no ierastajos apstaklos augosa stada nemtajam paraugam nebija stresa markieru
amplifikacijas, tapeéc turpmakajas analiz€s So paraugu izmantoja par kontroli. Endogénas
kontroles GAPDH markiera amplifikacijas produkts apstiprinaja kontroles parauga kvalitati

(20. attéls). abaH markieris neamplificgja produktu nevienam cDNS paraugam.
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20. attéls. Kontroles génu amplifikacija ar cDNS no karstuma stresam paklautajiem
(Vlla, VIlla,b) kontroles (K) rametiem un gDNS paraugiem. (A) endogénas kontroles
GAPDH amplifikacija ar sagaidamo produkta garumu 75 bp. (B) Stresa sensitivo markieru
amplifikacija, produkti lea (280 bp) un P5CS2 (190 bp). Sakumda un beigas ir garuma
standarts GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas).
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Pieci iPBS praimeri (2009, 2076, 2080, 2384, 2242) uzradija polimorfus fragmentus
starp kontroles un stresam paklautiem cDNS paraugiem, par€jiem markieriem amplifikacijas
produktu garumi bija vienadi. Izolgja tikai skaidri atSkiramus fragmentus, kas bija stresam
paklautaja parauga, bet nebija kontroles parauga (2/. attéls). Karstuma stresa eksperimenta
rezultata izol€ja desmit diferenciali ekspresétus fragmentus. Viena garuma fragmenti, kas bija
izgriezti no abiem stresam paklautajiem rametiem, vai atradas cita iPBS reakcijas

atkartojuma, saturgja lidzigas sekvences.

BRI 4

MOV K DMV VI KNS

21. attels. iPBS amplifikacijas
piemers ar eksperimentalo c¢DNS
paraugiem  izmantojot  praimerus

2384 un 2242. VI un VII ir

I TRITHN

karstuma stresam paklauto rametu

paraugi, K ir paraugs no kontroles

TIE

rameta, gDNS ir rameta genomiskais

DNS, pédéjais ir garuma standarts
GeneRuler DNA  Ladder  Mix

(Fermentas). Izgrieztie fragmenti ir

noraditi ar taisnstiri.

Katram fragmentam atlasija desmit transform&to Stunu kolonijas. Parbaudija izol€to
plazmidu insertu garumu. Ne visas plazmidas saturgja insertu sagaidamaja lieluma. Kopuma
sekvengja 72 plazmidas, kuram bija sagaidama garuma inserti. legiitas sekvences salidzinaja
vispirms sava starpa, un sagrup€ja fragmentus ar lidzibu > par 80%. Visbiezak, grupas
fragmentu savstarp€ja nukleotidu sekvencu lidziba bija lielaka par 90%. Vienu reprezentativu
sekvenci no katras grupas izmantoja homologijas mekléSanai ar datubazes ierakstiem.
Kopuma, karstuma stresa pétijuma analiz€ja 24 unikalo sekvencu grupas (/0. tabula). 11
fragmenti lidzinajas dazadiem anot€tiem transpon&jamiem elementiem (TE) ar nukleotidu
sakritibu vertibu lielaku par 50 un lidzibu lielaku par 40%. Pieci fragmenti dal&ji vai pilnigi
bija homologi ar TE proteinus kod€josajiem domeéniem, bet divi fragmenti uzradija vera
nemamu lidzibu tikai transléto aminoskabju ltmeni (/4. tabula). Sesi fragmenti uzradija

stipru homologijas limeni ar vairak par 78% nukleotidu lidzibu (22. attels). No tiem divi
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fragmenti lidzinajas LTR rajoniem Gypsy TE (Erica, Laura), kas visi aprakstiti Triticeae
genomiem, bet viens fragments saturéja divus LTR no abam pusém - Wham un Gypsy-1, kuri
viens pret otru bija pretgji orientéti. Cetri fragmenti nebija homologi nevienam datubazes
ierakstam, bet tris fragmenti Iidzin3jas tikai EST datubazes ierakstiem. Deviniem
fragmentiem, kas lidzinajas TE sekvencém, ir atrasta homologija ari ar ierakstiem EST (/0.

tabula).

13210 13220 13230 13240 13250 13260 13270 13280 13230 13300
I I

GIGIGTCCIGGETSS

TREP3178

31_axxl
31 bux2 GT T
13330 13340 13360 13370
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31_axxl
31 bux2

13410 13420 13430 13440 13450 13460 13470 13480 13480 13500

| I I | I | | I | I

TREP3178 2 TOCGEGARAGTGGACK &
31_axxl TICAGGAAGT!
31_bxxz AGTCCGGGAAGTGE.
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13710 13720 13730 13740 13750 13760 13770 13780 13790 13800
TREP3L78
31_axxl
31 bax2

13810 13820 13830 13840 13850 13860 13870
TREP3178
31 axl
31_box2

22. attéls. Izolétu fragmentu T31 nukleotidu sekvencu salidzinasana ar LTR Gypsy,
Erika TE (TREP3178, 14077 bp). Ar cipariem noradits Erica retrotranspozona nukleotidu

skaits. Atrasta homologija ar Erica retrotranspozona LTR 3’ rajonu.

Kopuma 16 fragmenti uzradija homologiju ar zalo augu (Viridiplantae) EST
datubazes ierakstiem ar nukleotidu sakritibu veértibu lielaku par 50 un e-vértibas robezu
<0,01, kas parada, ka Sie fragmenti tiek ekspreséti un tie atrasti arT petijumos, kuri nav saistiti
ar retrotranspozonu izpéti. Tikai divas sekvences uzradija homologiju ar hloroplastu (T51) un
mitohondriju (T61) genomu sekvencém. T61 lidzinajas mitohondrija sekvencei no Sorghum
bicolor (NC _008360.1) ar parklajumu 83% un nukleotidu lidzibu 94%, tacu starp Pinaceae
ierakstiem tas lidzindjas Abies bracteata mazas subvienibas RNS génam (EU497794.1) tikai
ar 11% parklajumu. T51 uzradija lidzibu P.taeda hloroplasta genomam ar parklajumu 16%

un 92% identisko nukleotidu, savukart citu augu hloroplastiem T51 Iidzinajas ar 48%
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parklajumu un 100% nukleotidu lidzibu. No otras puses T51 lidzinajas LINE
retrotranspozonam Karin no T.aestivum ar 49% parklajumu.

10. tabula Karstuma stresa eksperimentd izoléto diferenciali ekspreséto fragmentu sekvencu

analize NCBI, TREP un GyDB datubdzés.

Bez-LTR
LTR TE TE DNS TE Neklasif. EST Ref. gen. BAC Nav
TE hlor./mit. Iidzibas

Gypsy Copia LINE CACTA

TI1

T12

TI3

T14

e

TI5

T16

T17

T18

T19

| P <4

T28

T20

T31

e

T49

T51

T50

PR P PR R | < | 4

T62

T61

T71

T72

T73

T91

T92

T10

>~
PR P PR R | <

T30

e lialtallsl

X

3.1.2. Priezu hermesa invazija

Priezu klona TU28 rametus izmantoja priezu hermesa invazijas parbaudé. Invaziju
konstatgja pec vairakam pazimém (svekoSana, balti vaska plankumi, dzelt€josas skujas un
zaru kal3ana). Tapat argjo baro$anos apstiprinaja pec balta tinuma mikroskop&sanas. Cetriem
rametiem (B1-B4) skujas ievaca nekavéjoties, 14 rametiem (B1-B16, iznemot nokaltusus B5
un B7) skujas ievaca péc divam invazijas nedé]am, kad visiem rametiem konstatgja hermesa
invaziju atSkirigas izplatiSanas pakapes. Reakcija ar kontroles markieriem wuzradija
nevienmerigu stresa iniciaciju invazijas rezultata. Lai gan vairakiem rametiem neatrada
invazijas pazimes, GAPDH, dhn3, lea markieru amplifikacijas produkti noveroti visiem

paraugiem (23. attéls), bet abaH, P5CS2 markieru produkti bija polimorfi starp rametiem.
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23. attéls. Kontroles génu amplifikacija ar c¢DNS no priezu hermesa invazijai
paklautajiem (1-16), kontroles (k) rametiem un gDNS parauga. GAPDH amplifikdacija ar
sagaidamo produkta garumu 75 bp. Stresa sensitivo markieru amplifikacija, produkti dhn3

(400 bp) un lea (280 bp). Sakumd un beigas ir garuma standarts GeneRuler DNA Ladder Mix

(Fermentas).

24. attéls. iPBS reakcija ar 2076. praimeri un ¢cDNS no priezu hermesa invazijai

paklautajiem (1-16), kontroles (K) rametiem un negativo kontroli (NK).
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Péc divam nedélam TU28-6. un TU28-7. rameti pilnigi nokalta, bet par€jiem rametiem

paradijas invazijas pazimes. Konstat€ja, ka kontroles paraugam nav stresa iniciacijas, jo

netika amplific@ti stresa PKR markieri. Diferenciali ekspres€tus fragmentus ieguva ar Cetriem

PBS praimeriem (2076, 2010, 2001, 2009), kuru amplifikacijas produkti bija augsti polimorfi

(24. attéls). Kopuma izol&ja un ar plazmidam lig€ja 52 fragmentus, bet 211 insertu sekvengja

kaut vai ar vienu M13 praimeri. Identificgéja 57 unikalas sekvences, kuras analiz€ja mekl&jot

homologiju ar datubazu ierakstiem (/1. tabula).

11. tabula. Priezu hermesa invazijas rezultata identificéto fragmentu sekvencu analize NCBI,

TREP un GyDB datubazés.

Nr.

LTRTE

Gypsy

Copia

NeKklasif.

Hipotetiski
prot.

EST

Ref_genom/
refRNA

BAC

Nav
Iidzibas

Bl

B2

B3

B31

eltaitadks

B4

eltalbadkel

B42

B54

=

B53

ke

B62

B74

B&2
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eltelke

B166
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B183

it
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ltalke

eltalks

B211
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B242

it
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B255

B265

B273
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B293
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B10

80



A.Voronova, 2014

LTRTE

Hipotetiski EST Ref _genom/ BAC Nav

prot. refRNA lidzibas

Nr.
Gypsy Copia | Neklasif.

B301 X X
B402
B51 X
B61
B72 X
B8l
B&3 X
BY%4 X
Bll11
B113
B104
B121
B103
B120
B131
B132
B141
B152
B192 X
B181 X

X<
ke

X <R
>
>~

eltaike

eltaibadkel

ke

ol

eltaitadks

Devini fragmenti uzradija lidzibu ar Gypsy klases mobilajiem elementiem, Cetri ar
Copia klases elementiem, viens fragments uzradija lidzibu ar vél neklasificétu elementu.
Visbiezak fragmenti Gypsy kartd uzradija lidzibu ar Pisum sativum (zirpu) Ogre mobilo
elementu, bet Copia karta ar Sire elementu no Glycine max (sojas) un Copia-2-TA elementu
no Triticeae. 18 fragmenti uzradija zemu lidzibas pakapi vai neuzradija Iidzibu ar datubazu
ierakstiem. Desmit fragmenti ir uzradijusi lidzibu hipotétiskiem proteiniem, no kuriem dazi
sakrita ar citu augu sugu ribosomalajiem gé€niem. 25 ir atrodami augu ekspresé€to sekvencu

datubaze (EST).

3.1.3. Augu hormonu ietekme

Priezu klona POP12 tris rametus izmantoja ABA eksperimenta, trts POP21 rametus
izmantoja SA eksperimenta. Divus rametus apsmidzindja un aplaistija ar 10 pM ABA un
divus ar 5 mM SA Skidumu, bet vienu rametu izmantoja par kontroli katra eksperimenta.
AtSkiriba no iepriek$gjiem eksperimentiem, ABA un SA hormonu ietekmes eksperimenta
ievaca paraugus no katra rameta pirms apstrades un Sos paraugus izmantoja ar1 par kontroli.
Par otru kontroli izmantoja paraugus, nemtus no rametiem, kurus apstradaja lidzigi pargjiem,
tikai hormonu $kidumu vieta izmantoja attiecigo Skidumu bez hormona, tada veida hormonu
ietekmes eksperimentos izmantoja vairakas kontroles. Lai salidzinatu paraugus ar
iepriek$gjiem eksperimentiem, veica reakcijas ar1 ar stresa iniciacijas kontroles markieriem.
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Izmantojot P5CS2, lea, abaH un dhn3 génu praimerus tika detekteti diferenciali amplificeti

produkti.
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25. attéls. Nespecifisko iPBS praimeru (2001 un 2076) amplifikacijas produkti ar

c¢DNS no ar 5SmM SA skidumu apsmidzinato un kontroles rametu paraugiem.

Ar visiem praimeriem nebija noveroti produkti tikai paraugam SAk-1 un ABAk-6. Tomeér,
produktu joslas bija vajakas kontroles paraugiem, un péc spilgtuma atSkiras paraugiem no
dazados laika posmos apstradei paklautajiem rametiem. Veicot PKR izdalitiem RNS
paraugiem ar praimeriem dhn3 un PBS 2080, netika atrasti amplifikacijas produkti, kas
izsledza DNS kontaminacijas iespgjas. Paraugos, kuri ievakti péc 72 stundam un nedélas,
P5CS2 un dhn3 visiem paraugiem stresa markieru amplifikacijas joslas kluva ieverojami
vajakas. GAPDH markieru amplifikacijas produktu noveroja visiem paraugiem. iPBS
reakcijam izmantoja visu rametu paraugus pirms apstrades, péc 24 stundam, péc 64 stundam
un pec nedelas apstrades ar attiecigo hormonu. Izolgja fragmentus, kas bija skaidri atSkirami
ar hormoniem apstradatajos paraugos un neuzradijas neviena kontrol€. P&c apstrades ar

hormoniem iPBS amplifikacijas polimorfisms bija ievérojami zemaks, neka iepriek$€jos
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eksperimentos (25., 26. attéli). cDNS sintézi un iPBS reakciju atkartoja, tomér rezultats

sakrita ar iepriekS€jo un ar iPBS iegiitais amplifikacijas joslu skaits nepieauga.
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26. attels. Nespecifisko iPBS praimeru (2001 un 2010) amplifikdcijas produkti ar

c¢DNS no ar 10 uM ABA skidumu apsmidzindto un kontroles rametu paraugiem.

Kopuma izolgja 50 fragmentus un sekvengja 52 fragmentus saturoSas plazmidas,
noteica 45 unikalas sekvences, no tam dazas uzradija lidzibu 60-80% grupas, ka ar1 uzradija
lidzigu homologiju ar datubazes ierakstiem (/2. tabula). Septini fragmenti lidzinajas dazadu
TE sekvencém. Tris fragmenti uzradija lidzibu Gypsy TE, divi no kuriem lidzinajas Ogre
proteinu doméniem, bet viens Gypsy-3 LTR. Divi fragmenti lidzinajas Copia-18 BD-I
elementam un hloroplasta sekvencei. Viens fragments 1idzinajas neklasific€tiem elementiem
vai arT MSTA gimenes LTR, ERV (endogénam retrovirusam). Viens fragments lidzinajas gan
Copia LTR Angela, gan Gypsy LTR Fatima elementiem. 11 fragmenti lidzinajas

hipotétiskiem proteiniem, 18 neuzradija lidzibu ne ar vienu sekvenci datubazes.
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12. tabula. Hormonu apstrades ietekmé identificéto fragmentu sekvencu analize NCBI, TREP
un GyDB datubazeés.

LTR retrotranspozoni

Nr. Hipotetisk Refgeno

EST Ny BAC Nav

iprot. refRNS KLONI | Iidzibas

Gypsy Copia | nekKlasif.
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3.2. Diferenciali ekspreseto fragmentu analize

3.2.1. Visu fragmentu salidzinos$a analize

Visu eksperimentu rezultata identific€ja 126 fragmentus, kas reprezent€ katra stresora
izsaukto retrotranspozoniem-lidzigo sekvencu ekspresiju. Kopuma izolgja 112 diferenciali
ekspresétus fragmentus, sekvengja 335 plazmidu insertus (/3. ftabula). 40 sekvences
neuzradija Iidzibu ne ar vienu ierakstu izmantotajas datubazes. 28 identificétie fragmenti
saturgja augsti homologus TE rajonus, vai lidzinajas TE visa fragmenta garuma. Par&jie 98
fragmenti neuzradija lidzibu TE sekvencém, vai ari lidziba bija zem pielaujama sliek$na.
Kopuma, no 98 sakrittbam datubaze€s, neviena nebija homologa anotétai génu sekvencei
kadai no Pinaceae sugam. Parsvara sekvences sakrita ar EST ierakstiem, BAC sekvencém vai
hipotétiskiem proteiniem, vai ari génu sekvenc€m no citam augu sugam. 46 no 98
fragmentiem sakrita ar no 1 lidz 31 sekvencém zalo augu (Viridiplantae) EST datubazg (e-
vertiba <0.01), bet 12 fragmenti Iidzinajas lieclam EST ierakstu skaitam (no 108 lidz 8734
sakritibu). No §tm 12 sekvencém cetras bija lidzigas hloroplastu un mitohondriju sekvencém,

bet astonas - kodola DNS sekvencém bez anotacijas.

13. tabula. Fragmentu skaita salidzinasana starp eksperimentiem.

Nukleotidu | Aminoskabju
Kopa
Stress Izoleti | Sekvenéti | Unikalie | sekv. TE sekv. TE TE
homologi homologi

Karstums 10 72 24 5 4 9
Invazija 52 211 57 7 5 12
SA 31 26 24 4 1 5
ABA 19 26 21 2 0 2

Sekvences salidzinaja sava starpa, ka arl starp eksperimentiem. ABA un SA pétijjumos
identificetais unikalo sekvencu skaits ir salidzinams ar identificétam sekvencém karstuma un
priezu hermesa invazijas pétjjuma, tacu TE homologu skaits ir ieveérojami zemaks (/3.
tabula). Pec apstrades ar SA identificeti pieci TE-lidzigi fragmenti, bet péc apstrades ar ABA
identificgja tikai divus TE-Iidzigus fragmentus, abi no kuriem Iidzinajas fragmentiem
identificetiem ar1 SA un hermesa invazijas gadijuma (/4. tabula). Visu fragmentu
salidzinasana paradija, ka tikai dazi fragmenti starp p&tijumiem parklajas un ekspresgjas péc

dazadu stresoru ietekmes. Analizgjot visus identificétos fragmentus (art anonimos), neatrada
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nevienu lidzigu fragmentu péc karstuma un hormonu stresa. 27. attela redzama sekvencu
salidzinasanas dendrograma (ClustalW), kur klasterizacija notika tikai starp SA un ABA
lidzigam fragmentu grupam, bet, ta ka analiz€ izmantoja karstuma stresa un augu hormonu
apstrades rezultata iegiitas sekvences tie$a un apgriezti komplementara orientacija, tad Sie
klasteri atkartojas. Lidzigu sekvencu salidzinaSanu veica starp katra stresa rezultata
identificétam fragmentu grupam. Priezu hermesa invazijas rezultata un karstuma stresa

rezultata identific€ja Copia-2 TA-I lidzigas retrotranspozona sekvences (B104 un T30).
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27. attéls. Salidzinosa dendrogramma identificetajam unikdalajam sekvencem péc
karstuma ietekmes un péc apstrades ar augu hormoniem (ABA un SA). leklautas sekvences

tiesa un apgriezti komplementara (RC) orientacija.

ERV-Iidziga sekvence atrasta gan kukainu invazijas rezultata, gan pec apstrades ar SA, tapat
Sajas grupas bija lidzigi divi neanotéti fragmenti (B103 un SA24). ERV transkripts, kuru

identificgja pec kukainu uzbrukuma bija Tsaks, bet abi transkripti bija ar 97% nukleotidu
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homologiju. Lai gan ERV transkripts bija homologs ziditaju clementam, viens lidzigs
transkripts ir arm mieziem, kur tas tika identific€ts péc patogénas sénes infekcijas. Divus
lidzigus anonimus transkriptus, ka ar1 vienu Ogre-1idzigu transriptu (ABA18 un B125) atrada
gan péc priezu hermesa invazijas, gan péc apstrades ar ABA. Péc SA un ABA apstrades
atrasta liela Copia 18-BD-lidzigo transkriptu grupa un tris anonimie transkripti. Dazados
eksperimentos identificétie lidzigie fragmenti bija Iidzigi arT péc garuma (iznemot ieprieks

minéto ERV transkriptu), bet nukleotidu sekvences Iidziba bija lielaka par 90%.

3.2.2. Identificeto TE-Iidzigo transkriptu struktura

Visus TE-Iidzigos fragmentus apkopoja /4. tabula, noradot homologa TE nosaukumu,
sekvences génu bankas numuru, klasifikaciju un izcelsmes organismu, izoléta fragmenta
garumu un tam proporcionalo homologijas parklajumu, homologa rajona struktiirelementus
(ar slipsvitru nodala dazadas homologijas dalas, bez slipsvitras viena rajona lidzibu dazadiem
TE), ka arT min&to rajonu homologijas parametrus un sakritibu skaitu ar augu EST datubazes
ierakstiem. Visbiezak, fragmentu abos galos detektgja amplifikacija izmantoto PBS praimeru
komplementaras sekvences, tomér daZreiz tas saturgja SNP un delécijas. Viena fragmenta
PBS praimera sekvenci nevargja identificét, jo tas vieta bija atkartojums. iPBS metode
izmantojot genomisko DNS, parasti tiek amplificEtas genomiskas sekvences un divas LTR
sekvences no TE, kas genoma lokalizgjas blakus viena otrai pretgjas orientacijas (Kalendar et
al. 2010). Saja pétijuma no cDNS izolétas 28 TE-lidzigas sekvences p&c savas struktiras ir
daudzveidigas (/4. tabula). 1dentific€tie fragmenti saturgja:

1. sekvences, pilnigi vai dal€ji homologas TE ORF, poliproteina rajonam vai UTR;
2. viena elementa LTR ar fragmentu parklajumu tuvu 100%;

3. sekvences ar augsti homologu LTR rajonu kombinacija ar nezinamu sekvenci,

4

divus LTR abos galos orient€tus pretgjos virzienos.

Lielaka TE-lidzigo sekvencu grupa (17) satur€ja tie$i kod€josSo doménu rajonus, kas
varétu biit sagaidams, jo tas ir viskonservativakas TE sekvences, un tade] tiek biezak
identific€tas datubaz€s. Astonas sekvences saturéja LTR un tris TE nekodg&josas dalas.
Identificgja divas himériskas sekvences, kur viena dala fragmenta Iidzinajas TE, bet otra dala

l1dzinajas hloroplasta sekvencei.
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14. tabula. Diferenciali ekspreséto TE-lidzigo fragmentu salidzinasana. Noradita homologija ar NCBI, Repbase, TREP un GyDB datubazu

ierakstiem.
Fr. Homologi ‘e o
Fragme Homolog? References TE TE geénu bankas garu jas Fragmenta .Sakl‘l.tlb.il s/e-ver.tha/_ . Homologa TE
. TE karta, R _ identiski/ un/vai lidzigi . EST
nti . nosaukums Nr. ms, parklaju struktiira . - organisms
virsgimene N (aminoskabém)
bp ms,%
T49 DN, TIR, EnSpm, Caspar TREP3413 825 99 ORF2 N: 609/e-174/ 95% Triticeae 2
CACTA
T30 LTR, Copia Copia-2_TA-1 AC232261 585 98 Pol N: 387/2e-110/84% Triticeae 4
T10 LTR, Gypsy Laura TREP1419 607 94 LTR N: 686/0,0/90% Triticeae 19
T31 LTR, Gypsy Erika TREP1305 812 99 LTR N: 676/ 0,0/ 89% Triticeae 75
Wham/ N: 722/ 0,0/ 93%/ .
T73 LTR, Gypsy Gypsy-1-LTR_TA TREP1243/- 815 60/ 15 LTR/ LTR N: 84.9/1e-19/80% Triticeae 63/0
N: 212/4¢-58/78%
Gypsy-6_TA-I, DQ767629, 97 INT _ o -
T92 LTR, Gypsy Carmilla TREP3169 290 9 Pol X: 89/1e-20/52%/64% Triticeae 4
. HORPIA, PTREP36, 97 X: 135/3e-34/41%/61%, H. vulgare
T2 LTR, copia TYl PE 750750 490 44 Pol N: 93,3/1E-22/70% P. elliottii 13
T28 LTR, Gypsy Geneva PTREP246 874 41 GAG X: 54,7/ 2e-09/ 29%/43% H. vulgare 6
NI1: 122/4e-31/72%
. AF325197(1)/ 49(1)/16(2)  Pol(1)/Ch(2)/  XI1:455/3¢-47/67%/77%  H. vulgare(l)/
*
51 LINE Karin_TA/ Ch NC 004677223) M /24(3) Ch(3) N2: 176/2¢-45/ 92%/ P. koraiensis2.3) > %!
N3: 80,6/ 2e-16/70%
B54 LTR, Copia Copia-2_TA-1 AC232261 477 98 Pol N: 636/0,0/90% Triticeae 57
B125° LTR, Gypsy Ogre AY299395.1 495 99 Pol N: 821/0,0/97% P. sativum 0
B104' LTR, Copia Copia-2_TA-1 AC232261 585 98 Pol N: 392/4e-112/84% Triticeae 4
CRM, AY129008.1, 38 AP X:60.5/3e-11/36%/58% Z. mays
B193 LTR, Gypsy Pidppalachian I AC241263 91 99 Pol N: 527/3¢-153/80% P. taeda 3
B166 LTR, TRIM Cassandra TREP1400 417 34 LTR/U N: 184/5e-47/90% H. vulgare 48
B103’ LTR, ERV MSTA - 249 36 LTR/U N: 102/2e-26/86% Mammalia 1
B211 LTR, Gypsy BAGY-2 TREP2003 504 21 U/G/U N: 60/3e-09/82% H. vulgare 22
99 Pol N: 803/0,0/75% M. truncatula
B4 LTR, Gypsy Ogre AY299398.1 1222 4 RT X:221/4¢-59/61%/74% P. Sativum 26
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Homologa Fr. Homologi Sakritibas/e-vértiba/
Fragme L References TE TE génu bankas garu jas Fragmenta . .y .-, - . Homologa TE
. TE karta, R _ identiski/ un/vai Iidzigi . EST
nti o nosaukums Nr. ms, parklaju struktara R 1= organisms
virsgimene o (aminoskabem)
bp ms,%
97 Pol N: 304/2e-112/78% M. truncatula
BI23 LTR, Gypsy Ogre AY299398.1 ) RT X: 183/4¢-81/84%/89% P. sativum 36
Ogre, AY299398.1, 44 AP X: 107/2e-25/58%/74% P. sativum
B74 LTR, Gypsy Gypsy-133 GM-I - 371 73 pol N: 210/3¢-57/71% G. max 7
PIGY-LTR_PS, AY299398, 98 LTR N: 383/6e-110/75% P. sativum
B30t LTR, Gypsy Athilad-1 AC007209.6 BL s GAG X: 381/2¢-38/43%/63% A. thaliana ?
PTREP64/ X: 50/4e-08/38%/58%/ Hovulgare/
%
B153 LTR, Gypsy Cereba/ Ch XM 002863257.1 1059 20/48,6 Pol/Ch N: 723/ 0,0/92% A lyrata 1/ 2465
ABA18? LTR, Gypsy Ogre AY299398.1 517 85 Pol N: 718/0,0/90% P. sativum 0
SA12 LTR, Gypsy Ogre AY299398.1 375 64 RT X: 74/1e-16/46%/68% P. sativum 0
ABA10* LTR, Copia Copia-18 BD-1/Ch ~ ADDNO01000980 804 33 G/Ch N: 351/7¢-100/89% Brachypodium 1930
SA07* LTR, Copia Copia-18 BD-I/Ch  ADDNO01000980 800 33 G/Ch N: 318/4¢-90/87% Brachypodium 1930
LTR, Copia/ R TREP1602/ N: 210/1e-54/84%/
SAl6 Gypsy Angela/ Fatima TREP3198 463 64,5/ 12,5 LTR/LTR N 58/92-09/90% T. monococcum 66/ 0
SA24* LTR, ERV MSTA - 517 68 LTR N: 396/1e-114/85% Mammalia 1
SA03 LTR, Gypsy Gypsy-3_HV-LTR BACC01008480 1419 87 LTR N: 740/0,0/ 75% H. vulgare 7

Izmantotie saisinajumi: G - genomiska sekvence; Pol - TE poliproteins, LTR - TE garie terminalie atkartojumi; AP - proteindazes domeéns, int-
integrazes domens;, GAG - gag prekursors; ORF?2 - otra atklatas transldcijas faze; RT - reversas transkriptazes domens, Ch - hloroplasta
genoma sekvence; N - lidziba nukleotidu sekvences limeni; X - lidziba transléta proteina aminoskabju secibas limeni; kolona EST: meklésana
NCBI zajo augu (Viridiplantae) EST datubazé ar parametriem: sakritibu vértiba > 80, e-vertiba < 0,01; " himerisks transkripts; " - lidzigi

transkripti identificeti dazadu stresoru ietekmé ar lidzibu > 90%.
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3.2.3. TE-lidzigo transkriptu salidzinasana

Kopuma, dazadu stresoru ietekmg, atrasti Cetri Gypsy virsgimenes homologi (Gypsy-
6, Ogre, Appalachian, PIGY-1) un divi Copia virsgimenes homologi (Copia-2-TA I,
HORPIA). Pie potencialiem homologiem pieskaitija sekvences, kas ir pilniba parklatas ar
publicéta retrotranspozona sekvenci nukleotidu Itmeni, jo LTR sekvences ar lielaku
iesp&jamibu var biit izkaisTtas genoma pa vienai un reprezent€t sena elementa paliekas. Lai
gan karstuma ietekmes rezultata izoléto fragmentu skaits bija neliels, identificéja homologas
retrotranspozonu parstavju sekvences no dazadam kartam (LINE un LTR) un no devinam
gimeném. Papildus dazadam retrotranspozoniem-lidzigam sekvencém, p&c karstuma stresa
identificgja dazus transkriptus no DNS transpozona EnSPM (T49) ar augstu Iidzibu TE
proteazes doménam nukleotidu sekvences Iimeni. Fragments T12 Iidzinas HORPIA-2
poliproteinam visa fragmenta garuma, bet vidusdala Iidzinas ari 7y! PE (Pinus elliotti)
Copia TE poliprotetna 3’dalai (70% nukleotidu Iidziba). T12 ir atrodams art P.taeda BAC
sekvencu datubaze. Fragments T28 ir ar [idzibu 43% Gypsy Geneva poliproteinam transl&to
aminoskabju secibas liment, ka arT §1 sekvence ir atrodama piecas P.taeda BAC sekvences ar
98% parklajumu un 24 BAC sekvences ar daleju parklajumu, tapat atrasti sesi augsti lidzigi
EST transkripti no dazadam priezu sugam. Sis sekvences potenciali var saturét skujkokiem

specifiskus TE.

Priezu hermesa invazijas eksperimenta izol€a ieverojami vairak diferenciali
ekspreséto fragmentu, tacu identificgja salidzinamu retrotranspozoniem-lidzigo transkriptu
skaitu: retrotranspozoniem tie ir tris virsgimenu parstavji (Gypsy, Copia, TRIM) un astonu
gimenu parstavji, ka ari atrada attalu provirusam lidzigu elementu (ERV). Liela fragmentu
grupa bija lidziga Ogre TE dazadiem doméniem. Pieméram, B4 lidzinajas Ogre elementa RT
un RH doméniem nukleotidu [imeni no Pisum sativum Skirnes ‘Carrera’ (GQ267464.1) un
Ogre-MT3 I no Medicago truncatula. B123 transkripts ar1 lidzinajas Siem elementiem, bet
saturgja 137 bp deléciju. Ogre sekvencu varianti ar Sadu deléciju datubazes netika atrasti. P&c
ABA ietekmes identificEja ABA18 transkriptu ar nukleotidu lidzibu Ogre ORF2 no Pisum
sativum (AY299389.1). Vienu RT no Ogre TE Iidzigu transkriptu identificgja ari péc
apstrades ar SA (SA12), tacu tas Iidzinajas Sim elementam tikai transléto proteinu limeni ar
68% lidzibu. Tapat, B74 lidzinajas Ogre TE AP doménam, bet nukleotidu Iimeni tas
lidzinajas ar1 par 71% Gypsy-133 TE no Glycine max. Ta ka RT domeéns ir

viskonservativakais TE vidu, §1 varétu biit vienigd homologa dala starp Siem elementiem.
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Transkripta B166 atrada augsti lidzigu sekvenci TRIM Cassandra LTR elementam.
TRIM ir si transkripcionali aktivi neautonomie elementi, izplatiti augu vidd. So elementu
insercijas biezi ir atrodamas génu intronos un promoteru rajonos (Witte et al. 2001). Tomer,
lidz Sim S$ie elementi skujkoku genomiem nav aprakstiti. Cassandra elements satur
konservativu 5S RNS sekvenci, ir izplatits vairaku augu dzimtu vidi, tapéc uzskata, ka Sis
elements ir evolucionari sens (Kalendar ez al. 2008). Blakus LTR sekvencei ir identificéta ar1

5S RNS sekvences dala.

Augu hormonu ietekmé diferenciali ekspreséto fragmentu skaits bija ievérojami
zemaks, tapéc izoléto fragmentu skaits bija neliels. Tomér kopuma identific€ja piecam
retrotranspozonu gimeném (Gypsy un Copia virsgimenes) lidzigus transkriptus, ka ari vienu
provirusam Iidzigu fragmentu. Identificéti vairaki transkripti ar Copia-18-BD

retrotranspozonam lidzigu sekvenci.

3.2.4. Himerisko transkriptu analize

Tika identificéti tikai divi transkripti ar dazadu TE LTR sekvencém no abam pusém.
T73 fragments satur Gypsy virsgimenes LTR TE Wham (ar 60% parklajumu) un Gypsy-1 (ar
15% parklajumu), kas ir orientéti pret€jos virzienos viens pret otru. Fragments SA16 satur
Copia Angela-1idzigu LTR (ar 64% parklajumu) un Gypsy Fatima-lidzigu LTR sekvenci (ar
12% parklajumu). Fragmenti B166, B103, SA24 un B211 satur vienu identificétu LTR
sekvenci un nezinamu sekvenci. Cetri transkripti (T31, SA03, T10, B301) visa fragmenta
garuma saturéja vienu LTR sekvenci. Astoni transkripti (T12, T92, T28, B74, B4, B123,
B301, SA12) lidzinajas dazadu TE poliproteiniem aminoskabju secibas limeni, bet seSi no
tiem (T12, T92, B4, B123, B301 un B74) ar lidzibu zem 80% nukleotidu Itmeni sakrita ar
TE. Vairakas LTR sekvences nebija iesp€jams identificét, jo vairums ierakstu datubazes
attiecas uz segséklu genomu TE, bet LTR ir vismazak konservativie retrotranspozonu

struktirelementi.

Detekteja divus transkriptus, kas satur gan TE dalu, gan hloroplasta genoma
sekvences dalu (T51 un B153). 49% no T51 fragmenta lidzinajas bez LTR LINE Karin TA
poliproteinam, bet otra fragmenta dala bija augsti homologa priedes hloroplasta genoma
divam dazadam dalam (ar 16% un 24% parklajumu). Otrs himeériskais transkripts B153 bija
lidzigs Gypsy Cereba poliproteinam, ka arm nepartrauktai priedes hloroplasta sekvencei.
B153C hloroplastam homologa dala lidzinas lielam skaitam ierakstu no augu EST datubazes

(2465 sakritibu), bet retrotranspozonam lidziga dala B153TE sakrita tikai ar vienu ierakstu no
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EST datuazes (I4. tabula). So hloroplastam-lidzigo sekvenci atrada starp citam diferenciali
ekspresétam sekvencém, tikai bez Cereba-lidzigas dalas (SAO1). Pie kam, §is sekvences
(B153C un SAO01) hloroplasta genoma ir novietotas blakus ar citu transkriptu grupu (SA07,
ABAO03, ABAO02). 33% no katras no So transkriptu sekvencem satur augsti homologu rajonu
no retrotranspozona Copia-18 BD 3’ rajona ar 98% lidzibu, tapec §is sekvences ieklava TE-
lidzigo sekvendu analizé. Cetri lidzigie fragmenti bija identificéti pec ABA apstrades un
viens péc SA. Savstarpgji Siem transkriptiem novérota Iidziba 83-94% un garuma variacija
788-836 bp. BLAST meklesana ar Copia 18 BD I elementu atrada, ka 313-315 bp gars
fragments 3’ nekod@josa retrotranspozona dala pirms LTR ir Joti lidzigs vairaku augu sugu
hloroplastu genomiskajai sekvencei, ieskaitot Arabidopsis Ilyrata (ORF64c). Pie kam,
hloroplastam homologa Copia 18-BD sekvence atrodas apgriezta orientacija. Identific@tais
fragments sakrit ar 1930 sekvenc€m EST, bet Copia 18 BD-I TE sekvence sakrit ar 2500

EST sekvencém.

N N

500 1000 1100 1200

1300 1400

28. attels. Identificéto transkriptu salidzinasana ar hloroplasta genoma sekvencém:
(1) Pinus thunbergii (gi|7524593|, 1325bp) un (2) Pinus koraiensis (gi|145408420|, 1323
bp). Identificétie transkripti: (3) SA01 (533 bp), (4) B153C (527 bp), (5) SA07 (800 bp), (6)
ABAO03 (788 bp), (7) ABAO2 (834 bp). Nukleotidu skaits noradits no salidzinasanas sakuma,
pozicija 548-866 bp atrodas Copia-18-BD homologais rajons.

Interesanti, ka ir atrasti dazada garuma un struktiiras transkripti, kas var€tu
lokalizéties dazados genoma lokusos, bet identific€tie fragmenti var but arT viena TE

atkarigas struktiiras ekspresijas rezultats. 28. attéla ir paradits visu identificéto transkriptu
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salidzinajums ar divam priezu hloroplasta sekvencém. Abas identificétas transkriptu grupas
atrodas 45 bp attaluma viena no otras, ko var izskaidrot ar PBS praimeru komplementaritati
Sim hloroplasta sekvences rajonam. B153TE Cereba-lidziga dala, kas atrodas 5’ dala un nav
homologa hloroplasta sekvencei, nav paradita attela. SNP bija ieziméts tikai tad, ja nukleotida
nomaina ir notikusi salidzinajuma ar abam hloroplasta sekvencém un identific€tiem
fragmentiem. Ir atziméts Copia-18-BD elementa homologais rajons. Hipotétisko ORF analize
SAOQ7 transkriptam parada, ka pec TE-lidziga fragmenta var€tu atrasties Medicago truncatula
metalokarboksipeptidazes inhibitora doméns ar 97% Iidzibu aminoskabju secibas ITment, vai

ar1 ar Stinapvalku saistita hidrolaze.

Hloroplasta sekvencei homologo Copia-18BD 315 bp rajonu analizgja sikak, jo Sis
konservativais rajons varétu saturét nozimigus regulativus motivus. Sekvenci analiz&ja tada
orientacija, kada ta ir reprezent&ta hloroplastu genoma (t.i., apgriezti komplementara Copia-
18-BD elementa). Izmantojot RegRNA riku v.1.0 (Mignone et al. 2005), Saja sekvence atrada
divus 75 bp un 99 bp uORF (upstream ORF) motivus, kas eikariotiem parasti lokaliz€jas
gena 5’UTR rajona un piedalas translacijas regulacija (Meijer, Thomas 2002). Meklgjot augu
regulativo motivu datubazé (REGSITE DB) ar programu NSITE (Solovyev, 2002), atrada
septinu regulativo elementu motivus ar homologiju >80%. Viens no tiem (TTTAAAG, BPBF
no Hordeum vulgare) bija palindroms (atrodas abas DNS kéd@s), abas orientacijas nesatur
nevienu SNP. Tapat, bez SNP aatrda divus nezinamus kodola faktoru saistiSanas motivus: 5’-

CCCGGATC-3’ no kvieSu un 5’-AAACCTCC-3’ no spinatu genoma.

Sekvences analize ar miRNS mekléSanas programmu FindMiRNA prognozgja Stm
rajonam seSu pre-miRNS génus tiesa orientacija un piecus komplementarajai k&dei, kas veido
cilpveida strukttru ar brivo energiju mazak par -17 kcal/mol. Lai noskaidrotu, vai Copia-18-
BD konservativais rajons veido cilpveida struktiiras, un kada briva energija tam ir
nepiecieSama, rajonu analiz&ja ar RNAfold (Lorenz et al. 2011). 29. attéla var redzet divas
prognozetas struktiiras, kas satur vienu cilpveida struktiiru, kuras veido$anas iesp&jamiba ir

loti augsta.
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29. attéls. Copia-18-BD mRNS sekunddara struktiira un rajoni, kuri varéetu veidot cilpveida
struktiras ar iespéjamibu tuvu 1 (sarkans). A- minimalas brivas energijas sekundara struktiva, ar
minimalo brivo energiju -99,20 kcal/mol; B- centroida sekundara struktira, ar minimalo brivo

energiju -55,80 kcal/mol.

3.2.5. Hipotétisko proteinu kodéjoSo genu identificeSana

TE identificéSanai izmantoja nespecifiskus praimerus, tie amplificgja ar1 génu
transkriptus, padi ribosomalo génu mRNS. Sie transkripti bija pilnigi parklati ar géna
homologiju, sikaki strukturalie pétijumi netika veikti. Visos gadijumos identific€ja lidzibu ar
segseklu génu sekvencu transkriptiem un hipotétisko proteinu transkriptiem no skujkokiem.
Karstuma stresa rezultata detekt€ja: ribosomala proteina S10 mRNS no Medicago truncatula
(gb.nr.: MTR 1g006120), ATP sintetazes alfa subvienibas mRNS no Medicago truncatula
(gbnr.: MTR 1g006010), fotosisttmas Q(B) proteinam Ilidzigu mRNS (gb.nr.:
XM 002277124.2), salicilata o-metiltransferazei lidzigu mRNS (gb.nr.: XM 003563861.1).
Priezu hermesa invazijas rezultata detekt€ja: 17S ribosomalas RNS génu (gb.nr.: K02202.1),
ar $iinas sieninu asocito hidrolazi (gb.nr.: NW_003763361.1), alfa-amy2/53 géna 5’ rajonu
(gb.nr.: X13577.1), ribosomala protetna S10 mRNS no Medicago truncatula
(MTR_1g006120), 17S ribosomalas RNS génu (gb.nr.: K02202.1), 18S ribosomalas RNS
génu (gb.nr.. EF673731.1), 26S ribosomalas RNS génu no Zea mays (NR 028022.2).
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Apstradé ar hormoniem: 17S ribosomalas RNS génu (LOC100502571, NR 036655.1), ar
Stinas sieninu asoci€to hidrolazi (gb.nr.. NW 003763361.1), 1sas kédes alkohola
dehidrogenazi  (gb.nr.: XM 002513046.1), citoplazmas  gliceraldehida-3-fosfata
dehidrogenazes génu GAPC?2 (gb.nr.: NM_001112230.2).

3.3. TE-lidzigo fragmentu ekspresijas analize

3.3.1. TE specifisko fragmentu amplifikacija

Lai salidzinatu identificéto TE-lidzigo fragmentu amplifikaciju dazadu stresoru
ietekmé, konstrugja specifiskus PKR praimerus. Praimeri veidoti, lai amplificétu identificéto
TE rajonu. Ja fragmenti saturja tikai LTR atkartojumu, specifiskus praimerus nebija
iespgjams piemeklet. Praimerus izmantoja amplifikacijai gan ar gDNS, gan ar cDNS.
Vairuma gadijumu, ar gDNS amplifikacijas produkti bija nespecifiski, bet visos paraugos

amplificgja vienada garuma fragmentus.

Desmit praimeru parus izmantoja karstuma stresa identificEto transkriptu
amplificéSanai. Pieciem praimeriem (pT28, pT51, pT73, pT12 un pT31) amplifikacijas
produktu garums atbilst sagaid@majam un atrodas tikai karstuma stresam paklautajos
paraugos. pT28 amplifikacijas produkts paradas ar1 visiem paraugiem no kukainu invazijas

(30. attéls), pTS51 - 12 paraugiem, pT12 - 10 paraugiem, pT31 - seSiem paraugiem.

LD Bl B2 B3 B4 B6 B8 B9 BI10 Bll B2 B13 B14 B15B16 BC NC LD
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30. attels. T28 Geneva-lidziga fragmenta amplifikdcija paraugiem no priezu hermesa

invadeétiem rametiem (B1-B16), kontrolei (BC) un negativajai kontrolei (NC).

Fragmentiem, kas bija identificéti kukainu invazijas rezultata un augu hormonu apstrades
rezultata, piemekl€ja praimerus ar 1siem amplifikacijas produktiem reala laika PKR analizei.

Sakuma Sos praimerus izmantoja art vizualai amplifikacijas produktu noveérté€sanai sadalot tos
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ar elektroforézes metodi. Eksperimenta gaita atkartoti veikta amplifikacija ar kontroles
géniem (3/. attels A). Neskatoties uz kontroles génu labo amplifikacijas kvalitati,
amplifikacija ar retrotranspozonu markieriem biezi bija nespecifiska, vai sagaidama produkta
garuma noveéroja ,,makoni”, kas norada uz to, ka tiek amplificéti daudzi lidziga garuma
produkti, tomer tie nav identiski. Amplifikacijas rezultati katram markierim ir apkopoti /5.
tabula. Piecu praimeru amplifikacijas produktu joslas bija spilgtakas stresam paklautajos
paraugos, salidzinot ar kontroli (pB211, pSA12 SA paraugos, pSA12 un pT50 karstuma
stresam paklautajos paraugos, pB54 un pB301 kukainu bojatajos paraugos). Divi praimeru
pari (pB193 un pB166) amplific§ja nespecifiskus produktus visos PKR apstaklos. pSA07
amplifikacijas produkti atrasti visiem paraugiem (ar1 kontrol€s). Vaja amplifikacija noverota
septiniem markieriem (/5. tabula). Vienam no himériskajiem fragmentiem (pB153)
piemeklgja divus praimeru parus katrai no sastavdalam Cereba-Iidzigai dalai (pB153TE) un
hloroplasta sekvencei lidzigai dalai (pB153C). B153TE amplifikacijas produkti noveéroti
stresam paklauto rametu cDNS paraugos, bet nebija kontroles paraugiem (3/. attéls). Visiem

paraugiem noveroja B153C amplifikacijas produktus.

15. tabula. TE-lidzigu fragmentu specifisko praimeru amplifikacija eksperimentalajos cDNS
paraugos: (T) karstuma ietekmé; (B) priezu hermesa invazija, (SA-24 un SA-64) attiecigajos
paraugos péc apstrades ar SA; (ABA-24 un ABA-64) - attiecigajos paraugos péc apstrades ar
ABA. () - nav amplifikacijas produktu, (+) - ir amplifikacijas produkts.

Stresa veids
B SA-24 SA-64 ABA-24 | ABA-64

Fragmenti
T92
T10
T51
T49
T31
T73
T30
T12
T28
T50
B54
B123
B125
B166
B211
B104
B301
B74

4]

+ + +
+

|+ ]+
||+

_|_
+
1

+

+|+|+]
_|_
1
1
1

+ |+
1
1

|+ [+
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++]

1

+

+
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1
1
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Stresa veids

Fragmenti | T B SA-24 SA-64 ABA-24 | ABA-64
B153C 4 4 + + + +
B153TE + + - - - -
B193 + + + + + +
SA16 + + + + - +
SA03 + + - + - -
SA24 4 + + + + +
SA07 + + + + + +
ABA18 - + - + - -
SA12 4 + + + + +

IDT1I T2 Tc Bl12 Bl15 Bc NC G LD T1 T2 Te¢ Bl2 Bl5 Bc NC REGRID

#

el i:
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31. attéels. Salidzinosa amplifikacija ar ¢DNS karstuma stresam (T1, T2), priezu
hermesa invazijai (B12, B15) paklautiem un kontroles rametu paraugiem (Tc, Bc), negativa
kontrole (NC) un gDNA (G). (A) - P5CS2-lidziga géna produkti (190 bp and 250bp) un
endogena kontrole GAPDH (70 bp). (B) - BI53TE (110 bp) un B153C (120 bp).

3.3.2. Reala laika PKR

Papildus standarta PKR reakcijam veica relativa ekspresijas Itmena noteikSanu ar
reala laika PKR metodi. Vairaku praimeru paru amplifikacijas produktu kusanas likne bija
nespecifiska, tadeé] to ekspresijas limeni nevargja noteikt. DaZiem praimeru pariem
(piem&ram, pT10) relativais transkriptu skaits stresam paklautajos paraugos bija palielinats,

tac¢u Ct vertibas bija augstas (pieméram, 32 stresam paklautajos paraugos pret 36 kontrolgs),
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kas norada uz So fragmentu zemu ekspresijas Itmeni. Dazos gadijumos, amplifikacija
kontroles paraugos vispar netika detekt€ta, tapec, relativo ekspresijas picaugumu nevaréja

noteikt. Standartizacijai visos gadijumos izmantoja endogénas kontroles g¢nu GAPDH.

Tomér, ar daziem praimeriem reakcijas raditaji bija pien€mami un ekspresijas
paaugstinajums tika noteikts. Daziem retrotranspozoniem-lidzigiem transkriptiem
amplifikacijas pieaugums tika konstatéts atseviskiem paraugiem. Piem&ram, T12 transkriptu
skaits pieauga karstuma stresam paklautajam paraugam (Ct 22; 26,7 reizes). T12 relativais
ekspresijas [Tmenis paaugstinajas 24 stundas p&c apstrades ar SA (1,8 reizes) un 3,24 reizes
64 stundas péc apstrades ar ABA. T28 tikai vienam paraugam no kukainu bojata parauga
noteikts palielinats relativais ekspresijas I[imenis (6,62 reizes), 64 stundas péc apstrades ar SA
(2,16 reizes) un 64 stundas pec apstrades ar ABA (3,88 reizes). T73 paaugstinatais relativais
ekspresijas Itmenis detektéts SA-24 (2,4 reizes) un SA-64 (2,7 reizes), bet ABA-24 (1,2
reizes) un ABA-64 (92 reizes).

levérojams transkriptu pieaugums konstatéts trijos tehniskajos atkartojumos trijiem
parbauditiem priezu hermesa invazijai paklautajiem paraugiem un diviem karstuma stresam
paklautajiem paraugiem ar praimeriem, kuri tika piemekléti SA07 fragmentam (Iidzigs
Copia-18-BD un hloroplasta sekvencém). P&c karstuma stresa konstatéts 500 reizu
palielinajums, bet p&c priezu hermesa bojajumiem 12246 — 24691 reizu palielindjums, tacu
relativo pieaugumu péc SA un ABA apstrades nevargja detektét nevienam paraugam (32.
attels). SAO07 amplifikacijas produktu kusSanas liknes bija labas kvalitates ar vienu izteiktu
piki (aptuvena Tm=84°C), standartliknes slipums bija no -2,9 lidz -3,68, R2=O,65—O,90,
efektivitate=86,8-117%.

Ekspresijas limena izmainas izdevies noteikt ari hime@riska transkripta divam dalam
(BI53TE un B153C). B153C amplifikacijas produktu kuSanas liknes bija aptuveni vienadas
(Tm=82°C) un standartlikne raksturojas ar kvalitativiem raditajiem: slipumu no -2,2 Iidz -3,7;
R’=0,94-1 un efektivitati 85-121%. B153TE amplifikacijas produktu kusanas liknes nebija
tik precizas (aptuvena Tm= 78°C), standartlikne raksturojas ar slipumu -1,8, R2=O,92,
efektivitati 241%. B153TE (Cereba-lidziga) transkriptu relativais daudzums palielinajas
hermesa invazijas rezultata 45-73 reizes, karstuma stresa rezultata novérots 5,6 reizu
palielinajums, 10 reizu palielinajums novérots paraugam, kas nemts 24 stundas p&c apstrades
ar SA, bet 64 stundas péc apstrades noveéroja tikai 2 reizu palielinajumu. Hloroplastam-

lidzigas dalas (B153C) ekspresijas Iimenis pieauga 6888-9373 reizes peéc kukainu uzbrukuma
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un 255 reizes péc karstuma stresa, péc apstrades ar augu hormoniem relativais ekspresijas

Iimenis nepalielinajas (32. attéls).

Relativais ekspresijas pieaugums lidzigi mainijas fragmentiem SA07 un B153C, kas ir
lidzigi blakus novietotam hloroplasta sekvencém. Vidg&ji, SA07 relativais ekspresijas limenis
bija divas reizes augstaks, salidzinot ar B153C ekspresijas Itmeni tiem pasiem paraugiem
(biol15=2,6, bio12=2,2, biol=1,7, T=1,96). Ekspresijas l[imena atskiribas norada uz atskirigu
transkripcijas vienibu skaitu priedes genoma, kas ir induc€jami ar priezu hermesa invaziju un

karstuma stresu.

24691
25000
17300
20000 :
12246
15000 I
10000
500,3 g 2373
5000 688
45 08" | 5 :
0 73 ,
— Ay 10,4 5 ; 0,8 1,35
81 -y o .08
B12 B15 Ay

SA-24 SA-64

ABA-24

ABA-64
W B153TE  B153C 1 SA07

32. attéls. Relativa ekspresija Copia-18-BD-lidzigam transkriptam SA07,
hloroplastam lidzigam transkriptam B153C un Cereba-lidzigam transkriptam BI153TE.

3.4. Pilnizmeéra retrotranspozonu izoléSana

Identificétie diferenciali ekspresétie fragmenti vairakiem TE strukturalajiem
elementiem uzradija dazadu lidzibas pakapi. Tomér, So transkriptu identificéSana nesniedz
parliecinoSu atbildi par priedé identificéta TE homologa pilna izmeéra transkripciju. Zinams,
ka TE fragmentétas dalas var palikt kod&joSo génu UTR un intronu rajonos un transkribéties
ar géna funkcionalo sekvencu palidzibu vienkarSi ka blakusprodukts. Tapat, TE var uzkrat
mutacijas, bet ta dalas vel transkribéties; nevienadas homologas rekombinacijas procesa TE

var zaudét ieks$€jo sekvenci un veidoties viens LTR, kur§ satur transkripcijas iniciacijas
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sekvences. Tada gadijuma, nevar spriest par homologa pilnizméra retrotranspozona
transkripciju un, tatad, ar1 transpoziciju. Lai TE biitu aktivs elements, tam jaraksturojas ar
noteiktu struktiru un regulativo motivu sastavu, kas nosaka TE iesp&ju veiksmigi
transkribéties, transléties un integréties jauna vieta genoma. So Ipasibu noskaidro$anai no
cDNS jaiegist pilna izméra TE sekvence, tacu §is ir sarezgits uzdevums, jo pilnizméra TE
varétu bt vairaku kb gars. Pilna izméra aktiva TE elementa identificéSana un ta sekvences
raksturosana var€tu biit loti informativa, jo So elementu sastavs un aktivitate parasti ir sugas
specifiska. Tapat, var but noderiga TE-atkarigd funkcionala lokusa raksturoSana. Saistita
elementa kod€josa doména izol€Sana var netieSi noradit uz pilna izméra TE atrasanos cDNS.
Amplifikacijas produktu polimorfisms var sniegt ieskatu par sekvences kopiju skaitu,
izplatibu vai viendabigumu. Savukart, TE amplifikacijas joslu polimorfisms starp viena auga
rametiem var netie§i noradit uz nesenas TE insercijas/delécijas gadijumu. Pilnizmé&ra
retrotranspozona izoleSanai tika izmantotas tris dazades pieejas: garas distances PKR,

homologo TE izoléSana un TE izoléSana izmantojot BAC sekvencu analizi.

3.4.1. Garas distances PKR rezultati

Ar mérki iegut pilna izméra TE, sakuma pielietoja garas distances PKR metodi. No
gDNS noléma izolét pilna garuma TE, izmantojot praimeru konstru€$anu no identificétiem
parastas priedes retrotranspozoniem lidzigo sekvencu hipotétiskiem LTR. Nemot véra visus
aspektus (izol€Sanu, attiriSanu, glabaSanu un mérka sekvences kopiju skaitu), manipulacijas
ar DNS ir vienkarSakas neka ar RNS. RNS paraugus ir griiti attirit no DNS piemaisijuma,
RNS un vienpavediena cDNS darba gaita atri degradgjas, mérka sekvences saturs var biit
niecigs, salidzindjuma ar augsti ekspres€tiem ribosomaliem geniem. Tapat, RNS
konvertéSanai nepiecieSamie papildus soli, ievie§S papildus kliidas iesp&ju. Pienemot, ka
atrastie PBS praimeri sakrit ar retrotranspozona PBS vietu, netalu no tas jabut CA (TE tiesa
orientacija) vai TG (TE invertéta pozicija) nukleotidiem, kas norobezo LTR 3’ dalu. Netalu
no PBS saita LTR atrodas 3’UR, kuram ir iespg&jams piemeklét TE specifisku praimeri.
Transkriptiem izveidoja garus praimerus, kas Iidzinajas retrotranspozonu LTR sekvencém:
pT31 L (Erica), pT10_L (Laura), pT73_L (Gypsy-1). Tapat praimeri konstruéti fragmentam
T28, kas vaji lidzinajas gag poliproteinam viena gala, jo gag ir pirmais iek§€jas sekvences
domens, kurs lokaliz€jas netalu no PBS. T28 fragmentam blakus praimerim komplementaram
rajonam (hipotetiskam PBS saitam) tika atrasts CA motivs, kas var liecinat par LTR. Ta ka

LTR ir tieSie atkartojumi, kas lokaliz&jas abos TE galos, tad viens praimeris, vérsts uz TE
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iekSu, var amplificét ieks€jo doménu, vai ari, ja elementi atrodas tuvu viens otram, art LTR
un genomisko sekvenci starp tiem (18. attéls). Ja praimeris ir komplementars pol doménam,
tad amplifikacija notiks starp diviem tuvu lokalizétiem elementiem. Ar GD-PKR metodi no
genomiskas DNS izdevas izoleét ap 10 kb garus fragmentus (33. attéls). Tacu tik garus
fragmentus nevar sekvenét ar pieejamam metodém, ja nav pietickami lielas produkta
koncentracijas. Pirmkart, no gDNS tiek iegiitas vairaku retrotranspozonu elementu kopiju
sekvences, kas raksturojas ar augstu daudzveidibas pakapi un, tatad, ar tieSo sekven&sanu nav
iesp&jams iegut specifisku sekvengSanas hromatogrammu. Abas §is problémas (gan
koncentracijas, gan specifiskuma) var risinat ar klonéSanu, tacu klonésanas efektivitate strauji
krit izmantojot plazmidas vektoru fragmentiem garakiem ar 5 kb, bet 10 kb fragmentu
klon&sana ir sarezgita. Tapec fragmentus saskéla ar vairakiem restrikcijas enzimiem pirms
ligesanas, ka ir aprakstits metodés, un SkelSanas produktus lig€ja ar plazmidu ar sekojosu

kompetento E.coli §tinu transforme&Sanu un transforméto koloniju atlasi.

33. attels. (A) - GD-PKR amplifikacijas
produkti no gDNS

(B) - GD-PKR fragmentu elektroforéeze

péc attiriSanas.

Izmantotais garuma markieris:

GeneRulerDNA Ladder Mix (Fermentas).

P&c aprakstitas metodikas tika iegitas 136 transformétas kolonijas, no kuram izdalija
plazmidu DNS. Plazmidam ar PKR reakciju izmantojot M13 praimerus un vizualizgjot
produktus elektroforétiski tika parbaudits inserta garums. Izmantojot Ccetrus izoléto
retrotranspozonu sekvences, tikai 32 plazmidas bija ar insertiem. Insertus sekven&ja un
analiz&ja. legiitas sekvences bieZi vien saturgja klon€Sanas vektoru, kas nozimé, ka inserta

vieta liggjas saskeltas plazmidas fragments. Paréjas sekvences neuzradija lidzibu ar datubazes
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ierakstiem, ka ar1 neparklajas sava starpa. Pieci fragmenti uzradija vaju lidzibu ar TE
proteinus kod&josSiem doméniem, kas norada, ka izolétie fragmenti tomér saturgja
retrotranspozonu sekvences. Dazas sekvences uzradija lidzibu ar skujkoku BAC sekvencém,
kuru analizes rezultata identificgja retrotranspozoniem lidzigas struktiiras. Skelto un attirito
fragmentu koncentracija bija parak zema, lai visus iegiitos fragmentus varétu ieklonét un
pavairot un iegiitu sekvencu salikSanai nepiecieSamo fragmentu parklajumu. Izolgjot
fragmentus no gDNS var iegut ne tikai mérka sekvenci, bet arT lidziga garuma nesaistitas
sekvences, 1pasi ja analizé sugu ar lielu genomu ka priedei. Tapéc, loti iesp&jams, ka iegiitie
fragmenti satur§ja ne tikai pilna garuma retrotranspozona sekvenci, bet ari  genomisku
sekvenci starp dazadiem elementiem, vai arT starp vienu LTR un elementu, vai diviem
izkaisttiem LTR. Tapat, dazi no identific€tiem retrotranspozoniem varétu but parak gari, lai
tos izoletu ar garas distances PKR metodi. Lai gan ar So metodi neizdevas sekvenét pilna
izméra retrotranspozonu sekvences, ka bija planots, identific€ja sekvences, kas uzradija
lidzibu ar skujkoku BAC sekvencém, kas veicingja turpmaku TE-konstruktu identificéSanu

un homologu izol€Sanu no P.sylvestris genoma.

3.4.2. Homologo TE izolesana

Paraugiem no kukainu invazijas ietekmes un hormonu apstrades nespecifiskas iPBS
amplifikacijas rezultata ieguva vairakus transkriptus, kas nukleotidu Itmeni Iidzinajas Ogre
elementa dazadiem doméniem. No literatliras avotiem ir zinams, ka zirnu genoma Ogre
elements ir transkripcionali aktivs un ir 22 kb gar§ (Neumann ef al. 2003). Lai parbaudit, vai
Ogre RE homologs ir ar1 P.sylvestris genoma, noléma izolét §1 RE homologa dalas no
P.sylvestris gDNS. Sim mérkim izveidoja specifiskus praimerus katram no izolétiem
doméniem, pienemot, ka transkripti veidojas no pilna izmeéra retrotranspozona. Pielietojot 3.
stratégiju, kas aprakstita Materialu un metozu sadala 2.2.2., ar specifiskiem praimeriem no
gDNS izolgja 11 sagaidama lieluma fragmentus, tacu Sie fragmenti neuzradija lidzibu ar
Pisum sativum vai Medicago truncatula Ogre elementu dalam vai sekvenéto transkriptu
dalam no P.sylvestris, ka bija sagaidams. Ari datubaze€s Sie fragmenti nav anot€ti un nav
sastopami ar1 starp BAC sekvencém. Sava starpa fragmenti neparklajas. Iesp&ams, ka, lai
gan priezu hermesa invazijas rezultata un hormonu apstradeé izolétie fragmenti lidzinas viena
TE Ogre dazadiem doméniem, Sie fragmenti reprezent€ dazadus elementus priedes genoma
un nejausi katrs no tiem Ilidzinas kadam no Ogre doméniem. Tapat, iesp&ams, ka

nefunkcionala elementa dalas atrodas ekspreséto génu nekodgjosos regionos (UTR vai
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intronu sastava). Ar reala laika PKR reakciju neizdevas detektét So fragmentu ekspresiju.
Ekspresijas limenis stresam paklautajos augos Ogre-lidzigiem transkriptiem bija detektéts ka
loti zems, bet kontrol€ ekspresija nebija detekt€jama, tadel ekspresijas Iimeni nevargja
salidzinat un standartizeét. Tapat, praimeri ir konstruéti RE homologam rajonam un var biit
komplementari vairaku TE gimeném, bet pat vienas gimenes TE biezi vien satur
polimorfismus. Tad€] amplificéto fragmentu kuSanas likne satur€ja vairakus pikus. Priezu
hermesa invazijas rezultata visi pétamie stadi gaja boja, tadel, lai palielinatu metodes
jutigumu, nevargja atkartoti izol&t pietickamu daudzumu RNS parauga. Ogre transkripcionali
aktiva homologa esamiba parastas priedes genoma paliek nezinama, tacu S$aja pétijuma
iegiitie dati norada uz nefunkcionalu elementu dalu nejausu transkripciju himéru molékulu

sastava.

Zinot, ka vairakiem TE ir monofil&tiska izcelsme, praimerus piemeklgja triju identificto
homologu (Angela, Copia-18 BD-1, Gypsy-3_HV) TE sekvencém (2. strat€gija). Tacu tada
veida ar1 neizdevas iegiit TE sekvences dalas, kas liek secinat, ka parastas priedes TE ir
atSkirigi. Bet transkripti, kas uzrada augstu Iidzibu nukleotidu sekvencu Iiment segséklu TE,
nereprezent€ homologa TE transkripciju. Augsti homologi transkripti ar Iidzibu LTR var bt
evolucionari veci elementi, kuriem saglabajas ekspresijas iesp&ja un nozime $adam
sekvencém var but tikai viena konkréta lokusa. Pieméram, SA16 uzradija augstu lidzibu ar
Angela (TREP1602) LTR. Analiz&jot Angela struktiru un priedes homologa rajona atrasanas
vietu taja, piemekl€ja vienu praimeri Angela RT-RH domeéna, bet otru priedei identificétaja
sekvence, kas I1dzinas §im retrotranspozonam. No priedes gDNS izol&ja sagaidama garuma
amplifikacijas produktu (857 bp). Tacu ta sekvence nesakrita ne ar Angela elementu (pat
dalgji, jo praimeriem bija jaamplific€ arT nelielu priedei homologu fragmentu), ne ar kadu no
datubazu sekvencém. Lidzigi rezultati novéroti ar Copia-18-BD un Gypsy-3 HV

amplifikacijas produktiem.

3.4.3. TE izoleéSana izmantojot BAC sekvenc¢u analizi

Tikai izmantojot 1. strat€giju izdevas noskaidrot atrasto diferenciali ekspreséto
fragmentu avotu un atrast homologu RE P.sylvestris genoma. Analiz&jot diferenciali
ekspresétus fragmentus pamanija, ka dazi no tiem uzrada augstu lidzibas pakapi skujkoku
BAC sekvencém, ar1 ja netika atrasta lidziba citas TE sekvencu datubaz€s. Pieméram,
fragments T50 lidzinajas Pinus taeda BAC sekvencei PT 7Ba4363K13 (AC241358.1), tacu
fragments T50 ir parak 1ss (770 bp), lai konstatet jauna elementa LTR sekvences. Ka ar1 T50
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var neatrasties poliproteinu kodg€josa retrotranspozona dala, tapeéc nav iesp&jams konstatet to
lidzibu ar retrotranspozonu. Tacu, analiz€jot sikak garaku BAC sekvenci, gadijuma, ja
transkripts reprezent€ retrotranspozona dalu, tai var atrast retrotranspozonam konservativus
struktiirelementus. BAC sekven$u analize ir visparzinama metode jaunu retrotranspozonu
identific€Sana. Nemot vera, ka skujkoku genomi raksturojas ar augstu kolinearitates pakapi
ka génu, ta arT nekod€joso lokusu gadijuma, ir iesp&jams identificét jaunus elementus. Ta,
T50 lidzigai Pinus taeda BAC sekvencei identificgja LTR, bet ieks€ja sekvence lidzinajas TE
sekvencu datubazes ar dazadu elementu doméniem transléto nukleotidu Iimeni. Tas nozimé,
ka nukleotidu sekvence dotajam elementam nav lidziga nevienam no datubazé aprakstitam
elementam, tacu translétas nukleotidu sekvences polipeptids satur konservativus doménus,
kas ir raksturigs aprakstitu retrotranspozonu kodgtiem proteiniem. Sada veida transpongjamo
elementu detekteSana, kas ir balstita uz strukturalo motivu identific€Sanas, ir aprakstita
Wicker et al. (2007) publikacija un §is metodes shéma ir sniegta §1 darba 2.1.6. nodala (/7.
att.).

34. attéls. P.taeda un P.sylvestris hipotétiska ptTEI101 retroelementa sekvencu

salidzinasana.

Tada veida no skujkoku BAC sekvencém tika identific€tas triju hipotetisku pilna izméra LTR
TE struktiiras, kuras tika analiz€tas un So elementu homologi ar1 ir sekvenéti no P.sylvestris
genoma. Izveidotie praimeri rezult§jas ar sagaidama garuma produktu izol€Sanu un

homologas sekvences iegiiSanu no gDNS. Izmantojot tos paSus praimerus, izdevas arl
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amplificét un nosekvenét sagaidama garuma fragmentus no cDNS (34., 35. arteli). Visi
fragmenti bija sagaidamaja lieluma. 35. atféld redzami izoléti fragmenti ar TE sekvencém
specifiskiem praimeriem. TE101 (T50), TE283 (T28) un TE121 (T73) gadijuma doméni
saturgja homologu TE sekvenci, bet Angela, Gypsy-3 un Copia-18-BD gadijuma saturgja

anonimas sekvences.

psTE101 (T50) psTE283 (T28) | PSTEL | 4n /Gy3/Col8| Ps
121
i

SN
I "l’l'f

35. attéls. Retrotranspozonu domenu izolésana no karstuma stresam paklautd rameta

eksperimentala cDNS . (An)- Angela, (Gy3)-Gypsy-3; (Col8)- Copia-18-BD.

LTR TE lidzigu struktiiru ptTE101 (ar Iidzibu T50) ir identificéts Pinus taeda BAC
sekvencé PT 7Ba4363K13 (AC241358.1). ptTE101 P.taeda genoma ir 7697 bp gars, ar 949
bp gariem LTR ar 87% savstarpgji identiskiem nukleotidiem un 5°-TG/ 3’CA LTR galos.
Identificéts TSD, kas ir 7 bp 5’-CATCATTT-3". Sis struktiiras pilna izméra anotéti homologi
nav starp TE datubazes ierakstiem, bet EST datubazu analize parada, ka P.taeda, P.contorta

un  Picea glauca ir atrodami transkripti Iidzigi TE ieks€ai  sekvencei.

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Bl S N—
1 1500 3000 4500 6000 7500

36. attéls. P.sylvestris sekvenéto dalu parklajums ar ptTE101 struktiiru.
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No gDNS un ¢cDNS izoletas desmit LTR sekvences, kas bija homologas TE101 par 74-81%
(34., 36. atteli). Analize Repbase atrada lidzibu ar dazadu TE dalam, ka arT vaju RT/RH
doména Iidzibu nukleotidu [iment ar Gypsy-18 SMo-I no Selaginella moellendorffii, kas ir
senakais vaskularo augu parstavis. BLASTX TREP datubazé atrasta lidziba ar BAGY-2
poliproteinu (PTREP241), 36% identisku aminoskabju un 58% vienlidzigu aminoskabju, 183
nukleotidu sakritibu veértibu un e-vertibu 2e-47. 4699-5481 pozicija pirms RT doména atrodas
int homologs rajons, kur§ lidzinas BAGY-2 un Calypso-5 int dom&niem proteinu limeni, kas

norada, ka $is elements pieder Copia virsgimenei.

Lidzigi ka ar iepriekS aprakstito retrotranspozona identificéSanu, ptTE121 (T73)
retrotranspozonam 11dzigs konstrukts ir identificéts P.taeda PT 7Ba3500G20 (AC241315)
sekvencg, kas bija lidziga no cDNS izolétam fragmentam p773. TE121 ir 5631 bp gar§ ar
1536 bp LTR, un 2558 bp ieksgjo sekvenci. LTR ir homologi viens otram par 89%, tie ir
norobezoti ar 5’TG/3’CA sekvencém, TE ir 5 bp TSD 5’- AACCC-3’. LTR satur interesantu
poli-G mikrosatelitu (14bp) 5° rajona. Identific€Sanas laika tam netika atrastas homologas
sekvences TE sekvencu datubazes, tacu 2013. gada 22. aprili publicéta sekvence
PtCumberland I (Wegrzyn, Repbase) ar 72% parklajuma rajonos Iidzinas ptTE121, ka ar1
PtCumberland I satur vairakas lielas delécijas. ptTE121 satur visas transkripcijai un
translacijai nepiecieSamas regulativas sekvences (UORF, IRES (Infernal Ribosome Entry
Site), TATA, poliadenilésanas motivu). ptTE121 komplementaraja k&de atrodas cetri ORF,
kuri lidzinas dazadiem TE poliproteiniem. Izdevas iegiit no ¢cDNS psTE121 LTR un 3’

ieksgjas dalas sekvenci (37. attels).
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37. attéls. P.sylvestris sekvenéto dalu parklajums ar ptTE121 struktiiru.

Tapat retrotranspozoniem-lidziga struktiira atrasta analiz€jot fragmentus, iegtitos péc
pilna izméra TE izoléSanas ar garas distances PKR. Pieméram, analiz€jot identific&tas
sekvences psTE283 fragments darba izstadaSanas gaita neuzradija lidzibu ne ar vienu

retrotranspozonu datubazes, bet lidzinajas ar 77% nukleotidu identitati Picea glauca BAC
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sekvencei, kuru analiz€jot atrada LTR retrotranspozonam Iidzigu struktiiru. Izdevas
identificét kod€joSos domeénus tikai ar EST datubazes palidzibu kombinacija ar ORF
meklesanas riku, kas norada, ka $is elements ir specifisks skujkokiem. Piemeklgja praimerus
kodgjosiem doméniem un no cDNS ieguva §T retrotranspozona dalas (33. attéls), kas sakrita
ar homologu P.glauca strukturu. Katrai retrotranspozona dalai amplificétie fragmenti bija
polimorfi, kas liecina par vairaku elementu transkribé€Sanos no dazadiem parastas priedes
genoma lokusiem. ST elementa sekvence lidzinas gan karstuma stresa rezultata izolétajam
T28 fragmentam, gan ar garas distances PKR izol€tajam fragmentam. T28 ir tikai 43%
lidziga LTR Gypsy Geneva gag doménam, kas liecina, ka sekvences ar zemu Iidzibas pakapi,
identific€tas pielietojot iPBS metodi, tomér var noradit uz transkripcionali aktiviem
elementiem. 2013. gada 18. marta §1 TE homologa sekvence tika publicéta Pinus taeda

genomam ar nosaukumu PtAppalachian 1 (Wegrzyn, Repbase).

No P.sylvestris karstumam paklautd eksperimentala cDNS pa dalam izol&ja pilna
izméra psTE283 retrotranspozonu (38. attéls). Tas ir 5796 bp gar§ ar 615 bp gariem LTR,
kuri ir 80% lidzigi viens otram. ST homologija Iidz galam nav skaidra, jo izolgjot sekvences
no cDNS iegiist dazadu transkriptu dalas un nav iesp&jams noteikt katra atseviska elementa
struktiru. Parasti TE tiek veidota konsensus sekvence, kas atspogulo biezak sastopamos
nukleotidus dazados sekvencu variantos. Izoletam psTE283 LTR tiek norobezZoti ar 5’-TG/
CA-3’. 5’LTR ir uORF, IRES, TATA-motivs (5’-AATAATAAATA-3), ka arT ir atrasta
P.sylvestris regulativa sekvence PtMYB4 5’-ACCACCC-3’ (e-vertiba=0,007) un Cetri

nezinami kodola faktoru saistiSanas motivi. 3’LTR 391 pozicija ir poliadeniléSanas motivs.
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38. attéls. P.sylvestris sekvenéto dalu parklajums ar psTE283 struktiiru.

psTE283 ieksgjas sekvences 3’dala atrodas polipurinu motivs (5’-AAGGGGGGAGGAA-
3’). TSSP programma augu polimerazes II promoteru noteikSanai (Solovyev, Shahmuradov

2003) psTE283 prognozé promoteru tikai uz komplementaras kédes 5574. pozicija (3’LTR).
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Tiesas kédes psTE283 sekvencei atrasti divi ORF, kuru translétas aminoskabju secibas uzrada
lidzibu TE protetniem (39. attéls). 354 aa gar§ ORF1 (2644-3709) ir lidzigs RT/RH
doménam, bet 302 aa ORF2 (3669-4578) lidzinas int dom&nam (pfam00665). Int doméns
atrodas psTE283 3’dala, kas norada, ka psTE283 elements pieder Gypsy virsgimenei.
Interesanti, ka psTE283 RT/RH domeéns Iidzinas Cereba poliproteinam (TREP99) ar 43%
identiskam aminoskabém un 58% vienlidzigam aminoskabém. Lidziga sakritiba ar Cereba
poliproteinu bija B153 himériskajam fragmentam. Tas varétu noradit, ka Sajos gadijumos
varétu but iesaistits vienas TE gimenes elements. Tapat, TE283 ir arT par 77% lidzigs B193
transkriptam, kuru izol&ja priezu hermesa bojatam rametam. psTE283 sekvence sakrit ar 85

skujkoku EST sekvencem NCBI datubaze.

>T283, 5796 bp
==

5’-LTR
TITTCAMTCT TR TCRATRRE LRRBccocT
L e 39. attéls.
S ;"'_“”f" = no  P.sylvestris  karstumam
= ‘M' paklautd rameta cDNS izolétda
e = TE283 (PsAppalachian-I)
Gypsy retrotranspozona
struktiira ar noraditiem
R struktiirelementiem. Ar peléku
ir iezimeti LTR, ar dzeltenu -
identificetie regulativie motivi,
ORF2 (int) ar zalu - ORFI (RT/RH)
lokalizacija; ar pasvitrojumu -
ORF?2 (int) lokalizacija.
3'LTR

P.taeda PtAppalachian 1 un P.sylvestris psTE283 izoléta homologa ieks€jie domeni
lidzinas par 91%, bet LTR par 81-88%. PtAppalachian I datubazeé ir tikai viena LTR
sekvence, analiz€jot pieejamu PtAppalachian I sekvenci no NCBI BAC PT 7Ba2797E03
(AC241290.1), to LTR sakrit par 90%, kas ir vairak neka izolétam P.sylvestris psTE283.
Komplementaraja k&deé PtAppalachian I pilna izm&ra homologu sekvenci no BAC atrasts
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nepartraukts 584 aa ORF, kas lidzinas TE poliproteiniem, bet otrs ORF ar 375 aa lidzinas gag
doméniem. Visticamak P.sylvestris psTE283 ir zaud@jis transpozicijas iespgjas, jo tam nav
pilna poliproteina ORF un atrastais RT ORF ir 1saks par PtAppalachian. Tacu transkripcijas

funkcijas, iesp&jams, ir palikusas vairakam kopijam.

3.5. Priedes klonalas un dabigas daudzveidibas analizes

3.5.1. AtSkirigos apstaklos augoSas prieZu populacijas genotipeSana

Izveidoto IRAP retrotranspozoniem-lidzigo markieru amplifikaciju parbaudija uz
priezu gDNS paraugiem (40. attéls), tika atlasiti devini markieri ar augstako polimorfo lokusu
skaitu un labako amplifikacijas kvalitati. Devinu retrotranspozonu markieru (/6. tabula)
fragmentu amplifikacija tika salidzinata starp 150 individiem, novert€jot to sadalijumu péc

elektroforézes agarozes gela ar garuma markiera sadalijjumu.

40. attels. Retrotranspozoniem specifisko praimeru parbaudes piemérs izmantojot

parastas priedes gDNS paraugus.

Piecus praimerus izveidoja pamatojoties uz karstuma ietekmé identific€tiem TE-

lidzigiem fragmentiem (IR 1, IR 2, IR 8, IR 3, IR 4), bet Cetrus uz biotiska stresa ietekmé
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identificétiem TE-lidzigiem fragmentiem (IR 5, IR 6, IR 9, IR 7). Izveidojot
retrotranspozonu markierus, tika sagaidits, ka amplifikacijas fragmentu sadalijums, frekvence
vai skaits varétu atSkirties dazados apstaklos augosajiem individiem. Tacu nav zinams, kadi
apstakli priedei ilgtermina ietekmé€ retrotranspozonu aktivésanos un ekspansiju. Tapec tika
izv€léta viena priezu audze, kur vienas izcelsmes individi aug paugura, nogazé un

parpurvojuma.

16. tabula. Konstrueto IRAP markieru amplifikacijas raksturojums.

Izmantotas Vidgjais joslu Polimorfo Nepolimorfo
Praimeris sekvences skaits joslu skaits joslu skaits
numurs individam
IR 1 17389987.1 11,60+1,90 12 4
IR 2 17390004.1 13,7249,12 28 0
IR 3 17390006.1 8,442,56 13 0
IR 4 17390009.1 11,26+ 3,68 19 1
IR 5 J7390015.1 13,18+4,18 19 0
IR 6 17390027.1 22,20+12,86 37 0
IR 7 J7390015.1 7,72+1,99 14 0
IR 8 17389987.1 9,83+1,13 13 3
IR 9 17390027.1 13,0742,65 19 2

150 priezu paraugus ieguva no dabiski atjaunojusas populacijas, 50 paraugus ievaca
no paugura augoSajiem kokiem, 50- nogazé augoSajiem kokiem un 50- parpurvojuma
augoSajiem kokiem. Pamanija, ka vizuali parpurvojuma augosSie individi bija tievaki, neka
paugura un nogaze€ augosie, bet citadi koku veselibas stavoklis un attalums starp individiem
neatskiras. Lai noskaidrotu, vai §1 parametru atSkiriba ir biitiska starp populacijam, kokiem
nomérjja augstumu un diametru (dati nav noraditi), un veica So mérfjumu atSkiribu
novertejumu statistisko analizi (/7. tabula). Ka redzams no /7. tabulas, parpurvojuma augosa
populacija bitiski atSkiras gan peéc augstuma, gan péc diametra raditajiem no paugura
populacijas, gan no nogazes populacijas. Vai §is atSkiribas ir radusas koku atsSkiriga vecuma
del, vai augSanas apstaklu ietekm@ nevar spriest, jo nav dokumentacijas par §is populacijas
izcelsmes laiku (nav datu par priedes stadiSanu Saja apgabala). Koku vecuma noteikSana

netika veikta.

DNS genétisko analizu rezultata ieguva 184 lokusus amplificétus ar devinpiem
retrotranspozonu markieriem (ar IRAP metodi), 1. pielikums; un 33 lokusus ar trijiem SSR

markeriem, 2. pielikums. SSR datus parkodgja binaro datu veida. SSR lokusu amplifikacijas
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meérkis bija salidzinat ar retrotranspozonu markieriem iegiito polimorfismu ar SSR datu

rezultatiem, ka visparpienemtas metodes daudzveidibas petijumos.
17. tabula. Augstuma (h) un diametra(d) mérijumu statistiska analize un salidzinajums starp
trim priedes populacijam. Izmantoti 50 individu meérijumi katra populacija augosa paugura,

nogaze un parpurvojuma.

L Videiais Vidgja vidgja Vidgja Ticamibas
Populacija, d v1ae) ai kvadratiska | kvadratiska Starpiba starpibas Koofici
(diametrs, aritmetiskais novirze Klida Kliida oeficients
cm); h
(augstums,cm) Xvid 5 Sx d Sd t>3, bitiska

atsSkiriba
Paugurs-d 247,58 63,3 8,86 | 12,38 (k-n) 11,53 (k-n) | 1,07 (k-p)
Paugurs-h 219,68 26,06 3,65 | 8,3 (k-n) 5,1 (k-n) 1,62 (k-p)
Nogaze-d 235,2 50,1 7,02 | 65,56 (n-p) 9,21 (n-p) 7,11 (n-p)
Nogaze-h 211,38 24,45 3,42 | 51,52 (n-p) 4,83 (n-p) 10,65 (n-p)
parpurv.-d 169,64 40,58 5,68 | 77,94 (k-p) 10,74 (k-p) 7,25 (k-p)
parpurv.-h 159,86 23,4 3,27 | 59,82 (k-p) 5,00 (k-p) 11,94 (k-p)
Starp populacijam Starp populacijam

4% 3%

41. attels. Molekularas variacijas procentudld dala (AMOVA, GenAIlEx) izmantojot

SSR markieru datus (A) un retrotranspozonu markieru datus (B).

Vispirms retrotranspozonu markieru datus Sai pasai populacijai salidzinaja ar SSR
markieru datiem. Datu kopu (150) sadalija atkariba no analizto paraugu augSanas vietas
trijas populacijas (pa 50 paraugiem): paugurs, nogaze, parpurvojums. Molekularas
daudzveidibas analize (AMOVA) neatrada batisku genétiskas daudzveidibas atSkiribu starp
populacijam. Salidzinot ar SSR markieru datiem, atrasta daudzveidiba starp populacijam ar
IRAP markieriem bija nedaudz lielaka, bet Sis rezultats ir sagaidams, jo markieru tips, skaits

un analiz€to lokusu skaits atS$kiras (41. attéls). Tapat, izmantojot IRAP markierus, paugura
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populacijai vid€ja sagaidita heterozigotate (He) bija nedaudz palielinata (0,344) salidzinot ar
nogazes (0,304) un parpurvojuma (0,301) populacijam, bet péc SSR datiem He vari€ja
minimali (0,126, 0,117, 0,135). Sie dati liecina, ka parpurvojuma augosa populacija ir tikpat

daudzveidiga un neatskiras no pargjam.

IRAP datu paraugkopu sadalija un analiz€ja p&€c izmantotajiem retrotranspozonu
praimeriem, péc praimeru izcelsmes veida (karstums vai biotiskais stress) un péc augsanas
vietas (paugurs, nogaze, parpurvojums). Visos gadijumos statistiskie raditaji lidzinajas
iepriek§ min&tajiem, nenozimigi palielinajas tikai heterozigotate (He) paugura populacijai.
Izmantojot individu binaro datu genétiskas distances matricu, veica PCoA testu, kas
retrotranspozonu markieru gadijuma nodalija paugura augoSu populaciju no nogazes un
parpurvojuma populacijam (42., 43. atteli). PCoA tests veidots uz genétisko distancu
matricas daudzfaktoru analizes pamata, noradot butiskakas variacijas koordinatés. Pirmas tris
koordinates izskaidro 56,46% no variacijas starp IRAP datiem, un 61,15% SSR datiem. Tacu
SSR dati neparada atskiribu starp subpopulacijam.
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42. attels. Nespecifisko retrotranspozonu IRAP amplifikdcijas datu PCoA tests dabigi

atjaunojusas priedes audzei.

Tika saskaitits amplificéto fragmentu skaits. Analizi veica novertgjot noteiktaja
populacija amplificéto fragmentu skaita vid€jas aritmétiskas vertibas. Retrotranspozonu
markieru amplifikacijas fragmentu analizei izmantoja tikai paraugus ar augstas kvalitates

amplifikaciju, tapéc individu skaits (n) bija atSkirigs katrai populacijai. Paugura augos$ajai
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populacijai pétija 38 paraugus, nogazé — 44 un parpurvojuma - 45. Katrai no datu kopam
aprekinaja vidéjo kvadratisko novirzi (8) un videjo kvadratisko klidu (Sx) (/8. tabula).
Paugura populacijai ieveérojami atSkiras gan amplificéto lokusu skaita vidgja aritmétiska

vertiba, gan standartnovirze.
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43. attels. SSR datu analize ar PCoA testu dabigi atjaunojusdas priedes audzei.
Nogazes un parpurvojuma populacijam vid€jas lokusu skaita vertibas atSkiras
standartnovirzes robeZzas. Lai gan variacija populaciju iekSiené ir augsta (44. attéls), var
redzet, ka amplificéto lokusu vid€jais aritmétiskais skaits konstanti pieaug paugura augosai

populacijai veicot 1idzigu statistisku analizi sadalot datus péc markieriem (45. attéls).

Lai noskaidrotu, vai atSkiriba starp paugura un nogazes/parpurvojuma populacijam ir
bitiska, noteica vidgjo vertibu starpibu (d), §1s starpibas vidgjo kliidu (Sd) un norméto novirzi
(t). Starpiba starp paugura un nogazes populacijam ir vienada ar 6,78+1,42, bet starp paugura
un parpurvojumu starpiba ir 8,48+1,34. Ta ka ticamibas koeficientam vertibas ir lielakas par
vertibu tris (/7. tabula), starpibu var vertet ka butisku ar varbutibu 99% (P=0,01). Papildus
tika izmantota ar1 tieSaka metode, kur tika noteikts F-kritérijs un novértéta ta vertiba péc
tabulu veértibam ticamibas Itmenim P=0,05 un brivibas pakapei df (40). Péc F-kriterija
noveérté€sanas, paugura un parpurvojuma lokusu skaita vid€jo vertibu starpibu var uzskatit par
bitisku, bet atSkiribas starp paugura un nogazes populacijam par nejausam atbilstosi dotajai
ticamibas pakapei (/8. tabula).
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18. tabula. Retrotranspozonu fragmentu amplifikdacijas datu kopas analizes statistiskie

raditaji. Populdcija augoSa paugura (pg), nogazé (n) un parpurvojumda (p).

Populacija

Vidgjais
aritmétisk
ais

Vidgja
kvadratiska
novirze

vidgja
kvadratiska
kluda

Starpiba

Vidgja
starpibas
klada

Ticamibas
koeficients

F-kriterijs

Xvid

Sx

d(Xvpg-
Xvn/p)

Sd (pg-n/p)

3

F, P= 0,05,
df(40) >1,51

Paugurs

116,37

6,80

1,10

Nogaze

109,59

6,08

0,92

6,78

1,42

4,77

1,25

Parpurvoj
ums

107,89

5,40

0,80

8,48

1,34

6,33

1,58
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44. attéls. Retrotranspozonu amplifikdcijas lokusu skaita vidéjas aritmétiskas vértibas

dazados apstaklos augosiem individiem ar nordditu vidéjo vertibu katrai subpopuldcijai.

45. attéla paradits vidéjo lokusu skaita sadaltfjums katram markierim. Redzams, ka daziem

markieriem (IR 6, IR 4, IR 1) amplifikacija pieaug ar1 parpurvojuma populacija. Lai

novertétu starpibas butiskumu, ta tika salidzinata ar vidgjo kvadratisko novirzi. Jo starpibas

vertiba vairak parsniedz novirzi, jo §is atSkiribas ir bitiskakas (46. attéls). Atskiribas

amplifikacija starp pauguru un parpurvojumu ir biitiskas markieriem IR_2, IR 7, IR 5, IR 6,

bet starp pauguru un nogazi tikai IR_6.
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45. attéls. Retrotranspozonu amplifikdacijas lokusu skaita videjas aritmetiskas vertibas

atkariba no izmantotd markiera.

Izmantojot jaunizveidotos parastajai priedei specifiskus retrotranspozonu markierus,
dabiskai priedes populacijai tika noteikta augsta genétiskas daudzveidibas pakape, kas bija
sagaidams. Novertgjot fragmentu izplatibas atSkiribu atkariba no augSanas apstakliem,
konstatgja biatisku fragmentu skaita pieaugumu kalna augosajiem individiem. Saja pétijuma
markieri tika konstruéti, balstoties uz augstas temperattiras un kukainu uzbrukuma rezultata
iegltiem ekspres€tiem fragmentiem, bet vertétas tika mitruma reZima rezultata iegitas
atSkiribas, jo nav iesp&jams atrast priezu populaciju ar pierdditu konstantu kukainu
uzbrukumu vai ilgtermina klimatiskajam ietekmém. Karstuma stress ir konservativs un plasi
sastopams, iesp&jams tap&c uz $o stresa veidu reag€joso mobilo elementu izplatiba varétu bt
plaSaka un atSkiriba subpopulaciju vidi varétu but mazaka. lesp&jams, atskiribas nav tik
izteiktas ar1 paraugkopas izveles dél. Tomer, viens markieris IR 2 parada bitisku atSkiribu
starp paugura un parpurvojuma subpopulacijam. Biotiska stresa markieru amplificéto
fragmentu skaits butiski pieauga paugura augoSajiem individos. Noveért&jot visu datu kopu,

konstat€ja statistiski ticamu atskiribu retroelementu izplatiba paugura augosajiem individiem.
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46. attels.

Markieru amplifikdcjas joslu skaita vidéjo aritmétisko starpibas

salidzindjums ar vidéjo kvadratisko novirzi (o).

3.5.2. Somaklonalas variacijas noverteSana

Devinus izveidotus IRAP praimerus parbaudija uz 26 gadus veciem parastas priedes

kokiem, kas reprezent€ Cetru klonu rametus augoSus dazadas klimatiskajas zonas ierikotajas

plantacijas ,,Dravas” un ,,Saviena”. Péc SSR datiem rameti neatskiras (/9. tabula).
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19. tabula. Parbaudito rametu nosaukums, ievaksanas plantdcija, SSR dati.

Nr. | Rameti Plantacija 3107 4001 4011

1 | RJ17-1 Saviena 164 166 214 216 262 262
2 | R-J17-11 Saviena 164 166 214 216 262 262
3| RJ17-3 Dravas 164 166 214 216 262 262
4 | R-J18-1 Dravas 164 164 202 206 260 260
5 | R-J18-2 Dravas 164 164 202 206 260 260
6 | R-J18-F Saviena 164 164 202 206 260 260
7 | R-J18-C11 | Saviena 164 164 202 206 260 260
8 | Ug4sv-3 Dravas 164 166 216 228 267 280
9 | Ug4-F Saviena 164 166 216 228 267 280
10 | Ug4-E Saviena 164 166 216 228 267 280
11 | Ug 6m-2 Dravas 158 166 216 216 260 262
12 | Ug 6sv-5 Dravas 158 166 216 216 260 262
13 | Ug6-E Saviena 158 166 216 216 260 262
14 | Ug 6-F Saviena 158 166 216 216 260 262

R-J 17 R-J 18 Ug 4 Ug 6 NK ja33~'"

- -

s -

I

: U‘Ih,_

uﬁh.
-y

47. attéls. IR_3 IRAP amplifikacijas produkti parastas priedes rametu gDNS, (NK)

negativa kontrole, (ja3) gDNS no Ja003 klona.
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Astoniem IRAP markieriem amplifikacijas produkti bija vienveidigi (47. attéls),
neidentificéja skaidri atSkiramus polimorfus fragmentus. Tikai ar praimeri IR 2 ieguva

polimorfus produktus, kas bija skaidri atSkirami katrai rametu grupai (48. attéls).

48. arwtels. IR 7h (T73,

Gypsy-1) IRAP
amplifikacijas  produktu
polimorfisms priedes
rametiem.

(A) R-J 17

(B) Ug 6

Polimorfi produkti novéroti gan ,,Savienas”, gan ,,Dravas” plantaciju paraugiem no
dazadiem rametiem. Produktus izolgja un sekvengja. 1zolgja septinus polimorfus fragmentus,
péc aprakstita protokola tos liggja ar plazmidu un pavairoja E.coli $inas, ieguva 17
sekvences. Visiem fragmentiem to galos atrasts praimeris IR 2. Ieguva tris lidzigas sekvencu
grupas un divas individualas sekvences. Viena no identificéto sekvencu grupam nelidzinajas
nevienam datubazu ierakstam. Otras grupas piecas sekvences (869 bp) 3’ gala Iidzinajas
Gypsy-30 Pab-I elementa ieks€jas dalas 3’galam. Ta ka Repbase nav §1 elementa LTR, tos
izolgja no Picea glauca BAC sekvences, bet §1 elementa LTR nelidzinajas nevienai no
atrastajam sekvencém. Pinaceae BAC identific€tas sekvences bija dal&ji lidzigas P.taeda
genomiskajai sekvencei. Analiz€jot So sekvenci izdevies identificét divus tieSos atkartojumus
(iespgjamus LTR), kas ar 555 bp lidzinas pirmas grupas identificétajam sekvencém. ST

struktiira pilniba nelidzinas nevienam retrotranspozonam datubazes, bet dal&ji lidzinas (par
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70%) Copia-17 PAb-I (MA _172979) no Picea abies iek§€jam doménam un nelielam LTR
rajonam (63 bp). Identific€tais Copia-17-Pab-I elements ir tikai 4052 bp gars ar 858 bp LTR,
pa vidu ir ORF ar vaju lidzibu Copia poliprotetnam. NCBI datubazg ir pilnas struktiiras
lidziba tikai ar sesam P.taeda BAC sekvenceém. 17 EST lidziba ir ar struktiiras LTR rajoniem,
bet 4 EST Iidzinas ar1 iekS€jai sekvencei ar zemaku lidzibas pakapi. V&l vienas grupas
sekvences (507 bp) art lidzinajas Copia-17-PAb-I un ari identificétas P.taeda struktiiras LTR,
kur bija lidzigi 32 bp no fragmenta beigam. Individualas sekvences nelidzinajas datu bazu
ierakstiem. Kopuma tris no sekvenétiem polimorfiem priedes rametu fragmentiem,
izgrieztiem no dazadiem kloniem, 1idzinajas jaunatklatajai struktiirai, Iidzigai Copia-17-Pta-1
LTR TE, kura sekvence ar1 identificéta P.taeda BAC. Viena elementa LTR fragmentu
identific€Sana starp klonu priezu rametiem polimorfiem fragmentiem, var liecinat par nesenu

transpozicijas gadijumu §is gimenes elementiem.

3.6. Identificéto retrotranspozonu izplatiba un daudzveidiba kailséklos

3.6.1. Kailséklu filogenétiska analize ar IRAP

60 dazadu sugu kailseklu DNS paraugu (ar atkartojumiem) analizei izmantoja seSus
IRAP markierus, filogenétiska analizé ieklava ari Cetrus parastas priedes paraugus. 241
fragmentu ieguva ar: IR 2, IR 5, IR 6, IR 4, IR 1, IR 3. Vidgji katram individam ieguva
38,8 fragmentus, ar variaciju 134,59 un standartnovirzi 11,6. Datus sagrupgja lielakas grupas
péc piederibas gintij: baltegles (7), egles (14), priedes (19), citi Pinales (20) un citi kailsekli
(5). 223 fragmenti bija polimorfi, nav atrasti fikstie fragmenti neviena grupa. So datu
AMOVA analize uzradija 12,4% variaciju starp grupam un 87,6% variaciju grupu iekSiené.
Kailseklu gintis nav parstavétas ar vienadu sugu skaitu (49. attéls), tomer Thuja raksturojas ar
vismazako amplificéto polimorfo lokusu skaitu (37), salidzinot ar [idzigi parstavétiem Tsuga
(58), Taxus (56) un Pseudotsuga (52). Pargjam skujkoku gintim polimorfo lokusu skaits bija
lielaks par 100 un dalgji atkarigs arT no analiz€to paraugu skaita. Fragmentu reprezentacija
individa (%) jeb frekvence (50. attéls) ir aprékinata ka fragmentu skaits individam attieciba
pret kop&jo lokusu skaitu reizinats ar 100. Gintim sastavo$am no vairakiem paraugiem
aprekinaja So frekvencu vid€jo aritmétisko, atdalot Pinus sylvestris paraugus atseviski no
pargjam Pinus sugam. Augstaka fragmentu amplifikacija ir parastajai priedei, kuras genomam

veidoja markierus (19,71), tapat augsta frekvence ir priedei radniecigajai eglei (19,38). Pargjo
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priezu sugu zemaka fragmentu reprezentacija skaidrojama ar vairaku attalu priezu sugu

ieklauSanu analizé (P.banksiana, P.contorta, P.pumila, P.canariensis).

Tsuga 58
Pseudotsuga 52
Thuja 37
Taxus 56
Larix 108

ne_Pinales 116
Abies 118

Pinales_citi 134
Picea 167
Pinus 187

kopa 223

0 50 100 150 200 250

B Parauguskaits  ® Polimorfo lokusu skaits

49. attels. Polimorfo lokusu skaits dazadas kailséklu grupas un so grupu lielums.
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50. attéls. Vidéja (kur ir iespéjams) un individuala fragmentu reprezentdcijas

frekvence, %.
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Thuja ir samazinats ne tikai polimorfo lokusu skaits, bet arT visu fragmentu frekvence
(49. attels). Tapat, 1pasi zema amplifikacija novérota eksotiskajiem kails€kliem, kas neaug
ziemelu puslod€ (Wollemia nobilis, Zamia integrifolia, Araucaria). PCA tests parada parastas
priedes paraugu klasterizaciju (51. attéls). NJ-filogengtiska analize ar filog€nijas testa
,bootstrap” 10 000 atkartojumiem, sagrup€ja parastas priedes paraugus atseviska zara ar
augstam vertibam (52. attels), kas ir sagaidams, jo par€jas sugas ir parstavetas tikai ar vienu
paraugu. Tapat, analize nodalija eglu un balteglu gints parstavjus, bet priezu gints gadijuma

nodalija strobus un pinus apaks§gints paraugus atseviskos zarojumos.
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51. attéls. Galveno komponentu analize, PCA tests (FAMD).

Ka bija sagaidams, dazadas kails€klu grupas savstarp€ji ir diezgan lidzigas, uz ko
norada katra zarojuma statistiskas ticamibas Itmenis. Ar augstu ticamibas pakapi (lielaku par
80) nodalas P.sylvestris paraugi. Ari balteglu gints parstavji parliecino$i nodalijas no

pargjiem paraugiem, kas liecina par petamo TE atskiribam Saja grupa.
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52. attéls. Kailsekju filogenétiska analize izmantojot priedei specifiskus IRAP
retrotranspozonu markierus. Oranzaja trisstiuri - priezu apaksgints Strobus; zalaja trisstir -
priezu apaksgints Pinus; sarkanaja trisstiuri - eglu gints klasteris; zilaja trisstirt - balteglu

gints klasteris, pelekaja trisstirt - Pinus sylvestris.
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3.6.2. Identificéto fragmentu izplatiba kailseklu genomos

Izoleto retrotranspozonu izplatibu parbaudija ar iek$€jo sekvencu amplifikaciju 68
kailseéklu paraugiem ar astoniem atkartotiem paraugiem (sakot no paraugu ievakSanas un
DNS izoléSanas). Parastajai priedei karstuma stresa identificéta un sekvenéta psTE283
retrotranspozona gag-RT doménu amplifikacija uzradija lielako produktu daudzumu
sagaidama fragmenta garuma diapazona parastajai priedei un vél piecam priedes sugam,
divam eglém, hemlokeglém, ciedriem un ar diviem tadiem attaliem taksoniem ka ginks un

ceratozamija (53. attéls).
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53. attéls. psTE283 retrotranspozona gag-RT doménu amplifikacija 32 paraugiem,
sagaidamais produkta garums 1518 bp.
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Ar psTE283 nenotika sagaidama garuma fragmentu amplifikacija duglazijam, ciedrupriedém,
lapegléem, volémijai, ka art greizajai priedei (P.contorta). Sarkanajai eglei (Picea rubens),
vienkrasas balteglei (A4.concolor), ka ar1 pargjam balteglém fragments bija nedaudz garaks.
Pargjiem paraugiem josla amplificgjas tuvu sagaidamajam fragmentam, bet joslas nebija
spilgtas, kas varétu noradit uz mazaku kopiju skaitu $§im sugam, vai ari retrotranspozona

homologa mutacijam praimeru komplementaritates vietas.

psTE101 (no T50) elementam amplificgja 5° LTR 3’ dalu un gag doména dalu.
Atskiriba no ieprieksgja retrotranspozona, ptTE101 izteikta amplifikacija bija mazakam sugu
skaitam - septinam priedém (P.sylvestris, P.nigra var. banatica, P.latifolia, P.mugo, P.
ponderosa, P.canariensis, P.pinea). Amplificéto joslu skaits §im sugam bija plasaka

diapazona no 500 bp lidz 1500 bp (54. attéls).
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54. attels. psTE10] retrotranspozona LTR-gag doménu amplifikdacija 32 paraugiem,
sagaidamais produkta garums 700 bp.
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55. attels. psTE121 (T73) ieksejas sekvences-LTR amplifikacija 32 paraugiem ar
Itr121-3_F-R praimeriem un 1608 bp sagaidamo produkta garumu.

TE121 retrotranspozonam amplificgja ieksgjas sekvences-LTR fragmentu (1608 bp).
Fragmenti vari€ja no 1,2 kb Iidz apm&ram 2,5 kb (55. attéls) P.nigra, P.latifolia, P.nigra var.
banatica, P.mugo, P.ponderosa, P.sylvestris. Salidzino$i specifiska un spilgta josla
sagaidamaja garuma noveérota eglei P.rubens, vairakam priezu sugam P.peuce, P.sibirica,
P.koraiensis, P.canariensis, P.pinea, ka ari attalakajiem Gingko biloba un Araucaria

heterophilla.

Copia-18 BD homologam konstruétie praimeri iekS€jai elementa sekvencei
amplificgja daudz polimorfo lokusu, bet amplificétie fragmenti nebija lidzigi psTE101,
psTE121, psTE283 elementu doménu amplifikacijas gadijuma. Ka zinams, ar Siem
praimeriem priedé amplificgjas ar TE nesaistitas sekvences. Amplifikacijas ar SA07 (ar
Copia-18BD-lidzigu rajonu) rezultgjas viena specifiska produkta visiem kailseéklu paraugiem,
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kas dros$i vien ir hloroplasta augsti konservativais rajons. Monomorfus produktus, kas ar1
lidzinas hloroplasta sekvencei, ieguva ar B153C praimeriem. Analize paradija, ka Sie
fragmenti ir sastopami visu petijuma ieklauto paraugu vidd, kas apstiprina §1 rajona izcelsmi
no hloroplasta genoma. Savukart Cereba-lidziga fragmenta B153TE amplifikacijas produkti
vari€ja. Sagaidama garuma (120 bp) fragmenti noveéroti 15 priedes sugam, 10 egles sugam,
divam balteglém un vienai lapeglei. Tapat amplifikacijas produkts novérots ginkam, bet

vairaki polimorfi fragmenti novéroti tikai Stangeria eriopus.

Parbaudija ar1 pargjo specifisko praimeru amplifikaciju. leguva atskirigus rezultatus,
viena gadijuma praimeri konstanti amplific§ja specifisku produku sagaidamaja garuma, citos
gadijumos dazam sugam iegiits atskiriga garuma fragments, dazreiz katrai sugai ieguva daudz
polimorfo joslu gan ar sagaidama lieluma produktu, gan ar atSkirigiem produktiem.
Rezultatus vert§ja sekojosi: atzimeja ar 1/0 sagaidama garuma produktu esamibu, bet ar 1-4
polimorfo lokusu salidzinoSo skaitu (20. tabula). Ar 4 atzimg&ja lokusus ar spilgtu izsmerétu
joslu (ka aprakstits retrotranspozonu doménu amplificéSanas gadijuma), ar 1 - viens
amplific€ts fragments, 2 - dazas polimorfas joslas, 3 - daudz polimorfo joslu. Pievienoja ar1
ptTE101, psTE283 un ptTE121 aprakstito retrotranspozonu amplifikacijas analizi. Var redzet,
ka Pinus sugu grupai ir biezak sastopama izoléto TE polimorfa amplifikacija un attalakas
kailseklu gintis ta samazinas. Specifisko fragmentu izplatiba ir vienmérigaka, jo praimeri
piemekl&ti nelielam homolologijas rajonam. Saja pétijuma no P.sylvestris izoletie TE ir ari
P.nigra, P.latifolia, P.mugo un P.ponderosa genomos. Karstuma stresa izol€tais psTE283,
atSkiriba no pargjiem aprakstitajiem elementiem, ir atrodams ari attalajos Cedrus deodara,
Ginkgo biloba, Ceratozamia mexicana genomos, kas liecina par §1 elementa senu izcelsmi un
saglabasanos priedes sugam apejot egles ginti. psTE283 doména amplifikacija ir atSkiriga $im
sugam, §1 tipa joslas nav noveérotas nevienai no petijuma ieklautajam eglu, balteglu un lapeglu
sugam. Visatskirigakie no parastas priedes TE bija Pseudotsuga menziesii var. glauca un
Wollemia nobilis. Interesanti, ka priezu ginti péc izmantotiem markieriem no parastas priedes
ir atSkiriga greiza priede (P. contorta). 1zmantojot specifisko markieru datus (26 lokusi)
konstrugja dendrogramu (56. attels). Lai gan lokusu skaits nav liels, 12 priezu sugas
klasteriz&jas viena zarojuma. PrieZzu sugu zarojuma P.nigra un P.nigra var. banatica, ka
sagaidams, klasteriz€jas kopa ar augstam varbitibas veértibam. Lidzigi, ka ar nespecifisko
markieru filogenétiskajam analiz€m, Ziemelamerikas sugas P.contorta un P.banksiana
atSkiras no par§jam priedes sugam. Attali taksoni parsvara vaji, bet nodalas no skujkokiem:

Ginkgo biloba, Zamia integrifolia, Ceratozamia mexicana, Cycas revoluta, Stangeria

126



A.Voronova, 2014

eriopus. A1 eskotisko gints parstavji klasterizajas sava starpa vai ari vaji ar citiem taksoniem:

Torreya, Wollemia, Araucaria, Podocarpus.

6.

Plnus =yheessxirls

22 [

=2 Flnus mugo

Pihus plnees .
EL 1 FPinus canarfensls Pmus

Finus pondenoss

FPinug lIatitolla

P inus nigras

Elnue nigraatic

Finus sibirca
Finus cembra
i — Strobus: Strobus
Pinus pumili=a
F [ F-"g- g7}

7 I
o Taocus coespldado
o Faaudctaugs menzlasil
24 I Ceadrus deodara

FPlicaa nibens

—..I_I Flcea mexcimowiczll
28 Picea glehnil

o 28 Ploasa monthgens
— Ables nolophvila
1 Ables korsana
?I Ables vaitchill

Lart~ kKaemter
Saguoia @empendnans

LY Lark< laricina
—1 Stangeria arlopus
az Flcea sitchenels
——1 CUPMBEEEUS S pend rens
3 15_| Plnus parces
FoN - all b
= Larbc kaamit=xchatlca)

FodOoCalpLEs Nnacnophyiies
Ploea ables
=1 Plcaa Koy an &
EL FPicea Engeinnannil
Pinus Stobnks
Larlx mardtinma
CarEtos S L rrase st
Teuga hetarcophyila
Thujs plicats

TEuga canacens|s
Ploces lezosnsls

Thula cccldentalls

Arsucara heterophywila

Cyocas revolule

Ables concolor

Flcas [pUngpeans

FPicaa glauca
GlInkgs Biloba

— e ABblee Xphanaencdaple.
- o1 T Pinus contortaa
18 1 Pinus banicslana
Z0 | Wollmm ia nobllls
—sel Araucara bichaallil

attéels. Kailséklu filogenétiskais koks, veidots pamatojoties uz specifisko TE-lidzigo

sekvencu markieriem un triju hipotétisku TE doménu amplifikacijas.
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4. Diskusija

4.1. TE-Iidzigo transkriptu identificeéSana

Transpon&jamie genétiskie elementi ir lielaka augu genoma sastavdala, stresa apstaklos tie
var izraisit funkcionalas mutacijas, ar savam regulativajam sekvenceém ietekméjot génu darbibu vai
izjaucot génu sekvences (Rebollo et al. 2012), bet I klases TE jeb retrotranspozoni var ar1 producét
funkcionalus RNS transkriptus (Piriyapongsa et al. 2007). Retrotranspozonu vai ar tiem saistito
sekvenCu transkripcionalas aktivéSanas pétijumi varétu paatrinat noderigo regulativo lokusu
identifice8anu kompleksajiem augu genomiem. Sis pétfjums veltits stresa apstaklos ekspreséto
retrotranspozonu un to sekvencu saturoso transkriptu identificéSanai kompleksaja parastas priedes

(P.sylvestris) genoma.

Sugas nespecifiska iPBS metode lauj identificét retrotranspozonus nesekvenétiem augu
genomiem (Kalendar ef al. 2010). Stresa apstaklos nespecifiski PBS praimeri lava konstatet
diferencialu TE-lidzigo sekvencu ekspresiju, identificgjot virkni zinamiem retrotranspozoniem
lidzigas poliprotetnu sekvences, ka arT citas, pagaidim neidentificétas sekvences. Pretgji
gadijuma, ir detekteti tikai dazi diferenciali ekspreséti transkripti ar pret€ji orienteétam LTR
sekvencém to galos. Genomiskas DNS amplifikacijas gadijuma ar iPBS metodi ir iesp&jams iegit
50-70% ar TE saistitu sekvencu (Kalendar et al. 2010). Zemaks identificéto TE-Iidzigo sekvencu
skaits ir skaidrojams gan ar So transkriptu daudz mazaku reprezentaciju transkrib&jamo sekvencu
vidl, gan arl ar mazaku iesp&u identificét priedes TE-lidzigos transkriptus. Priedes genoma
retrotranspozonu sekvences ir atSkirigas no segsé€klu retrotranspozoniem (Kovach er al. 2010;
Nystedt et al. 2013), ipasi LTR sekvences raksturojas ar divergenci, ka ari izmantotajas datubazes
publiceto skujkoku TE sekvencu skaits ir nesalidzinami mazaks neka segsékliem. Tomér, So LTR-
LTR fragmentu konstatéSana priedes transkriptoma norada uz to, ka retrotranspozonu klasteros var
notikt arT nepartraukta vairaku retrotranspozonu vai ari to nefunkcionalo palieku transkripcija.
Vairaki diferenciali ekspresétie fragmenti saturéja TE homologos rajonus visa ta garuma, ipasi daudz
sekvencu identificétas pateicoties TE kodgjoso doménu lidzibai, jo Sie rajoni dazadam TE gimeném
ir viskonservativakie. Tapat, nespecifiskie PBS praimeri amplificgja dazadus RNS génus, kas satur
PBS komplementarus saitus. Visos gadijumos homologija ar pilnigu vai daléju izmantota PBS
praimera sekvenci ir konstatéta ari TE sekvencei. Ta notika ar1 identific€tajam DNS transpozonam

EnSpm, kuram izmantota PBS praimera sekvence bija komplementara TE ORF, iznemot pirmos tris
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nukleotidus no 5’ praimera gala. Pielietojot nespecifisku amplifikaciju starp PBS sekvencém, ir

izdevies identificét ieprieks neaprakstitus elementus, kuri ir ekspreséti stresa apstak]os.

Saja pétijuma identificja Getrus transkriptus, kas ir homologi vienam LTR visa transkripta
garuma (T10 (Laura), T31 (Erica), B301 (PIGY) un SA03 (Gypsy-3-HV). Visi $ie elementi pieder
Gypsy virsgimenei un satur augstu Iidzibas pakapi ar atbilstoSo homologu nukleotidu sekvencu
Itmeni. Citi transkripti satur§ja dalgju lidzibu ar LTR sekvencém. Zems identificeéto LTR homologu
skaits ir skaidrojams ar zinamu LTR sekvencu variabilitati starp TE gimen&m, lidz ar to vairums no
iespgjamajam LTR sekvencém palika neidentificétas mekl&jot homologiju starp publicéto segséklu
genomu TE sekvenceém. Nesena papeles genoma TE analize paradija, ka tikai 42% no papeles TE ir
homologi kadai publicétai TE sekvencei (Cossu et al. 2012). Parastas egles genoma, kas ir viens no
pirmajiem sekvenétajiem skujkoku genomiem, ari Gypsy TE ir ar lielaku Ipatsvaru salidzinot ar
Copia TE. P.abies genoma tikai aptuveni puse atkartoto sekvencu uzradija [idzibu ar jau aprakstitiem
TE. Salidzino$a analize starp dazadiem skujkoku TE rada, ka vairums TE ir veci, un bija izplatiti
genoma jau pirms taksonu atdaliSanas. P.abies genoma analize norada, ka skujkokiem LTR TE viens
no otra ir atSkirigi, un genoma pastav ari vairakas TE gimenes ar zemu izplatibu (Nystedt et al

2013).

4.2. Stresa izsaukta TE-saistito sekvenc¢u ekspresija

Lielaka TE-lidzigo sekvencu daudzveidiba ir atrasta p&c karstuma stresa iniciacijas, kur
izoleto fragmentu skaits bija vismazakais, bet starp tiem ir atrasts pat II klases DNS transpozona
transkripts, ka ari bez-LTR LINE retrotranspozona sekvence un Gypsy un Copia virsgimenu
parstavji. DNS transpozonu CACTA gimenes EnSpm-lidzigu transpozonu aktivitate stresa apstaklos
ir pieradita vairakam augu sugam: kukuriizai (Peterson 1953; McClintock 1954), kvieSiem (Wicker
et al. 2003), sorgo (Chopra et al. 1999), risiem (Jurka 2005), pakSaugiem (Altinkut ef al. 2006).
Nejausa EnSpm-11dziga RNS transkripta identific€Sana norada uz aktivéSanas iesp&ju stresa apstaklos
§is gimenes parstavim ari P.sylvestris genoma. Tomér bez pilna garuma sekvences noteikSanas, nav
iespe€jams precizét, vai tiek aktivizéts DNS transpozons, vai tikai ta nefunkcionala dala. Senakas
izcelsmes Gypsy virsgimenei bija homologi vairak identificéto transkriptu, salidzinot ar Copia
virsgimenes homologiem. Viena no nedaudziem bioinformatiskajiem pé&tjjumiem par augu
retrotranspozonu transkriptiem, kur analiz&ja kukurtizas EST sekvencu sastavu, novéroja skaitlisko
Gypsy transkriptu parsvaru par LTR Copia un CACTA DNS transpozonu transkriptu skaitu (Vicient
2010). Lidzigi rezultati ir noveroti kartupeliem (Yadav, Singh 2013) un graudaugiem (Echenique et

al. 2002). Nevienu lidzigu fragmentu neatrada starp karstuma stresa eksperimenta izolétiem un augu
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hormonu apstrades rezultata izol€tiem fragmentiem. Zinams, ka retrotranspozonu transkripcija ir
atkariga no in cis darbojosSos regulativo sekvencu reprezentacijas LTR sekvencé (Vernhettes et al.
1998; Takeda et al. 1999; Butelli et al. 2012). Sis regulativas sekvences ir atkarigas no dazadam
signalmolekulam, un tatad ar1 dazadiem vides vai stresa faktoriem (Hirochika 1993; Beguiristain et

al. 2001; Tapia et al. 2005; Ito et al. 2011).

Kukainu invazijas eksperimenta iegiits liels diferenciali ekspreséto fragmentu skaits, tomer
atklato TE-lidzigo sekvencu skaits ir salidzinams ar karstuma stresa identificéto. Liela fragmentu
grupa lidzin3jas dazadam Ogre doménu sekvence€m. Ogre ir milzigs transkripcionali aktivs Gypsy
LTR TE, kurs§ sakotngji ir aprakstits zirnu genoma, bet atrasts arT citu divdigllapju sugam, pieméram,
Medicago truncatula (Neumann et al. 2003). Tapat, aprakstits, ka §Sim elementam notiek pre-mRNS
nobrieSana (splaisings), kas nozime, ka var tikt identific@ti alternativi transkripti (Steinbauerova ef al.
2008). Dazus Iidzigus transkriptus atrada p&c kukainu invazijas un péc SA apstrades, kas ir saskana
ar zinamu SA funkciju. SA darbojas ka signalmolekula, kura inducé auga pretestibas reakciju
patogénu uzbrukuma laika (Malamy et al. 1990; Malamy, Klessig 1992; Klessig ef al. 2000; Durrant,
Dong 2004). Zinams, ka vairaku augu retrotranspozonu transkripcija ir inducgjama ar SA apstradi,
pieméram, tomatu 7LC1.I (Tapia et al. 2005), tabakas Tntl (Grandbastien ef al. 1997), auzu OARE-1
(Kimura et al. 2001).

Abscizskabe (ABA) ir augu hormons, kur§ mitruma nepietickamibas gadijuma tiek iesaistits
atbildes reakcija, un tas tiek sintez€ts gan sakn€s, gan lapas, bet var tikt uznemts art no apkart&jas
vides. ABA receptori lokaliz€jas atvarsniSu Sinu membrana (Wilkinson, Davies 2002). ABA spgj
uzkraties simplasta rezervuara un neizraisit atbildes reakcijas augiem, kamér lapas un saknés nav
panakts tipisks idens deficitam raksturigs pH (Wilkinson, Davies 2002). Iesp&jams, tas izskaidro tik
nelielu ABA efektu uz priedes rametu TE-saistito sekvencu transkripciju Saja eksperimenta, jo
stadiem neradija Gidens deficitu. Literatura ir aprakstiti gadijumi, kad retrotranspozoni transkrib&jas
atbildot uz ABA apstradi, pieméram, zemeném FaRel Copia LTR TE (He et al. 2010). Miezu Copia
LTR BARE-1 sekvence satur ABA inducgjamu elementu, kas var izskaidrot §1 elementa kopiju skaita

palielinasanos sausuma stresa ietekmé (Kalendar et al. 2000).

Lielaka transkriptu grupa, kuru identificg€ja péc apstrades ar ABA, bija homologa Copia-
18 BD elementam no Brachypodium, bet Sie transkripti ir ar1 homologi hloroplasta rajonam.
Iespgjams, hloroplasta rajons ir ieklauts Copia-18 BD retrotranspozona Brachypodium genoma.
Zinams ar1, ka retrotranspozonu 3’ ieks€jas sekvences rajons starp pol doménu un LTR daziem TE
satur konservativu rajonu ar nezinamam funkcijam (Havecker et al. 2004). Saja rajona

retrotranspozoniem var atrasties armt hromodoméns (Novikov et al. 2012). Iespgjams ari, ka §is rajons
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var kalpot par piesaistes regulacijas motivu, lidzigi ka CRM elemetiem (Neumann et al. 2007). Nav
zinams, vai $1 Copia-18 BD homologs ir atrodams priedes genoma, $aja pétijuma homologu
sekvenci izolét neizdevas. lesp&jams, §T homologija ar Copia-18-BD ir nejausa, jo priedei un visiem
augiem S§1 seciba ir atrodama arT hloroplastu genoma. P&tijuma identificéta hloroplasta rajona
(ORF64c) insercija citiem augiem (ar sekvenétu genomu) ir atrodama ari kodola genoma. Pieméram,
atSkiriga skaita insercijas ir atrodamas algém, Arabidopsis lyrata, pakSaugiem (Glycine max,
Medicago truncatula), Populus trichocarpa, naktenu dzimtas augiem (kartupeli, tomati).
Viendigllapjiem, piem&ram, risiem genoma ir vismaz astonas §1 regiona insercijas, piecas insercijas
atrodamas Brachypodium distachyon, bet divas Sorghum bicolor. 1zplatita paradiba augu genomos ir
hloroplastu un mitohondriju DNS insercijas kodola genoma (Lin et al. 1999; Stupar et al. 2001; Guo
et al. 2008; Ueda et al. 2005). Interesanti, ka Sajos kodola genoma rajonos biezi ir sastopami TE ar
hloroplasta vai mitohondrija DNS inserciju, un uzskata, ka TE piedalas So rajonu parstrukturésana
(Ueda et al. 2005, Guo et al. 2008). Hloroplasta genomam homologu transkriptu identificéSana ar
varigjoSam flank&josam sekvencém, norada uz vairakam $1 rajona kodola insercijam ari parastas
priedes genoma. V&l jo vairak, citas transkriptu grupas identificéSana (B153) ar hloroplastam
homologu dalu un nehomologu TE dalu, apstiprina So iesp&u. Visi Sie transkripti (B153, SAOI,
SA07, ABAO3, ABAO02) varétu bit dazadu inserciju rezultats, interesanti, ka Sie transkripti ir
atrodami pirms stresa iniciacijas un to ekspresijas limenis strauji pieaug stresa apstaklu ietekme, bet
TE-Iidzigie amplifikacijas produkti ir atrodami tikai stresam paklautajos augos. Hloroplastu B153C
un SAQ7 dalas atrodas blakus viena otrai hloroplasta genoma, bet SA07 ekspresijas [Tmenis parastajai
priedei vid@ji ir divas reizes augstaks par B153C ekspresijas Iimeni. Tapat, So transkriptu homologi ir
sastopami citu augu EST sekvences, noradot, ka §is sekvences ir transkripcionali aktivas ari citas
sugas, iesp&jams TE inserciju d€l. Turpretim, lidzibas mekléSana ar B153TE Cereba-lidzigu rajonu
rezultejas vienigaja EST ieraksta Benksa priedei (P.banksiana), kas var noradit uz §is sekvences
specifisku transkripciju dazam priedes sugam. So transkriptu motivu analize paradija, ka 31 sekvence
var saturét miRNS génu, jo vismaz vienai sekvences dalai ar lielu iespgjamibu veidojas cilpveida
struktiira. Rajona sekvences konservativitate, sastopamiba, ekspresijas limena izmainas dazadu stresa
apstaklu ietekmé, norada uz §1 rajona iesp&amu funkcionalitati, kas ir janoskaidro turpmakos
pétijumos.

Nesen ir publicéts pétijums par retrotranspozonu aktivéSanos karstuma stresa ietekmé, kur
paradits, ka viena elementa aktivacija veicina stresa inducg€jamo génu darbibas paatrinasanos, ar savu
inserciju inkorpor€jot papildus transkripciju veicinosas sekvences (Ito et al. 2011; Feng et al. 2012).

Tas liecina, ka aktivo elementu mobilizéSanas var veidot jaunus génu atbilzu tiklus un tada veida
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piedalities jaunu pielagosanas iesp€ju veidosana, bet dabiskas izlases procesa paliek genotipi ar
prieksrocibu sniedzosam mutacijam. Ar1 parastas priedes genoma tadi daba sastopami stresa apstakli,
ka karstums un kukainu invazija, veicina dazadu ar TE-saistito sekvencu ekspresiju. Salidzinajuma,
apstrade ar ABA un SA jau pirmaja pétijuma posma izraisija zemaku nespecifisko iPBS polimorfo
lokusu amplifikaciju, un art izoléto fragmentu vidii TE-saistito sekvencu transkriptu sastopamiba bija
viszemaka. Tapat, nakamaja petijjuma posma, kur tika analiz€ts ekspresijas [imenis, pat daziem augu
hormonu apstradé identificétiem transkriptiem, ekspresija notika salidzinosi zemaka limeni. Tas var
biit skaidrojams arT ar karstuma stresa un priezu hermesa invazijas nespecifisku darbibu uz vairakiem
auga aizsardzibu aktivgjoSiem signalceliem, savukart SA un ABA ietekmé tiek aktivéti specifiskie

signalceli, apejot primara stresa iniciacijas celus.

Analizgjot TE-lidzigus un arT anontmus fragmentus, katram p&tamajam stresa tipam parsvara
identificgja atSkirigus transkriptus, tikai dazi fragmenti bija kopigi. Savstarpg§ja fragmentu
salidzinasana parsvara sakrita ar identifikacijas rezultatiem, tomér 1saks amplifikacijas rajons var
novest pie maldinoSiem rezultatiem. Pirmkart, kompleksaja priedes genoma Sie lokusi ir parstaveti
vairakas kopijas un dazadas transkripta dalas praktiski var biit Iidzigas augsti konservativiem
rajoniem, piem&ram, ka bija noskaidrots hloroplasta sekvencei un tas insercijam kodola genoma.
Otrkart, zinams, ka vienas gimenes dazadu tipu TE parstavji var transkribéties atskirigos apstaklos
pateicoties stresam sensitiviem elementiem lokalizétiem TE LTR (Kumar, Bennetzen 1999; Takeda
et al. 1999; Havecker et al. 2004; Beguiristain et al. 2001). Treskart, homologija ar datubaze
esos$ajiem ierakstiem var biit maldinoSa, jo vienai gimenei kod&josiem doméniem homologie
transkripti, priedes genoma var izradities dazadu TE gimenu parstavji. Piemeram, vairakkart atrastie
Gypsy Ogre gimenei homologie transkripti bija ar augstu lidzibu dazadiem doméniem pat nukleotidu
sekvencu Iimeni, bet amplifikacija starp kodgjoSiem doméniem ar genomisko DNS nedeva
rezultatus. lesp€jams, §1 lidziba attiecas uz dazadiem elementiem un ar Siem praimeriem tiek
amplificéts anonims genomiskais rajons starp elementiem. Iesp&jams ari, ka Sis elements ir sens un
priedes genoma ir palikusas izkaisitas konservativas TE dalas, kas generé himérus transkriptus, bet
petijuma identific€ja tikai to dalas. Tomér, amplifikacijas produkti pat ar vienu no Ogre-lidzigo
transkriptu praimeriem ir Joti polimorfi, dro$i vien, katra no §im gimeném priedes genoma ir
parstaveta vairakas kopijas.

Parasti TE 5° LTR satur polimerazes II promoteru (retak III), kas var kalpot par alternativu
transkripcijas uzsakSanas vietu genoma. LTR-gé€nu transkripti ir pétiti cilvéka genomam, visbiezak
alternativie promoteri darbojas audu specifiskajas §tinas un aktivi LTR ar alternativa promotera

funkciju cilvéka genoma ir sastopami tikpat biezi ka citi alternativo promoteru tipi (Cohen et al.
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2009). Nesen atklats, ka salidzinot génus kodgjoso sekvencu saturu, daudz lielaka genomiska DNS
dala tiek transkrib&ta zema limeni un Sie transkripti varétu biit nepiecieSami hromatina struktiiras
veidoSanai (Zhang et al. 2012). Liela skaita himerisku transkriptu atklasana peles oocitos un
embrijos norada uz iesp&jamu funkciju attistibas procesa regulésana ziditajiem (Peaston et al. 2004).
TE promoteru sastopamibas analize cilveku génu 5’ rajona identificgja daudz TE izcelsmes
transkripciju regul&josus signalus (Thornburg et al. 2006). Papildus identificétajam hloroplastu DNS
homologam sekvencém, vairakums identific€to fragmentu ir sastopami augu EST datubazes. Tas
norada uz to, ka dala no §Tm sekvencém ir konservativas dazadu priezu sugu vidii un ir ekspresétas.
TE sekvencCu evoliicijas gaita ir strauja un ar augstu mutaciju iesp&ju, tomer konservativas TE-
saistitas sekvences starp segséklu un kailseklu genomiem norada uz So sekvencu iesp&jamo
funkcionalitati. Atbildot uz nelabvéligiem vides apstakliem, aktiviem transpon&jamiem elementiem
var biit nozime augu genomu restrukturizacija un jaunu genotipu veidosana. Transpozicija
regulativajos vai génu rajonos var ievérojami ietekmét génu darbibu. Retrotranspozonu sekvencu
uzkrasanas augu genomos var noradit uz So sekvencu evolucionaro lomu un iesp&jamu liela genoma
izméra un 1€na metabolisma ritma priekSrocibu (Murray 1998, 2005). Nemot vera, ka jebkura
nelabveéliga mutacija atri tiks elimin€ta no populacijas, bet labveligi parkartojumi tiks uzturéti,
evolucionari katrai augstako augu TE gimenei jabut priekSrocibu sniedzoSai un jaizvairas no
kodgjoso rajonu izjaukSanas (Eickbush, Jamburuthugoda 2008). Tomer parasti tiek atklatas kaitigas
retrotranspozicijas gadijumi, kas noved pie vienkar§ak pamanama neparasta fenotipa veidosanas vai
pat slimibas. lesp€jams, tapéc ilgus gadus tika uzsverts tikai deletarais retrotranspozonu efekts, bet
priekSrocibas sniedzoSais efekts tiek nemanami uzturéts organismu genomos. TE transpozicija tiek
reguléta ar epigenétisku mehanismu palidzibu gan transkripcijas, gan transpozicijas Iimeni (Slotkin,
Martienssen 2007), tapec transkripcija ir tikai pirmais posms TE aktivéSanas mehanisma un tas var
neizraisit jaunas transpozicijas. Nekod€josas RNS sintéze liela daudzuma vai art sekojosa tas reversa
transkripcija uz DNS varétu bit funkcionala, 1paSi stresa apstaklos. Turpmaki petjumi ir
nepiecieSami identificéto TE struktiru un ar tiem saistito sekvencu izpetei un funkciju

noskaidrosanai.

4.3. Identificeto priezu TE izplatiba kailsekliem

Retrotranspozonu sekvences ir loti daudzveidigas un ir sastopamas visu eikariotu genomos
(Kumar, Bennetzen 1999). Vairaku augu genomu retrotranspozonu izplatiSanas un struktiiras
salidzinoSie pétijumi atklaj, ka retrotranspozoni ir evolucionari seni un homologas RT gimenes var

biit sastopamas attaliem augu taksoniem (Flavell ef al. 1992; Voytas et al. 1992; Xiong and Eickbush
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1990). Ieprieks€jie P.taeda genoma pétijumi aprakstija visu klasu un kartu TE parstavju
identificéSanu: DNS transpozonus, endogénos retrovirusus, LTR un bez LTR retrotranspozonus
(Friesen et al. 2001; Kovach et al. 2010). Kailseklu genomos segs€kliem lidzigas izcelsmes
retrotranspozoni ar ir aprakstiti (Friesen ef al. 2001; Stuart-Rogers, Flavell 2001). Tadgl, parastas
priedes TE homologijas identificéSana ar elementiem no segsékliem bija sagaidama, jo Siem
genomiem TE ir labi izpétiti un to sekvences ir public€tas publiski pieejamas sekvencu datu bazes.

Triticeae, Arabidopsis un Oryza genomu Copia virsgimenes retrotranspozonu petijumos
atklati seSi evolucionari atzari, kas izplatfjas vél pirms viendigllapju un divdigllapju nodaliSanas
(Wicker, Keller 2007). Lidzigs sojas, risu un kukuriizas genomu pétijums atrada septinus Copia
retrotranspozonu un piecus Gypsy evolucionarus atzarus (Du et al. 2010). Retrotranspozoni, kas
pieder noteiktajam priekstecu atzaram raksturojas ar kopigam iezim@m, ka ar1 var saturét negaiditi
augstu homologiju DNS sekvences limeni starp attaliem augu taksoniem, un var liecinat par
horizontalu génu parnesi $iem elementiem (Wicker, Keller 2007). Saja pétijuma identificgja
retrotranspozonu transkriptus ar homologiju poliproteinu kod&josam sekvencém Copia virsgimenes
Maximus evolucionarajam atzaram (Copia-2-TE lidzigie fragmenti B104 un T30), ka arT Angela un
Ivana grupam lidzigs transkripts (T12). Gypsy virsgimenes gadijuma identificEja Tat atzara
parstavjus (Ogre-lidzigie transkripti), CRM atzara parstavjus (Appalachian-lidzigie fragmenti B193,
T28) un Athila atzara parstavji (PIGY-1, B301). Maximus, Athila un Tat evolucionaro grupu parstavji
satur endogéniem retrovirusiem lidzigus struktiirelementus, kas norada uz $o elementu senu izcelsmi.
Kovach et al. (2010) pétijuma aprakstija lielu TPE! retrotranspozonu gimeni, kas pieder Copia
virsgimenei (Angela evolucionarais atzars), un rezultata secinaja, ka TPE] gimenes parstavji varétu

sastadit [1dz pat 1,6% no P.faeda genoma.

Tris pilna izméra LTR TE-lidzigus konstruktus identificgja BAC sekvencés no P.taeda
(ptTE101, ptTE121) un P.glauca (psTE283), izmantojot lidzibu ar stresa pétijumos identific€tiem
diferenciali ekspresétiem fragmentiem. TE datubazu papildinajumi lava parliecinaties, ka divi no
identificétajiem konstruktiem tieSam pieder skujkokiem specifiskajiem retrotranspozoniem. psTE121
ir homologs P.taeda PtCumberland I (Wegrzyn, Repbase), bet psTE283 ir homologs
PtAppalachian I (Wegrzyn, Repbase). Péc struktiiras, ptTE101 un ptTE121 pieder Copia LTR
retrotranspozoniem, bet psTE283 pieder Gypsy virsgimenei. So struktiru homologas ieksgjas
sekvences izdevies izol&t ar1 no cDNS, bet psTE283 ir sekvenéts pilniba, kas norada uz pilna izméra
elementu transkripciju parastas priedes genoma stresa apstaklos. Visu identific€to elementu doméni
raksturojas ar izteiktu dazada garuma fragmentu ‘makonu’ amplifikaciju visiem P.sylvestris DNS

paraugiem, kas norada uz lielu daudzumu lidzigu genomisko kopiju esamibu. Lidziga amplifikacija
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ir noveérota vairakam priezu sugam, kuram, iesp&jams, So elementu homologi ir tikpat izplatiti.
Doménu amplifikacijas analizes norada, ka psTE283 PtAppalachian I-1idzigais retrotranspozons ir
atrodams pat tik attalam sugam, ka Ceratozamia mexicana un Ginkgo biloba, un skujkoku klases
Himalaju ciedram un Kanadas hemlokeglei, bet nav tik izplatits radniecigajam eglu, balteglu, lapeglu
gintim. Savukart, ptTE101 ir augsti izplatits 10 priezu sugam, pie kam divam priezu sugam
(P.contorta un P.siberica) ar $iem praimeriem nebija amplifikacijas. Arpus priezu gints Sis elements
ir biezi sastopams vienai eglei (P.rubens) un vienai lapeglei (L.kaemferi), bet zemaka amplifikacija
noverota visam balteglém, hemlokeglém un pargjiem kailseklu taksoniem. ptTE121 ir sastopams
tikai 7 prieZzu gints parstavjiem, pargjiem izteikta amplifikacija nav novérota. P&tot So elementu
izplatibu kails€klos secinats, ka ptTE101 un ptTEI121 ir evolucionari jaunaki par psTE283, un ir
salidzino$i nesen izplatijusies priezu gints sugas. Rezultati sakrit ar lidzSingjiem TE izplatibas
pétfjumiem, par tas nevienmé&rigumu dazada Itmena taksoniem (Capy et al. 1994; Langdon et al.

2000; Friesen et al. 2001; Du et al. 2010; Kejnovsky et al. 2012).

4.4. Retrotranspozonu transkripcionala un transpozicionala aktivitate

Saja petijuma ir analizétas salidzinosi Tsas (zem 10 kb) diferenciali ekspresétas sekvences,
tade] nevar secinat par visu identificéto homologu patstavigu pilna izméra transkripciju. Potenciali,
var notikt fosilo vai nefunkcionalo elementu un to dalu vai arT TE-génu him&ru ekspresija (Vignols et
al. 1995; Betran et al. 2002; Wang et al. 2002; Rebollo et al. 2012). Tik 1su fragmentu piederiba
retrotranspozoniem var tikt pieradita tikai analiz€jot lidzibu ar publicétam TE sekvencém, bet ar1
lidzibas detekteSana nevar sniegt atbildi par fragmenta izcelsmi. Skujkoku genomi raksturojas ar
augstu kolinearitati. Zinot, ka vairaki parastas egles génu rajoni satur lielus intronus (virs 50 kb), bet
viena autonoma elementa sekvence var bit tikai dazus simtus bp gara, nav iesp&ams pieradit
retrotranspozona aktivéSanos pat péc pilna izméra sekvences iegiiSanas no cDNS. Tomér, Saja
pétijuma no stresam paklautas priedes cDNS paraugiem ieguva divu elementu (ptTEI01 un
ptTE121) doménu sekvences, ka ar1 vienu pilna izméra LTR elementu psTE283. Tas liecina, ka So
elementu transkripti ir atrodami priedes transkriptoma un tie nav tikai fosilo elementu palieku
transkripcijas rezultats. Ja Sie elementi atrodas intronos, tie var ievérojami ietekm&t geénu
transkripciju un splaisingu (Vignols et al. 1995; Marillonnet, Wessler 1997). Tapat, izolétam
elementam (psTE283) ir atrasti divi ORF, viens no kuriem kod@ reversas transkriptazes doménu, bet
otrs integrazes doménu. Aktivi elementi raksturojas ar vienu nepartrauktu poliproteina transkriptu,
bet nesen transponétie elementi - ar vienadiem LTR atkartojumiem (Kumar, Bennetzen 1999).

Daudzkopiju TE raksturs traucé konkréta retrotranspozona kopijas izoléSanu, tade] sekvenétam
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elementam neizdevas salidzinat ta LTR, jo tiek transkrib&tas vairakas kopijas un sekvences sava
starpa satur nelielus polimorfismus. Tacu noveért€§jot ORF, psTE283 visdrizak ir palikusi tikai
transkripcionala aktivitate. Saja pétijuma aprakstito elementu transkripcija ir identificéta karstuma
stresa apstaklos. psTE283 transkripti ir identific€ti karstuma stresa ietekmg, bet tie tiek ekspreseti art
kukainu invazijas rezultata un 64 stundas péc apstrades ar ABA un SA hormoniem. ptTE101
homologi rajoni identificéti karstuma stresa ietekmé, arT ta ekspresija pieradita tikai karstumam
paklautajiem paraugiem. PtTE121 transkripti ir atrodami ar1 p&c kukainu invazijas un 24, 64 stundas
pec apstrades ar SA. Ekspresijas Itmenis netika noteikts tehnisku iemeslu dél, jo praimeru
amplifikacija bija nespecifiska. Salidzinot PtTE121 un homologu PtCumberland I sekvences,
noveérotas lielas delécijas. Iesp&jams, ari priedes genoma §1 retrotranspozonu gimene satur vairakas

apaksklases un katrai no tam ir nepiecieSams piemekI&t specifiskakus praimerus.

Ieprieks€jos kailseklu retrotranspozonu pétijumos nav aprakstiti aktivie TE, parsvara So
petijumu meérkis nebija TE ekspresijas vai transpozicijas identificéSana. Tomer, bioinformatiskas
P.taeda BAC sekvencu analizes identificgja daZus elementus ar konservativiem LTR, kas var noradit
uz So elementu nesenu transpoziciju (Kovach et al. 2010). Priedes klonalas variacijas analizu
rezultata izdevies identificét divus elementus, kas potenciali ir nesen transpong&jusies, izraisot
polimorfismu dazadas plantacijas augosu rametu starpa. IRAP markieru polimorfisms var noradit uz
transpoziciju, jo markieris amplificé genomisko rajonu starp diviem pietickami tuvu esoSiem
elementiem, bet amplifikacija nenotiek, ja genomiska rajona izmérs ir parak liels (Kalendar et al.
1999). Lidz ar jaunas TE kopijas integréSanos, var paradities jauns amplifikacijas fragments. IRAP
metode tiek plasi lietota somaklonalas variacijas pétijumos (Asif, Othman 2005; Lightbourn et al.
2007; Bairu et al. 2011; Campbell et al. 2011; Bayram et al. 2012). Tikai viens praimeris IR 2
priezu rametiem amplific€ja polimorfus fragmentus. SekvengSanas rezultata ieguva divas atSkirigas
sekvencu grupas ar homologiju vienam hipotétiskam LTR Copia elementam no vienas puses, kas
tehniski bija sagaidams, jo dazadiem rametiem polimorfismu var€ja izraisit aktiva elementa
integracija dazadas genoma vietas. NepiecieSami turpmaki pétijumi So elementu izoléSanai un

raksturosSanai.

Priedes dabigas populacijas analize ar nespecifiskiem retrotranspozonu markieriem péc IRAP
metodes principa uzradija tikpat augstu daudzveidibas pakapi, ka SSR markieru analize tiem pasiem
individiem. Dabigu priedes audzi ar krasi atskirigu ilggadigu kada vides faktora ietekmi ir sarezgiti
identificét. Izveleta priedes populacija bija dabigas izcelsmes un atkariba no augSanas vietas $o
populaciju vargja iedalit subpopulacijas. Subpopulacijas individi auga atSkiriga reljefa (paugura,

nogaze€ un parpurvojuma), kas norada uz ilggadigdm mitruma rezima atSkiribam. Ar abam markieru
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sisttmam paugurd augoSiem individiem nenozimigi pieauga heterozigotate. Nespecifiski IRAP
amplific€to fragmentu skaita analize paradija statistiski biitisku vidéja fragmentu skaita pieaugumu
subpopulacijai, kas auga paugurd, salidzinot ar parpurvojuma augoSajiem individiem. Galveno
koordinasu analize (PcoA) parliecinosi nodalija abas subpopulacijas, kas norada uz alglu frekvencu
atSkiribam. Al€les bija vienmerigi reprezentétas visas subpopulacijas un atskiriba frekvence katra no
lokusiem neparsniedza 0,3. Parpurvojuma augosi koki bija biitiski tievaki un 1saki, kas iesp&jams
norada uz dotas subpopulacijas vecuma atskiribu, bet ir iesp&jama ar1 vides apstaklu ietekme uz to
augSanu. Jebkura gadijuma, atSkiriba amplificéto lokusu skaita bija novérota ari starp paugura un
nogaze augosajiem individiem, subpopulacijam, kas neatskiras péc diametra un garuma parametriem.
Sis analizes rezultati saskan ar detaliz&tu savvalas miezu BARE-I retotranspozona izplatibas
pétijumu, kur sausuma apstaklos dienvidu kanjona augosSai populacijai pieauga pilna izméra
elementu skaits, bet REMAP datu analize ar PCA testu nodalija $is populacijas (Kalendar et al.
2000). IRAP amplifikacijas joslu skaita izmainas lidz ar geografisko izcelsmi ir aprakstitas ar citos
petijumos, piemeram, Aegilops tauschii petijuma noteica augstu daudzveidibas pakapi visam
pétitajam sugam, bet amplifikacijas fragmentu skaits bija palielinats ziemelrietumu izcelsmes sugam
(Saeidi et al. 2008). Retrotranspozonu inserciju polimorfisms netiesi atspogulo retroelementu kopiju
skaitu genoma (Baumel ez al. 2002; Kentner et al. 2003; Li et al. 2004; Bousios et al. 2010), protams
precizai kopiju skaita noteikSanai izmanto citas metodes. Tomer, Sie rezultati sniedz ieskatu

retoranspozonu nosacita variacijas pakape un daudzveidiba dabiga priedes populacija.

4.5. Kailseklu filogenétiska analize

Kailseklu dzimtu filogenétiskas saistibas molekularaja Iliment ir labi izpé&titas izmantojot rbcL
(Chase et al. 1993; Hasebe et al. 1992), 18S rRNS (Chaw et al. 1997), 28S rRNS sekvencu
(Stefanovic et al. 1998), kodola un plastidu mazo subvienibu rRNS (Troitsky et al. 1991),
mitohondriju génu sekvencu salidzinasanu (Bowe et al. 2000; Ran et al. 2010). Skujkoku
filogenétiskas analizes ir veiktas arT izmantojot nespecifisku retrotranspozonu Copia un Gypsy RT
doménu sekven€u salidzinasanu (Friesen er al. 2001). Pie kailsekliem pieder skujkoku, ginku,
cikadeju un gnetu apakSklases (Christenhusz et al. 2011). Savukart skujkoki satur araukariju
(Araucariales), cipresu (Cupressales) un priezu (Pinales) rindas. Priezu rinda ir priezu (Pinaceae)
dzimta, un ta iedalas 11 gintis (Cedrus, Pinus, Cathaya, Picea, Pseudotsuga, Larix, Pseudolarix,
Tsuga, Nothotsuga, Keteleeria, Abies). Priedes iedala divas apak$gintis Pinus (ieklauj nodalijumus
Pinus (Pinus, Pinaster); Trifoliae (Contotrtae, Ponderosae, Australes) un Strobus (ieklauj

nodaltjumus Parrya (Balfourianae, Cembroides, Nelsoniae), Quinquefoliae (Gerardianae,
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Krempfianae, Strobus)) (Gernandt et al. 2005). Kailsekli ir monofilétiska augu grupa (Donoghue,
Doyle 2000). Ginku un cikadeju apaksklases ir radniecigas, ko apstiprina vairakas uz molekularajiem
datiem balstitas filogenétiskas analizes, lai gan ginks un cikadejas biezak sajaucas ar skujkokiem,
neka atSkirigaka gnetu klase. Sakotngji balstoties uz morfologiskajiem datiem, ginku un skujkoku
taksonus uzskatija par radniecigiem (Parenti 1980; Crane 1985; Doyle, Donoghue 1986 - péc Chaw
et al. 1997). Paslaik ginkus klasificé atseviska apaksSklasé, tomér, ar1 balsoties uz molekularo
pétijumu datiem, $1 klase ir radniecigaka Pinaceae neka citas (Chaw et al. 1997; Bowe et al. 2000).
Saja pétijuma par argjas grupas parstavjiem izvéléta viena Ginkgoidae un Getras Cycadidae
apaksklases sugas, ka arT skujkoku rindas Araucariales Cetras sugas un septinas Cupressales rindas

sugas. So taksonu parstavji sava starpa parsvara veidoja atseviskus klasterus.

Skujkoki ir arT augsti monofilétiski (Raubeson, Jansen 1992; Bowe et al. 2000; Kan et al.
2007). Tomér, dzimtas iekSiené filogenétiskas attiecibas lidz galam nav noskaidrotas, pieméram, nav
zinams kura gints ir senaka (Raubeson, Jansen 1992; Bowe et al. 2000; Donoghue, Doyle 2000).
Zinams, ka priedes, egles, Cathaya, duglazijas un lapegles gintis nodalas no balteglu, hemlokeg]u,
Keteleeria, Nothotsuga, Pseudolarix gintim, bet ciedru gints veido atsevisku atzarojumu (Wang et al.
2000). ITS struktiiras, SSR pétijums nodalija lapeglu un duglaziju klasteri no priezu, eglu un
Cathaya (Kan et al. 2007). Saja pétijuma dazas no lapeglém klasteriz&jas sava starpa un ar

balteglém, tacu neveidojas saistibas ar duglazijam, kuras bija parstavétas tikai ar vienu sugu.

Uz 18 kodola génu sekvencém balstits petijums 10 priezu sugam (Palmé et al. 2009), sikak
nodalija Pinus un Strobus priezu apak$gintis. Saskana ar Palmé et al. (2009), filogenétisko analizu
dendrogramas priezu Pinus apaks$ginti, Conkortae mnodalifjuma P.contorta un P.banksiana
klasterizgjas kopa, tapat P.sylvestris un P.nigra veido klasteri. Miisu pétijuma Strobus apak$gints
Cembrae nodalijums ir parstavéts ar P.cembra, P.pumila, P.koraiensis, P.sibirica, kas klasterizgjas
kopa gan specifisko TE-lidzigo markieru datu dendrograma, gan nespecifisko IRAP praimeru
dendrograma, kur klasterim pievienojas ar1 Strobus nodalijuma P.strobus un P.peuce. Specifiskie
TE-lidzigo markieru dati izSkira tikai priedes ginti, kas skaidrojams ar priedes markieru
specifiskumu un datu nelielo apjomu. IRAP nespecifiskie markieri atseviskos klasteros nodalija ari
egles un baltegles, lai gan klasteru varbiitibas vertibas nebija augstas. Tapat, IRAP markieru
konstruéSana izmantoti hipotetiskiem LTR komplementari praimeri, kas var neatbilst realo un
izplatitako prieZu retrotranspozonu LTR sekvencém. Tacu rezultati rada, ka uz retrotranspozonu
sekvencu pamata veidotiem markieriem kailséklu filogenétiskajos p&tijumos ir potencials, jo metode
atspogulo nekodgjoSas genoma dalas polimorfismu un var sniegt papildus informaciju par taksonu

filogenétiskajam saistibam.
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5. Secinajumi

Ar nespecifisko iPBS metodi ir iesp&jams identificét retrotranspozonu transkriptus, ka ari
tos saturosus himériskus transkriptus, bez ieprieks€jas informacijas par sugai specifiskam

retrotranspozonu sekvencém.

Retrotranspozoniem-lidzigas sekvences tiek diferenciali ekspresétas Pinus sylvestris

genoma karstuma, priezu hermesa invazijas un hormonu apstrades ietekmé.

Starp segs€kliem un kailsekliem augsti konservativi retrotranspozoniem-lidzigie
transkripti nenorada uz homologa retrotranspozona transkripciju P.sylvestris genoma. Uz
skujkoku transkripcionali aktiviem retrotranspozoniem norada transkripti, kas ir vaji

lidzigi segseklu retrotranspozoniem.

Ir identific@ti hloroplastam homologi transkripti (SA07, ABA03, ABA02, B153, SA01) ar
izcelsmi no kodola genoma hloroplasta sekvencu insercijam. Hloroplastam homologam
sekvencém ir noteikts augsts ekspresijas Itmena pieaugums priezu hermesa invazijas
rezultata, ka ar1 karstuma stresa ietekmé&. Ir identific€ts himérisks transkripts B153

saturo$s gan hloroplasta, gan retrotranspozona sekvences.

Ir identificéts pilna izméra elements psTE283, kurS tiek transkrib&ts karstuma stresa
ietekmé, péc kukainu invazijas un péc apstrades ar ABA un SA. psTE283 pieder LTR
Gypsy retrotranspozoniem un ir homologs P.taeda PtAppalachian I elementam. psTE283
pilna izméra elementa transkripti nak no dazadam vietam P.sylvestris genoma, bet ta
hipotétiskais ORF satur mutacijas, kas norada uz ierobeZotam transpozicijas iespgjam SIm
elementam. Uz psTE283 elementa senu evolucionaru izcelsmi norada ta izplatiba attaliem

kailseklu taksoniem, tadiem ka Cycadales un Gingkoales klasu parstavjiem.

Identificéti ptTE101 un ptTEI21 homologi pilna izméra transkripti arT tiek ekspreséti
P.sylvestris karstumam paklautiem stadiem un p€c struktiiras pieder Copia LTR
retrotranspozoniem. PtTE121 tiek ekspreséts ari priezu hermesa invazijas un SA
apstrades ietekmé. Sie elementi ir Tpasi izplatiti priezu gints parstavjiem, kas norada uz to

neseno izcelsmi.

Tika konstruéti devini IRAP markieri, kas P.sylvestris genoma atklaj augstu gené&tisko

daudzveidibu vienas populacijas iekSiené un sp&j nodalit individus augoSus atSkirigos
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mitruma rezima apstaklos. AtSkiribas amplifikacija starp dazadam grupam ir bitiskas Saja

petijuma izstradatajiem markieriem IR 2, IR 5, IR 6, IR 7.

Viena klona dazadu individu IRAP analize norada uz nesenu transpozicijas gadijumu un
aktivo elementu esamibu P.sylvestris genoma. Polimorfo fragmentu sekvengSana

identificgja Copia-17-Pab-I LTR retrotranspozona dalas.

Izmantojot P.sylvestris specifiskus retrotranspozonu markierus un IRAP markierus ir

iesp&jams atklat jaunas filogen&tiskas saistibas starp kailséklu taksoniem.
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6. Aizstavesanai izvirzitas tézes
P.sylvestris genoms satur transkripcionali un transpozicionali aktivus retrotranspozonus.
Transkripcionali aktivie retrotranspozoni un ar tiem saistitas sekvences diferenciali
ekspres€jas abiotiska un biotiska stresa ietekme.
Nelabveligo vides apstaklu ietekmé P.sylvestris genoma notiek jaunas retrotranspozicijas un,
iespgjams, ar1 elementu ekspansija.

P.sylvestris retrotranspozoni ir nevienméerigi izplatiti skujkoku vida.
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7. Pateicibas

Esmu pateiciga darba vaditajam Dr. biol. Dainim Rungim par lidzdalibu darba giito rezultatu

izpraSana un vertigiem padomiem darba izstradasanas gaita.

Izsaku pateicibu LVMI ,,Silava” Genétisko resursu centra darbiniekiem un ipasi Dr.chem.
Ilzei Veinbergai par sniegto atbalstu un iedroSinasanu izstradat So pétijumu, Dr. biol. Agnesei
Gailitei, Mg. math. Anitai Gailei, Dr. silv. Vilnim Skiparam, Mg. biol. Viktorijai Belévi¢ai par
sniegtajiem padomiem un praktisku palidzibu eksperimentu izstradaSanas un darba uzrakstiSanas
gaita.

Pateicos LVMI ,,Silava” Meza selekcijas grupas darbiniekiem un IpaSi Dr. silv. Imantam
Baumanim par priezu rametu materiala nodro$inajumu. Esmu pateiciga Dr. silv. Arim Jansonam par
iedzilinasanos pétijuma problematika un lidzdalibu nepiecieSamo priezu audzu identificéSana un
eksperimentalo paraugu iegtiSana. Pateicos Mg. biol. Martinam Zepam par profesionalo palidzibu
priezu uzmérisana.

Pateicos Dr. biol. Nilam Rostokam un vina darba grupai par atru un efektivu palidzibu
klongSanas un transformé&Sanas metodikas apgtsana, ka arT par sniegtajiem padomiem darba
izstradasanas gaita.

Pateicos Helsinku Universitates profesoram un Augu genomikas laboratorijas vaditajam Dr.
Alanam Sulmanim un vina darba grupai par iedro§inasanu izstradat $o darbu un sniegtajam
zinaSanam par augu retrotranspozoniem un to analiz€Sanas iesp&jam. Pateicos docentam Ruslanam
Kalendaram par atlauju izmantot vina konstruétos nespecifiskos PBS praimerus pirms to

publicéSanas.

Izsaku pateicibu Nacionala Botaniska darza Dendrofloras nodalas vaditajai Lindai Strodei un
darbiniecei Inesei Graudinai par palidzibu skujkoku sugu noteikSana. Pateicos Latvijas Universitates

Botaniska darza personalam par palidzibu eksotisko kailséklu sugu noteikSana.

P&tijuma lielaka dala ir finans€ta ESF projekta ,,Genétisko faktoru nozime adaptéties sp&jigu
un péc koksnes Ipasibam kvalitativu meZaudzu izveide” (Nr.

2009/0200/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/VIAA/146) ietvaros.
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