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KOPSAVILKUMS

Pieprasijums péc kvieSiem nemazinas, tapec selekcionari turpina stradat pie uzlabotas kvalitates
Skirnu izveides. Jaunu Skirnu izveidoSana klasiskas selekcijas cela prasa aptuveni 12 gadus,
tade] ir aktuali pilnveidot metodes, kuras paatrina So procesu. Visefektivaka metode ir dubultoto
haploidu iegiana, pielietojot putek$nmacinu metodi. ST darba mérkis bija parbaudit
putek$nmacinu kultiiras metodi zalo augu-regenerantu dubultoto haploidu iegiiSanai no
starpsugu hibridiem (Triticum durum x Triticum aestivum) un izpétit to genétisko daudzveidibu.
Darba gaita tika iegtti 16 zalie augi-regeneranti. Izmantojot iPBS PCR metodi, tika secinats,
ka pielietojot putekSnmacinu kultdiru, ir iesp&jams iegiit genétiski stabilas dubultoto haploidu

linijas. Pliismas citometrija paradija, ka visi analiz€jamie genotipi bija miksoploidi.

Atslégvardi: Kviesi, starpsugu hibridi, putekSnmacinu kultira, dubultotie haploidi, gengtiska

daudzveidiba, pliismas citometrija



SUMMARY

Establishment of Gametic Cells in vitro Cultures of Spring Wheat Hybrids (Triticum durum x

Triticum aestivum) and Obtaining and Analysis of Doubled Haploids.

The demand for wheat does not decrease, so breeders continue to work on the creation of
high quality varieties. Classical methods of selection take more than 12 years to create a new
variety. So it is important to improve methods that speed up this process. The most efficient
method is to obtain doubled haploids using an anther culture. The aim of this work was to
recieve green plants-regenerants to obtain double haploids from the interspecific hybrids
(Triticum durum x Triticum aestivum) using an anther culture and to study it’s genetic diversity.
In the course of the work, 16 green plants-regenerants were obtained. The iPBS PCR method
had shown that using an anther culture, it is possible to obtain genetically stable doubled haploid

lines. Using the flow cytometry, mixoploidy was confirmed in all analyzed genotypes.

Key words: Wheat, interspecific hybrids, anther culture, doubled haploids, genetic diversity,

flow cytometry
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IEVADS

Kviesi jau no seniem laikiem ir viena no nozimigakajam graudaugu kultiram pasaulg.
Kviesi ir loti plasi audz@ti graudaugi un aiznem otro vietu pasaules graudaugu tirgd, jo tiem
piemit ekologiskais plastiskums attieciba pret augSanas vides apstakliem un augsta uzturvértiba
(dyOpoBnast 2017). Miusdienas joprojam ir loti liels pieprasijums péc kvieSiem, tapéc
selekcionari visa pasaul€ censas izveidot vél vairak jaunu kviesu skirnu, lai uzlabotu to kvalitati,
razibu, izturibu un biologisko stabilitati. Pielietojot starpsugu hibridizaciju, ir iesp&jams iegiit
genctiski bagatinatu hibridu populaciju ar jaunam pazimém (Wang et al. 2005). Agroresursu un
Agroekonomikas instittita Stendes nodalas ari veic kviesu jaunu skirnu izveidi. Tacu selekcijas
klasiskas metodes, tadas ka genotipu atlase, hibridizacija un izlase, prasa vairak neka 12 gadus,
lai izveidotu jaunu kvieSu skirni. Tapec ir loti aktuali pilnveidot selekcijas metodes, kuras
paatrina $o procesu.

Viena no visplasak izmantotajam metodém, kura ievérojami paatrina kvieSu selekcijas
procesu, ir dubultoto haploidu (DH) iegiiSana. Hromosomu dubulto$ana haploidiem augiem un
DH iegiiSana krietni samazina pilnigi homozigotu liniju iegiiSanas laiku. Tada veida ir
iesp&jams ieglt pilnigi jaunas homozigotas Iinijas vienas paaudzes laika, kas palielina
selekcijas efektivitati. Visefektivaka un vienkarSaka metode kvieSu DH iegtsanai ir
putek$nmacinu kultiira (Maheshwari et al. 1982 cit. pec Logue 1996). Pieméram, Latvija iegiita
jauna vasaras kviesu Skirne ‘Robijs’ tika izveidota no DH linijas septinu gadu laika, izmantojot
putekSnmacinu kultiiru (Grauda et al. 2009 cit. péc Grauda et al. 2016). PutekSnmacinu kulttra
ir loti nozimiga daudzu kultivéjamo augu sugu haploidu un DH iegiiSanai, un $1s metodes

pilnveidoSana ir loti perspektiva.

Darba mérkis: parbaudit kvieSu putek$nmacinu kultiras metodi zalo augu-regenerantu
dubultoto haploidu iegtisanai no starpsugu hibridiem (Triticum durum x Triticum aestivum) un

izpétit to genétisko daudzveidibu.
Darba uzdevumi:

1. Izmantojot putekSnmacinu kultdru in vitro metodi, iegiit zalus augus-regenerantus No
vasaras kvieSu starpsugu Triticum durum X Triticum aestivum un iek$sugu Triticum
durum X Triticum durum hibridiem.

2. Veikt vasaras kviesu hibridu un iegiito dubultoto haploidu genétisko analizi ploiditates
noteikSanai, izmantojot pliismas citometriju.

3. Veikt vasaras kviesu hibridu un iegiito dubultoto haploidu genétiskas daudzveidibas

analizi, izmantojot uz retrotranspozoniem balstito iPBS metodi.
5



1. LITERATURAS APSKATS

1.1.Kviesu izcelsme un Klasifikacija

Jau no seniem laikiem graudaugi ir viens no nozimigakajiem uzturvielu avotiem gan
cilvekam, gan majdzivniekiem. Tiek uzskatits, ka pirmie graudaugi paradijas pirms 65-100
miljoniem gadu. Miisdienu kvieSu sugas paradijas jau vélak, piemeéram, pirmie tetraploidie
kviesi paradijas pirms 500 tikstoSiem gadu, savukart heksaploidi kviesi, pieméram, mikstie
kviesi Triticum aestivum, ir veidojusies apméram pirms 8000 gadu (1. attéls). Par kvieSu
izcelsmes vietu tiek uzskatita Dienvidrietumazija, misdienu Turcijas, Irakas un Sirijas
teritorijas. Miisdienas kviesi ir loti plasi audzeti graudaugi un péc risiem aiznem otro vietu
pasaules graudaugu tirgti. Kartupeli, soja un kukurtiza pasaules lauksaimniecibas kultiiru tirgl
ierindojas aiz kvieSiem. Iemesls tam ir kviesu ekologiskais plastiskums attieciba pret augSanas
vides apstakliem un kvieSu augsta uzturvertiba (apmeéram 79% oglhidrati, >10% proteini, 2,4%
tauki) ([Iyoposuas 2017).

Triticum ginti ir apméram 25 sugas. KvieSiem ir loti komplicéts un gar$ genoms (16 000
Mb), salidzinajuma ar citam lauksaimniecibas kultiiram, piemé&ram, ar kukurtizu (2500 Mb) vai
risiem (420 Mb) (Gill et al. 2004). Sakuma pirmas kvieSu sugas bija diploidas, piemeram,
Triticum boeoticum un Triticum monococcum, bet vélak dabiskas hibridizacijas cela un

domestikacijas procesa paradijas poliploidi (I'ongapos u Konnparenko 2008).
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l.attéls. Domesticéto graudaugu ginsu divergences shéma (Gill et al. 2004).

Figure 1. Domesticated cereal genera divergence scheme (Gill et al. 2004).



Vesturiski kvieSu poliploidi izveidojas dabiskas hibridizacijas procesa starp Triticum un
Aegilops gintim, jo Aegilops gints ir kvieSiem tuvaka radnieciga graudzalu dzimtas gints. Tiek
uzskatits (Gill et al. 2004), ka divergence starp Triticum un Aegilops gintim ir notikusi pirms
trim miljoniem gadu (1. att€ls). Pateicoties poliploidijai, kvieSiem piemit loti licla gené&tiska
daudzveidiba vienas gints ietvaros un lielisks mainibas potencials.

Poliploidija ir hromosomu evoliicijas process, kas ir biezi sastopams augstako augu
genomos, tostarp kviesos. Poliploidiem organismiem ir palielinats homologu hromosomu skaits
hromosomu komplektos. Poliploidizacija var atvieglot génu plejotropiju — viena géna sp&ju
veikt dazadas funkcijas un kontrolét vairakas organisma pazimes. Tapat, organismiem ar génu
duplikaciju biezi paradas jaunas funkcijas. Poliploidizacijas process var ar1 stimulét turpmakas
strukturalas genoma izmainas, nodrosinot poliploidu Iiniju genoma variacijas (Otto 2007).
Poliploidija un hromosomu parkartoSanas tiek uzskatitas par galvenajiem hromosomu
evolucijas faktoriem (Li et al. 2017). P&c ploiditates Iimena kviesi tiek iedaliti tris grupas:
diploidi (AA), tetraploidi (AABB) un heksaploidi (AABBDD) (I.K.Vasil and V.Vasil 1999).
Tomér biezi ir sastopami arT kviesi ar miksoploidu hromosomu komplektu. Miksoploidajos
organismos var noverot $tinas ar atSkirigu hromosomu skaitu. Miksoploidija var rasties dazadu
iemeslu dgl, pieméram, $iinu dali$anas laika vai hromosomu eliminacijas procesa. Stinas ar
dazadu ploiditates Itmeni var but lokaliz€tas dazados organisma audos un organos.
Miksoploidijai ir gan negativas, gan pozitivas Sekas. Var rasties izmainas auga morfologija,
génu ekspresija, ka rezultata augliba var palielinaties vai samazinaties. Tacu dazos gadijumos
miksoploidija var but ari izdeviga, jo ta var izraisit jaunu iezimju rasanos un palielinat genétisko
daudzveidibu, kas ir svarigi selekcija. Visbiezak miksoploidija piemit hibridiem organismiem
(Kynax 1980).

Katru kviesu ploiditates grupu cilveki izmanto dazadiem noliikiem partikas razoSana vai
lopbariba. Pieméram, no diploidiem un heksaploidiem kvieSiem galvenokart iegiist miltus un
cep maizi, bet no tetraploidiem kvieSiem izgatavo pilngraudu makaronus un mannas putraimus
(T'onuapos u Konapatenko 2008).

Péc sgjas laika kvieSus var iedalit vasaras un ziemas kvieSos. Ziemas kvieSiem, lai tie
varétu uzzied@t, ir nepiecie$ama jerovizacija - ziemoSanas periods. Tada fiziologiska ipasiba
nelauj ziemas kvieSiem attistit ziedpumpurus parak agri, 11dz ar to tie neiet boja auksta laika.
Savukart vasaras kvieSiem nav nepiecieSams pardzivot aukstuma periodu, tapéc vasaras kvieSus
audz€ galvenokart zonas ar kontinentalaku klimatu, kur vasaras perioda ir augstaka gaisa
temperatiira un kopuma ir vairak saulaino stundu diena. Ziemas kvieSus parasti s&j septembr1
un novac nakama gada augusta, savukart vasaras kvieSus s€j pavasari un novac rudeni (Flood

and Halloran 1986).



1.2.Miksto kvieSu apraksts

Mikstie jeb parastie, jeb maizes kviesi (Triticum aestivum) ir vasaras kviesi, ko audzg
galvenokart maizes miltu iegtiSanai (tiek izmantoti maizes, cepumu un kiiku izgatavosanai).
Mikstajiem kvieSiem ir gaiSs kodols, milti ir balti. Olbaltumvielu saturs ir saméra neliels - ap
9-12%, tapec no mikstajiem kvieSiem izgatavotie produkti netiek uzkatiti par veseliga uztura
€dieniem. Tiem ir miksta endospermas struktiira, tapéc malSanas procesa cietes graudi sadriip.

Mikstie kviesi ir ekonomiski izdeviga suga, un péc s€jumu platibam ta aiznem pirmo vietu
pasaulé. AugSanai tiem ir nepieciesams véss klimats ar videju lietus daudzumu. Mikstos kvieSus
audzg galvenokart Eiropa, Ziemelamerika, Kina, Indija un Australija (I.K.Vasil and V.Vasil
1999). Tiem izskir vasaras formu, ziemas formu un atSkiritba no cietajiem kvieSiem ari
starpformu (pusziemaji). Atkariba no ar§jiem apstakliem, vegetacijas periods mikstajiem
kvieSiem 1ilgst no 120 lidz 180 dienam. Ta ka mikstie kvieSi ir vasaras kviesi, tiem nav
nepiecieSams ziemos$anas periods, lai saktos ziedéSana. Tacu zied€Sanai tiem ir nepiecieSama
7°C - 18°C temperatiira aptuveni 15 dienu laika (Anonims 2022). Mikstos kviesus plasi audzg
ar1 Latvija.

Mikstie kviesi ir heksaploidi (2n=42). Uzskata, ka mikstie kvie$i paradijas Triticum
dicoccum (genoms BBAA) un Aegilops squarossa (genoms DD) dabiskas hibridizacijas
procesa. Miksto kviesu genoms ir BBAYA'DD (haploids genoms ir BA'D) (Ion4apoB u
Konnparenko 2008).

1.3.Cieto (durum) kvieSu apraksts

Cietie jeb durum kviesi (Triticum durum) péc kvalitativajam pazimém ir augstakas
kvalitates vasaras kviesi, kas péc s€jumu platibam aiznem otro vietu péc mikstajiem kvieSiem.
Durum kviesi aiznem 5-10% no kopg€jas kvieSu sgjplatibas (ZadinS 2017). Cietos vasaras
kvieSsus audzé galvenokart dienvidu regionos - Dienvideiropa, Ziemelafrika un
Dienvidrietumazija. Tiem izSkir vasaras un ziemas formu. Tapat ka mikstajiem kvieSiem,
durum kvieSiem nav nepiecieSams ziemosSanas periods, lai saktos ziedéSana. Latvijas klimats
nav 1pasi piemérots durum kvieSu audz€Sanai, jo tiem ir nepiecieSams siltaks un sausaks
klimats, tapec Latvija tos plasi neaudze.

Durum kvieSiem ir viscietaka endospermas struktiira starp kvieSu sugam, tapeéc tos
izmanto pilngraudu makaronu, kuskusu, bulgura un maizes izgatavoS$anai (Liu 1996). Péc
Latvijas Lauksaimniecibas Universitates 2017. gada petijumu datiem, tiem ir loti augsts
olbaltumvielu (ap 11-15%) un lipekla saturs. Turklat durum kviesi ir labs kliju ellas, karotinoidu
un E vitamina avots (Durante et al. 2012). Pieprasijums péc durum kvieSiem pasaules tirgi

palielinas, pateicoties §1s kulttiras Tpasibam.



Durum kviesi ir tetraploidi (2n=28). Tiek uzskatits, ka durum kviesi ir c€lusies no
tetraploida Triticum dicoccum pirms 10,000 - 12,000 gadu (Sall 2019). Durum kvieSu genoms
ir BBA"AY (haploids genoms ir BA"Y) (I'ornuapos u Konaparerko 2008).

1.4 KvieSu selekcija Latvija

Kviesus plasi audze ar1 Latvijas teritorija. P&c 2020. gada datiem, kvieSu s€jumu platibas
Latvija katru gadu aiznem apméram 450-500 ha. P&c dazu publikaciju datiem laika posma no
2015. gada lidz 2020. gadam vidgjais kvieSu razas apjoms bija apméram 3,4 t/ha (Svarta u.c.
2020). Visvairak Latvija audzeé vasaras kvieSus. Divdesmit pirma gadsimta sakuma vasaras
kviesi katru gadu aizn€ma apmé&ram 50 000 ha platibu, kas veidoja aptuveni 25% no kopgjas
kvieSu s€jplatibas (Strazdina 2012). PaSlaik kvieSu kopé&jas s€jplatibas Latvija ir palielinajusas
gandriz 1idz 100 000 ha gada.

Ar augu selekciju Latvija saka nodarboties 20. gadsimta sakuma. Priekulu selekcijas
stacija tika nodibinata 1913. gada, un 1922. gada tika nodibinata Valsts Stendes selekcijas un
izm&ginajumu stacija. Selekcijas stacijas veic galvenokart agrotehnikas pétijumus, nodarbojas
ar augu pavairoSanu un jaunu Skirpu veidoSanu. Miisdienas ir ar1 citas zinatniskas iestades,
kuras veic selekcijas darbus Latvija, tacu tikai Priekulu selekcijas stacija un Valsts Stendes
selekcijas un izm&ginajumu stacija vél joprojam nodarbojas ar kvieSu selekciju.

Latvija selekcionéto kvieSu Skirnu ir daudz, tomér vienas Skirnes izveidoSana un
audzeéSana aiznem vairak neka 10-12 gadus. Partikas razotaju prasibas péc graudu
kvalitativajam TpasSibam mainas, tadel nepiecieSams veidot arvien vairak jaunu Skirpu. Péc
Valsts augu aizsardzibas dienesta registriem, Agroresursu un ekonomikas institiita (Stendes
pétniecibas centra) tika selekcionétas seSas dazadas miksto ziemas kvieSu Skirnes: ‘Brencis’,
‘Brigens’, ‘Edvins’, ‘Fredis’, ‘Reinis’, un ‘Talsis’. Tacu jaunas miksto kvieSu vasaras Skirnes
ir tikai divas: ‘Robijs’ un ‘Uffo’. Visas par€jas kviesu Skirnes, kas ir ierakstitas Latvijas augu
skirnu kataloga, tika selekcionétas citas valstis, pieméram, Vacija, Polija, Sveicg, Francija un

Zviedrija (Valsts augu aizsardzibas dienesta registrs).

1.5.Miksto un cieto (durum) kvieSu hibridi

Augu hibridizacijas vésture sakas jau 17. gadsimta, kad vacu botanikis Rudolfs Jakobs
Kamerariuss (angl. Rudolf Jacob Camerarius) 1694. gada piené€ma, ka vienas sugas sievisko
augu ir iesp&ams apauglot ar citas sugas viriSka auga ziedputekSniem. Joprojam augu
hibridizacijas pétijumi ir loti aktuali, ipasi lauksaimniecibas mérkiem (Rieseberg and Carney

1998).



Kviesu selekcijas uzdevums - izveidot jaunas, konkurétsp€jigas kviesu skirnes, izturigas
pret slimibam un nelabvéligiem vides apstakliem. Izveidot jaunas kvieSu Skirnes iesp&jams ar
ickSsugu un starpsugu hibridizaciju (krusto$anu). Starpsugu hibridizacijas rezultata parasti tick
iegiita genétiski bagatinata hibridu populacija ar jaunam pazimém. Viens no starpsugu
hibridizacijas uzdevumiem ir dzivotsp&jigu un razigu pirmas paaudzes hibridu iegiiSana.
Veiksmigai starpsugu hibridizacijai biezi var traucét dazadi genétiskie vai vides faktori: dazadu
sugu augu putekSnu un driksnu nesaderiba, embriju nave kada no attistibas stadijam,
nepiemérotie vides vai kultivéSanas apstakli. P&c literatiras datiem, ar starpsugu hibridizacijas
palidzibu griiti iegiit veseligus un augligus miksto un cieto kviesu hibridus (ba6aesa 2017).

Miksto kvieSu izcelsme arT ir saistita ar starpsugu hibridizaciju un hromosomu
dubultosanos, kas arl nedaudz apgriitina hibridizacijas procesu. Tacu pateicoties tam, ka
mikstajiem kvieSiem un durum kvieSiem ir homologas hromosomas, durum kvieSus var
veiksmigi izmantot hibridu augu iegiisanai. Miksto kvieSu starpsugu krustoSana ar durum
kviesiem nodroSina lielaku izturibu, stabilitati mainigos vides apstaklos, auglibu un augstu
kvalitati hibridiem (Wang et al. 2005). Hibridus vecakus var arT izmantot dubultoto haploidu

(DH) iegiiSanai un jaunu rekombinantu liniju veidoSanai.

1.6.Kviesu in vitro metodes

In vitro no latinu valodas nozime ‘stikla’ jeb ‘mégené’. So terminu lieto, kad pétijumu
vai eksperimentu veic arpus dziva organisma - barotné vai citd maksliga vid€, parasti
kontrol&tos apstaklos. In vitro metodes plasi izmanto biologija, medicina un lauksaimnieciba.

Daudziem graudaugiem, taja skaita kvieSiem, piemit androgenéze - sp&ja veidot embrijus
no nenobrieduSiem putek$niem jeb mikrosporam. Androgenéze jeb viriska partenogenéze ir
tads fiziologisks process, kad veidojas organisms, kura ir tikai téva hromosomu komplekts.
Tadu augu sauc par haploidu. Haploidu iegiiSana lauj péc tam veidot dubultotos haploidus (DH)
(ITepmmna u ap. 2013).

Hromosomu dubulto$ana haploidiem augiem un DH iegtsana (2.attéls) krietni (pat 1idz
6 gadiem) samazina pilnigi homozigotu liniju iegli§anas laiku. Homozigotos organismos
recesivie géni izpauZas tapat ka dominantie géni. Tada veida ir iesp&jams iegiit pilnigi jaunas
homozigotas linijas vienas paaudzes laika, kas palielina selekcijas efektivitati. [zmantojot DH
metodes, jauno Skirpu izveidoSanai nepiecieSamais laiks samazinas par 3-5 gadiem, daZos
gadijumos pat vairak (Grauda 2016). Pilnigi homozigoto liniju iegtiSana lauj ar1 piefikset viena
genotipa abu vecaku génus un attiecigas pazimes. DH iegtiSanai var izmantot divas metodes.
Pirma — putekSnmacinu jeb mikrosporu kultiira, un otra — hromosomu eliminacija. Hromosomu

eliminacija ir atseviSku hromosomu zudums meitas hibrid$tina, ka rezultata veidojas haploids.
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Efektivaka un vienkarSaka metode DH iegtSanai graudaugiem ir putek$Snmacinu kultiira

(Maheshwari et al. 1982 cit. p&c Logue 1996).

) Augs
‘ Radiacijas vai
kimiskie
Mejoze 4+ mutagéni

Haploida $ana

Selekcija | Diploidizﬁcija\ Selekcija
/ In vitro

|
DH |

«

In vivo

«

(2m) |

2.attels. Dubultoto haploidu (DH) iegiiSanas shéma (Maluszynski et al. 1996).
Figure 2. Scheme of doubled haploid (DH) production (Maluszynski et al. 1996).

Putek$nmacinu kultora tiek izmantota kultiv€jamo augu sugu haploidu un dubultoto
haploidu iegti$anai, tai skaita kvieSiem (El-Hennawy et al. 2011). Pirmais raksts par
putekSnmacinu kultiiras izmantoSanu haploidu iegtiSanai tika publicéts 1964. gada (Guha and
Maheshwari 1964). Pirmo reizi putek$nmacinu kulttra tika izmantota Datura innoxia haploidu
ieglisanai. VElak paradijas arvien vairak publikaciju par putekSnmacinu metodes pielietojumu
dazadu augu selekcija. So metodi vairakkart modificgja, taéu miisdienas joprojam izmanto §is
metodes pamatu. PutekSnmacinu kultiirai ir vél daZas priekSrocibas, pieméram, $aja metod€ nav
nepiecieSama putekSnmacinu pirmapstrade pirms kultivéSanas, ka ari tiek izmantota
reproduc€jama sintétiska barotne (Barnabas 2003). Sakotngji §1 metode ietvéra slégto augu
ziedpumpuru izmantoSanu, kuru putekSnmacini satur vienkodola mikrosporas. Pumpurus
steriliz€ja un izné€ma no tiem putekSnmacinus. Veselus putekSnmacinus ies€ja agarizéta vai
Skidra barotn€ un kultiveja 24-27°C temperattira apméram 3-8 nedélas. Inkubacijas perioda no
putek$nmaciniem saka veidoties embriji, kurus parstadija uz regeneracijas barotnes (Sopory
and Munshi 1996). Kultivésanas apstakli un barotnes sastavs vienmeér ir atkarigs no augu sugas.
Saja darba tika izmantota lidziga metode, kas ir piemérota vasaras kviesiem.

In vitro androgengzi kvieSiem iedala tris stadijas: embriju veido$ana, embriju indukcija
un augu attistiba. Augu attistibas stadija var veidoties gan zalie augi, gan albinie augi. Albino
augu organismos nesintez€jas hlorofils, tapeéc tadi augi nav spgjigi fotosintez€t un vairs nav
dzivotspgjigi. PutekSnmacinu kultiiras albinie augi veidojas daudz biezak, neka zalie augi
(Zheng 2003). Albinisma paradiba in vitro graudaugiem nav pilniba izpétita, tacu ir zinama
vara savienojumu pozitiva ietekme uz zalo augu veidoSanos (Jacquard et al. 2009).
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Androgenézes procesu biezi ietekmé donoraugu kultivé$anas apstakli, tapec vislabak
donoraugus audzet siltumnica, kur ir iesp&jams kontrol&t visus kultivéSanas apstaklus, tadus ka
baribas vielu pieejamiba, temperatiira, gaismas reZims, gaismas intensitate un spektrs. Liela
nozime ar ir donorauga attistibas stadijai, kad ir nepiecieSams ievakt putekSnmacinus. Vislabak
ievakt putek§nmacinus, kad puteksni jeb mikrosporas ir vidéja vai véla vienkodola stadija. Saja
stadija puteks$ni ir vispiemérotakie androgen&zes ierosinasanai. Androgenézi ietekmé ari
putekSnmacinu apstrades metodes, jo kontroléta stresa apstaklos ir iesp&jams paaugstinat
androgenézes efektivitati. Stresa apstaklus var radit, izmantojot iso dienu gaismas reZimu,
temperatiiras pazeminasanu vai paaugstinaSanu, slapekla trukumu donoraugiem, cukuru
trukumu, kimisko putekSnmacinu vai puteks$nu apstradi (Zheng 2003). Piemé&ram, Iidz 1-5°C
pazeminata temperatiira pozitivi ietekmé kvieSu putekSnmacinu kultiiras izveidoSanu. Tacu
galvenais faktors ir genotipa ietekme uz putekSnmacinu sp&u veidot embrijus optimalos

kultivésanas apstaklos (Ilepmna u qp. 2013).

1.7.1n vitro iegiito kvieSu genétiska izpéte

Ka bija minéts ieprieks, kvieSiem ir loti komplicéts genoms. Kviesu genétiska izpéte ir
ipasi svariga, ja augi tiek iegti in vitro no audu kultiiram, piem&ram, pumpuriem, dzinumiem,
lapam, sakn€m vai putek$nmaciniem. In vitro kultliru nestabilitate biezi var izraisit ieglitajas
kultoras dazadas genétiskas un epigenétiskas izmainas, kuras sauc par somaklonalo mainibu.
Somaklonalas mainibas izpausmé iegiitic augi-regeneranti jeb somakloni, kas genétiski ir
identiski donoraugiem, fenotipiski atSkiras no tiem (Ferreira et al. 2023). Pirmo reizi jédziens
‘somaklonala mainiba’ tika izmantots 1981. gada, ka ar taja laika tika pazinots, ka somaklonalo
mainibu var izmantot selekcija, lai veidotu jaunas Skirnes ar vélamajam 1paSibam (Larkin and
Scowcroft 1981 cit. péc Jain et al. 1998). Somaklonalas mainibas rezultata var izveidoties
genétiski stabili genotipi, it ipasi ja papildus tiek izmantota inducéta mutagenéze. Gan inducéta,
gan nejausa mutagenéze var fenotipiski izpausties un palielinat graudaugu genétisko
daudzveidibu.

Somaklonalas mainibas mehanismi ir dazadi. Tie var biit kimiski izraisttas punktveida
mutacijas, transpozonu, retrotranspozonu un citu mobilo elementu aktivacija, DNS metiléSana,
izmainas plastidu vai mitohondriju DNS, hromosomu skaita (pieméram, aneiploidija,
allopoliploidija vai miksoploidija) vai struktiiras izmainas, génu ekspresijas izmainas.
Somaklonalo mainibu biezi ietekm& auga genotips, audu kultiiras veids, barotnes sastavs,
donoraugu vecums un kultivéSanas ilgums (Jain et al. 1998).

Allopoliploidija, kas ir biezi sastopams poliploidijas veids starpsugu hibridiem augiem,

ir loti cieSi saistita ar mobilo elementu, it Tpasi retrotranspozonu, aktivaciju (Kraitshtein et al.
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2010). LTR (Long Terminal Repeat) retrotranspozoni ir visizplatitakie mobilie elementi augu
un citu eikariotu genomos, tap&c tos plasi izmanto ka molekularos markierus. Retrotranspozoni
hromosomu sekvences biezi parklajas, invertgjas, saisinas un atrodas blakus viens otram, kas
lauj efektivi izmantot LTR retrotranspozonu sekvences PCR amplifikacija genétiska
polimorfisma noteikSanai (Kalendar et al. 2017). Noteikt, vai iegitie kvieSu augi-regeneranti
jeb somakloni ir genétiski vienadi vai atskirigi, ir iesp&jams, izmantojot iPBS (inter-Primer
Binding Site) metodi. ST metode ir balstita uz praimeru izmantosanu, kas specifiski tRNS
saisti§anas vietam LTR retrotranspozonu sekvenc@s. Sie specifiskie praimeri parasti ir LTR
retrotranspozonu sekvencu fragmenti. Izmantojot iPBS PCR metodi tiek amplificéti sekvences

fragmenti starp diviem pret&ji vérstiem LTR retrotranspozoniem (3.attgls).

= <=
C Y11 [————s&d] d11 }---4 LTR EE] ——

aggctetgataCCA-nnan-TG
ggatgctgataCCA-nan-TG
gggctctgataCCA-nan-TG
gacctttgataCCA-nan-TG
tggcaatggaaCCA-nnn-TG
ggatgccgataCCA-nnn=-TG
ccttgecgataCCA-nan-TG
ttgeteegatgCCA-nan=-TG
agctcacgatgCCA-nan-TG
ggctcatgatgCCA-nnn-TG
tggcaacggegCCA-nan-TG
cagcggagtcgCCA-nnn-TA
tggctetgataCCA-nan-TG
atgctetgataCCA-nnn-TA

CA-nnn-TGGtatcagagcct
CA-nnn-TGGtatcagcatce
CA-nnn-TGGtatcagagcce
CA-nnn-TGGtatcaaaggtec
CA-nnn-TGGtteccattgcca
CA-nnn-TGGtatcggcatee
CA-nnn-TGGtateggcaagq
CA-nnn-TGGecatcggagcaa
CA-nnn-TGGecategtgaget
CA-nnn-TGGcatcatgagee
CA-nnn-TGGcgeegttgeca
TA-nnn-TGGcgactecgetg
Ch-nnn-TGGtatcagageeca
TA-nnn-TGGtatcagagcat

CCA.....TG/a t/CA. . ... TGG
PBS <-3'LTR'5 5‘LTR’3-> PBS

3.attels. iIPBS darbibas shéma (Kalendar et al. 2010).
Figure 3. The iPBS action scheme (Kalendar et al. 2010).

Analizgjot iPBS (Kalendar et al. 2010) PCR produktus ar agarozes géla elektroforézes
palidzibu, ir iesp&jams noteikt, vai darba izmantotie kvieSu hibridi un iegiitie augi-regeneranti

jeb DH linijas ir genétiski Iidzigi vai tiem piemit genétiskais polimorfisms.

1.8.Plasmas citometrija

Plismas citometrija ir metode, kas nodroSina atru atseviSku Stinu vai citu dalinu
daudzparametrisko analizi speciala sals buferskiduma. So metodi plasi izmanto molekularaja
biologija, imunologija, bakteriologija, virusologija, véza biologija un infekcijas slimibu
uzraudziba. Pliismas citometrijas pamata ir fluoresc€joSu signalu uztvere, tapéc Saja metode
tiek izmantoti dazadi fluorescgjosi reagenti. Tie var but fluorescéjosas konjugétas antivielas
(pieméram, CD3FITC), DNS saistoSas krasvielas (piemé&ram, propidija jodids), jonu
indikatorkrasvielas un fluorescgjosSas ekspresijas olbaltumvielas. Ka gaismas avotus pliismas
citometros izmanto lazerus, lai iegtitu fluoresc€josas gaismas signalus, ko nolasa 1pasi detektori,

pieméram, fotodiodes vai fotopavairotaja lampas. Sie gaismas signali tiek parveidoti
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elektroniskajos signalos, kurus analiz€ datorprogramma. Pliismas citometrija tick analizéta
katras Stinas vai dalinas radita redzamas gaismas izkliede. Redzamas gaismas izkliede tiek
mérita divos virzienos: virziena tiesi uz priekSu (Forward Scatter jeb FSC), kas lauj noteikt
Stnas relativo izméru, un 90° virziena no saniem (Side Scatter jeb SSC) (4.attels), kas lauj
izpétit Stinas virsmu, formu vai granularitati. Plismas citometrija lauj sadalit Sinas noteiktas

grupas, pamatojoties uz to fluorescgjosam ipasibam (McKinnon 2018).

Cell suspension
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CELL l

Sheath fluid ‘ll “

\ B Fluorescence
\ /(}/’ -
\ A 0 Fluorescence
A
A detector
Single cells m Fluorescence
\q etector

0/; y’ > Side scattered detector (90°)
/ -~

LASER | | »’ 0 ’ Forward scatter detector (0-10°)

4.attels. Plismas citometra shéma (Diaz et al. 2010).
Figure 4. Scheme of flow cytometer (Diaz et al. 2010).

Pliismas citometrijas attistiba sakas ar nepiecieSamibu analiz€t un klasificét Stinas péc to
lieluma, sastava un fenotipiskiem parametriem. Stinu izpétes pirmssakumus var tiesi saistit ar
Antonija van Lévenhuka un Roberta Huka darbiem 17. gadsimta beigas. Mikroskopijas un $iinu
krasoSanas metozu uzlabojumi, kuri tika veikti 19. gadsimta vidi, deva lielaku izpratni par to,
kas ir Stinas un kadas tam ir funkcijas. Tacu tikai 20. gadsimta vida kluva iespgjams veikt
diezgan precizu Stinu kvantitativo analizi, izmantojot paraugu pliismas sistemas. Lidz 1960.
gadu beigam vairaki pétnieki veica Siinu izpéti, izmantojot fluorescenci, lai uzlabotu gan
kvantitativo, gan kvalitativo citometrisko analizi. Plismas citometriju loti plasi izmanto
vissarezgitako analitisko uzdevumu risinasanai (Shapiro 2010).
nepiecieSami DNS paraugi no kvieSu somatiskajiem audiem, visbiezak no auga lapam. Metode
ieklauj lapas paraugu krasoSanu ar DNS saistoSo krasvielu - propidija jodida skidumu. Jo
stipraks ir fluorescgjosas gaismas signals no Siinas kodolina, ko uztver plismas citometra
fluorescences detektors, jo lielakas ir DNS molekulas parauga. Peéc DNS molekulas izméra ir
iespejams noteikt auga ploiditati, izmantojot ka kontroli paraugus ar apstiprinato ploiditates

limeni (Bohanec 2003).
14



2. METODIKA

2.1.Donoraugu audzeéSana

S€jmaterials tika sanemts no Latvijas Biozinatpu un tehnologiju universitates
Agroresursu un ekonomikas institata. In vitro kultiiru iegtiSanai izmantoja iepriek$ aprakstito
metodi (Grauda et al. 2016). Darba ka donoraugi putek$nmacinu kultiras izveidoS$anai tika
izmantoti 12 vasaras kvieSu dazadu Skirnu hibridi (1.tabula). Donoraugi tika ieséti podos (1I)
ar augsni, kuras sastava bija melnzeme un kiidra attieciba 2 : 1. Donoraugi tika audzg&ti

siltumnica ar 16 stundu fotoperiodu.

1.tabula.
Puteksnmacinu kultiiras iegtisanai izmantotie vasaras kviesu hibridi
Table 1.

Spring wheat hybrids used for an anther culture

Ne | Genotipa nr. / Genotype no. Izcelsme / Origin

1. 21KD-4 Malvadur / Fabulis (T.durum/T.durum)
2. 21KD-11 DC 753-8/12 / Bezenc¢ukskaja (T.aestivum/T.durum)
3. 21KD-13 SMH 87/ KV 4K 18 (T.durum/ T.aestivum)
4. 21KD-14 Granny / SMH 87 (T.aestivum/T.durum)
5. 21KD-16 Fabulis / SMH 87 (T.durum/T.durum)

6. 21KD-22 Stanga / Fabulis (T.aestivum/T.durum)

7. 21KD-23 SMH 87 / Stanga (T.durum/T.aestivum)
8. 21KD-26 Meridiano / Fabulis (T.durum/T.durum)
9. 21KD-28 Miradur / Fabulis (T.durum/T.durum)
10. 21KD-31 Floradur / Toma (T.durum/ T.aestivum)
11. 21KD-32 Meridiano / Cabuna (T.durum/T.aestivum)
12. 21KD-33 Diskett / Malvadur (T.aestivum/T.durum)

2.2.Barotnu pagatavoSana

Darba izmantoto barotnu sastavdalas ir aprakstitas 1. pielikuma. Reagentus, kuru
koncentracija barotné ir lielaka par 20 mg/l, nosvéra un pievienoja varglaze ar 100 ml destiléta
tdeni. Visi pargjie reagenti, kuru koncentracija barotné ir zem 20 mg/l, tika pievienoti §kiduma
veida atSkaidijuma 1:1. Kad visi reagenti tika pievienoti, Skidumam pievienoja destiléto Gideni,
lai iegtitu 1l barotnes. Gatavai barotnei tika nolidzsvarots pH Iimenis Iidz pH=5,8.

Pirms izmantoSanas indukcijas barotni AMC+Cu filtrsteriliz€ja, izmantojot
nitrocelulozes filtrus (razotdjs ‘Sigma-Aldrich’, Irija). AMC+Cu barotnes sterilizesanai
neizmantoja autoklavu, jo taja esoSie cukuri ir jutigi pret augstam temperatiiram. Regeneracijas
barotni 190-2 pirms izmanto$anas steriliz&ja autoklava.
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2.3.Materiala ievakSana un varpu sterilizéSana

Varpas tika ievaktas, kad puteksni jeb mikrosporas bija vienkodola stadija. Parasti So
stadiju nosaka, mikroskopgjot puteksnus, tacu ir zinams, ka $aja stadija kvieSiem jau ir redzama
varpas augseja dala, tapec iesp&jams novertet stadiju vizuali.

Stiebri ar varpam tika sagriezti un ievietoti 200 ml burcina ar destilétu @ideni. Stiebru dala
virs burcinas kaklina tika nosegta ar plévi, lai pasargatu varpas no izziisanas. Stiebrus ar varpam
uzglabaja vitrina (razotajs ‘Snaige design line’, Lietuva) divas ned€las +4°C gradu temperatiira.
Tada veida putek$nmacini tika paklauti stresa apstakliem, lai paaugstinatu androgenézes
efektivitati.

P&c divam ned&lam varpas tika atdalitas no stiebriem. Tika pagatavots 50% ‘ACE classic’
balinataja Skidums varpu steriliz€Sanai: 200 ml burcina ielgja 100 ml ‘ACE classic’ balinataja
un 100 ml destileta udeni. Slgidumé tika pievienots nedaudz ‘Tween 80’, lai samazinatu
Skiduma viskozitati. Varpas Skiduma tika steriliz€tas 20 miniites. P&c sterilizacijas varpas tika

skalotas detras reizes ar autoklavétu destilétu udeni.

2.4.Laminara boksa sagatavoSana

Pirms darba uzsakSanas laminaraja boksa tika ievietoti visi darbam nepiecieSamie
materiali un piederumi: stikla pudele ar joniz&to, autoklavéto tdeni, sterilizators Steri 350
(razotdjs ‘Inotech’, Sveice), vairakas 10 cm pincetes, smidzinatajs ar 70% etilspirtu, varglaze
ar tilpumu 11, automatiska pipete, vienreizlietojamie 10 ml uzgali, vienreizlietojamas Petri
plates ar diametru 5,5 cm un 10,5 cm, papirdvielis, Parafilm pléve, Skéres un tidensizturigais
markieris. leslédza sterilizatoru, laminaro boksu aizveéra, un ieslédza ultravioleto gaismu uz
vismaz 30 minatém. P&c steriliz€Sanas ultravioleto gaismu izslédza, laminaro boksu atvéra un

ieslédza gaisa plismu.

2.5.Putek$Snmacinu iznemsana un stadiSana

Putek$nmacinu iznems$ana un stadiSana tika veikta sterilos apstaklos laminaraja boksa.
Visa darba laika rokas un piederumus kartigi un regulari steriliz€ja ar 70% etilspirtu. Ievietojot
laminaraja boksa pudeli ar barotni, to no arpuses sterilizéja ar 70% etilspirtu. Pirms
putekSnmacinu stadiSanas sagatavoja Petri plates ar AMC+Cu indukcijas barotni: katra 5,5 cm
Petri platé ar vienreizlietojamo 10 ml pipeti ielgja 8 ml AMC+Cu indukcijas barotnes. Pincetes
tika sterilizétas Steri 350 sterilizatora 10-20 sekundes. Turot varpu roka, ar pinceti atdalija
vainaglapas. PutekSnmacinus uzmanigi panéma ta, lai nesabojatu, un ievietoja barotné.

PutekSnmacini no vienas varpas tika ievietoti viena Petri platé. Katra Petri platé tika ieliktas ar1

16



tris driksnas, kuras péc divam nedélam pirmas védinasanas laika tika iznemtas. Petri plati ar
putekSnmaciniem aizvera ar vacinu, kuru fiks€ja ar Parafilmu (razotajs ‘Sigma-Aldrich’, ASV).
Gatavas Petri plates ar putekSnmaciniem ievietoja termostata (razotdjs ‘Omecckuii 3aBOJ
meaunuackoro obopynosanus’, CCCP) uz divam ned€lam, lidz pirmas veédinasanas laikam.

Kultivacija termostata norisinajas +29°C temperatira, tumsa.

2.6.Embriju parstadiSana uz regeneracijas barotni

Péc Cetru nedélu kultivacijas putek$nmacinu kultiira saka veidoties embriji. Kad to
diametrs parsniedza vienu milimetru (5.attéls), tos parstadija uz regeneracijas barotnes 190-2.

Embriju parstadiSana uz regeneracijas barotni tika veikta sterilos apstaklos laminara
boksa, péc ieprieks aprakstitas darba gaitas. Pirms embriju parstadiSsanas uzkarsgja ieprieks
sagatavoto regeneracijas barotni 190-2. Pirms ievietoSanas laminara boksa Petri plates ar
putek$nmaciniem un uzkarséto pudeli ar barotni steriliz€ja ar 70% etilspirtu. Embriju
parstadisanai tika izmantotas gan mazas 5,5 cm diametra Petri plates, gan lielas 10,5 cm
diametra Petri plates. Petri plates izvéle bija atkariga no vizuala novértéjuma — cik liels embriju
skaits izveidojas dotaja laika. Katra Petri platé ar automatisko pipeti iel&ja skidro barotni 190-
2, mazajas Petri platés 8 ml, lielajas Petri plateés 20 ml. Barotnei lava atdzist un sacietét. Pirms
embriju parstadiSanas 10-20 sekundes steriliz&ja pincetes sterilizatora Steri 350.

Petri plati ar putek$Snmaciniem atvéra un pa vienam parstadija embrijus uz regeneracijas
barotni 190-2 ta, lai attalums starp embrijiem bitu 8-10 mm (6.attéls). Petri plates ar embrijiem
aizveéra ar vacinu, fiks€ja vacinu ar Parafilmu. Vispirms embriji 2-3 dienas tika kultiveti
termostata tumsa +29°C tepmeratiira, pec tam tos ievietoja gaismas termostatd (razotajs

‘Binder’, Vacija) ar 16 stundu fotoperiodu.

5. attels. Pé&c Getru nedélu 6. attels. Embriji uz regeneracijas
kultivacijas izveidotie embriji. barotnes 190-2.

Figure 5. Cultured embryos Figure 6. Embryos on the

after four weeks. regeneration medium 190-2.
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2.7.Z.alo augu parstadiSana talakai kultivacijai

Kad augam-regenerantam izveidojas saknu sistéma un augu lapu garums sasniedza
apméram 1 cm vai vairak, tas tika parstadits atseviska mégené. Darbs tika veikts sterilos
apstaklos laminara boksa, péc iepriek§ aprakstitas darba gaitas. Zalo augu-regenerantu
kultivésanai tika izmantota regeneracijas barotne 190-2, bez fitohormoniem (FH), ar varu (Cu).
Ieprieks sagatavoto regeneracijas barotni 190-2+Cu bez FH uzkarsgja. Pirms ievietoSanas
laminaraja boksa Petri plates ar embrijiem un augiem-regenerantiem un uzkarséto trauku no
arpuses steriliz&ja ar 70% etilspirtu. Zalo augu parstadiSanai tika izmantotas 13 ml mégenes ar
vacinu. Katra mégené ar automatisko pipeti ieléja 3 ml skidras barotnes 190-2+Cu bez FH.
Barotnei lava atdzist un sacietét. Pirms augu-regenerantu parstadiSanas 10-20 sekundes
steriliz&ja lielas pincetes un skalpelus sterilizatora Steri 350.

Turot augu ar pinceti un izmantojot skalpeli, uzmanigi izgrieza augu no barotnes. P&c tam
augu ievietoja mégengé ta, lai auga saknes atrastos barotng, bet auga augs€ja dala paliktu virs
barotnes. Mégeni aizvéra ar vacinu. Gatavas m&genes ar augiem-regenerantiem (7.attels)
ievietoja gaismas termostata ar 16 stundu fotoperiodu.

Kad lapu garums sasniedza apméram 5 cm vai vairak, augi tika parstaditi atseviskos
podos. Augu uzmanigi iznéma no mégenes un ar tideni noskaloja licko barotni no saknitém.
Vispirms augs tika iestadits 7x7x7,5 cm poda ar gatavo kiidras substratu séSanai un pikesanai
(razotajs ‘Biolan’, Somija), un parklats ar nelielu burcinu, lai izol&tu augu no apkartgjas vides.
Augu ik pa laiku védindja. P&c divam nedélam augs tika parstadits lielaka poda (diametrs 10
cm x dzilums 18 cm) ar gatavo kiidras substratu stadiSanai un augsnes uzlaboSanai (razotajs
‘Biolan’, Somija). Visi augi tika audzeti siltumnica, +22+2°C temperatira (7.attéls). Augu

apstrade ar kolhicinu $aja darba netika veikta.

7.attels. A — m&genes ar augiem-regenerantiem; B — augsné parstaditi augi-regeneranti;
C — izaudz&tie augi-regeneranti ar varpam.

Figure 7. A - tubes with plants-regenerants; B - plants-regenerants transplanted into the soil;
C — grown plants-regenerants with spikes.
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2.8.Papildus hibridaugu audzéSana

Talakai analizei tika izaudzeti papildus hibridraugi ar genotipiem 22KD-1, 22KD-2,
22KD-3, 22KD-4 un 22KD-5 (2.tabula), un tris durum kviesu Skirnes ‘Fabulis’, ‘Malvadur’ un
‘SMH-87’. Hibridaugu audzé$anai izmantoja iepriek$ aprakstito metodi (Rebane et al. 2020).

2. tabula.

Papildus izaudzetie vasaras kviesu hibridi
Table 2.
Additionally grown spring wheat hybrids

Ne | Genotipa nr. / Genotype no. Izcelsme / Origin

1. 22KD-1 Floradur / Cornetto (T.durum/ T.aestivum)
2. 22KD-2 SMH 87 / Granny (T.durum/T.aestivum)
3. 22KD-3 Fabulis / Harenda (T.durum/T.durum)
4. 22KD-4 SMH 87 / Kv4K18 (T.durum/T.aestivum)
5. 22KD-5 SMH 87 / Cornetto (T.durum/T.aestivum)

Pirms s€klu diedz€sanas, tas apstradaja, ieliekot mazas varglazges ar ieprieks pagatavotu
0,1% kalija permanganata Skidumu uz 20 min. Diedz&Sanai sagatavoja lielas Petri plates,
filtrpapiru, destiléto tdeni, pinceti, smidzinataju ar 70% etilspirtu, polietiléna plévi un
tdensizturigo markieri. Visa darba laika rokas un piederumus kartigi un regulari steriliz€ja ar
70% etilspirtu. Katra Petri platé tika ievietots viens filtrpapira slanis, iepriek$ samitrinats
destiléta tideni. Seklas 4 reizes noskaloja ar destiléto Gideni un ar sterilo pinceti novietotoja uz
filtrpapira 2-3 cm attaluma vienu no otras. Virs séklam Petri platé tika novietots otrs slapja
filtrpapira slanis (8.attels). Slegtas Petri plates tika aptitas ar polietiléna plévi un ievietotas

gaismas termostata ar 16 stundu fotoperiodu uz 1 nedglu.

8.attels. Petri plates ar kviesu seklam.

Figure 8. Petri dishes with wheat seeds.
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2.9.Hromosomu skaitiSana kvieSu saknites

Hromosomu skaitiSanai izmantoja dazu iepriek$ aprakstito metozu kopumu (Yan et
al. 2020; Maluszynski et al. 2003). Ploiditates noteik$anai ar hromosomu skaitiS§anas metodi
tika izmantotas augu saknites no papildus izaudzétiem hibridaugiem 22KD-1, 22KD-2,
22KD-3, 22KD-4 un 22KD-5 (2.tabula). SakniSu paraugu sagatavosanai vispirms tika
pagatavots 0,1% kolhicina skidums un Klarka fiksators (96% etilspirts un ledus etikskabe,
3:1). Péc tam tika sagatavoti stobrini ar skriivéjamiem korkiem, Skéres, automatiska pipete,
vienreizlietojamie uzgali, destiléts idens, Gidensiztirigais markieris un smidzinatajs ar 70%
etilspirtu. No katras izveidotas saknites uzmanigi nogrieza ap 1 cm garu saknites galinu un
noskaloja ar tideni. Katru nogriezto galinu ievietoja atseviska stobrina ar 0,1% kolhicina
Skidumu uz 2 stundam. P&c iznemSanas no kolhicina Skiduma saknites noskaloja un
ievietoja stobrinos ar Klarka fiksatoru. Stobrinus ar saknitém uzglabaja tumsa vieta.

SakniSu krasoSanai tika pagatavota krasa. Tas pagatavoSanai izmantoja karminu,
ledus etikskabi un dejoniz&to ideni. Krasu gatavosana notika velkm@. Vispirms nosveéra 5
g karmina un rlipigi saberza piesta lidz pulvera stavoklim. P& tam karmina pulverim
pievienoja 45 ml ledus etikskabes un riipigi samaisija. Tad pievienoja destiléto ideni un
atkal samaistja. legtito suspensiju filtr&ja caur kroku filtru apméram 12 stundas tumsa vieta.
Jaunos stobrinos ar skriivéjamiem korkiem ieleja 1,5 ml pagatavotas krasas. Izmantojot
pinceti, sakniSu galinus uzmanigi iznéma no Klarka fiksatora un ievietoja stobrinos ar krasu.
Saknites atstaja krasoties tumsa vieta istabas temperatiira. Pec vienas nedélas veica sakniSu
maceraciju. Saknites tika iznemtas no krasas un ievietotas ieprieks pagatavota 0,1 N HCl
Skiduma. SakniSu maceraciju veica, inkubgot paraugus termomikseri ‘Thermomixer
Comfort’ (razotajs ‘Eppendorf’, Vacija) 4-5 stundas +60°C. Péc maceracijas saknites atkal
tika ieliktas krasa uz vienu nedéelu.

Hromsomu skaitiSanai saknités tika izmantots gaismas mikroskops ‘Leica DM500’
(razotajs ‘Leica’, Vacija). leprieks tika sagatavoti priekSmetstikli, segstiklini, dejonizéts
udens, pipete, pincete un skalpelis preparatu sagatavoSanai. Panéma priekSmetstiklu un
uzpilindja uz ta vienu tdens pilienu. Ar pinceti uzmanigi panéma sakniti un ielika Gidens
piliena. Izmantojot skalpeli, nogrieza labi iekrasotu saknites galinu aptuveni 1 mm garuma,
pargja saknites dala tika izmesta. Uzmanigi nosedza paraugu ar segstiklinu, riipigi
piespieZot to pie priekSmetstikla ta, lai no saknites galina iegiitu puscaurspidigu plankumu.
Preparatu apliikoja mikroskopa un atrada taja saknu augSanas zonas $iinas, kuras bija labi
redzamas hromosomas. Katram genotipam tika atrastas vismas 15-20 Stinas ar iekrasotam

hromosomam, lai noteiktu genotipa ploiditati.
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2.10. Ploiditates noteikSana ar plismas citometriju

Ploiditates noteikSanai ar plismas citometriju izmantoja iepriek§ aprakstito metodi
(Rebane et al. 2020). Ploiditates noteikSanai tika izmantoti augu lapu paraugi no genotipiem
22KD-1, 22KD-2, 22KD-3, 22KD-4, 22KD-5, 21-KD-11, 21KD-16 un 21KD-32. Ka kontroli
izmantoja lapu paraugus no diploidiem mieziem, no heksaploidiem mikstajiem ziemas
kviesiem, ka ari no cieto kvieSu Skirném ‘Fabulis’, ‘Malvadur’ un ‘SMH-87’, kuri ir tetraploidi.

Plasmas citometrijas paraugu sagatavosanai tika sagatavoti visi nepiecieSamie materiali
un piederumi: lapu paraugi, Skéres, 10 cm pincete, Zilete, smidzinatajs ar 70% etilspirtu,
papirdvielis, stikla Petri plates ar diametru 5,5 cm, tdensizturigais markieris, automatiska
pipete, vienreizlietojamie 1000 pl uzgali, ‘CyStain UV Ploidy’ krasoSanas buferskidums , 5 ml
polipropiléna m&genes, 30 pm ‘CellTrics’ filtri (razotajs ‘Sysmex’, Vacija), ribonukleazes A
Skidums un propidija jodida Skidums.

No katra zala auga jaunas lapas ar skérém tika nogriezts fragments ap 1 cm garuma un
ievietots Petri platé. Izmantojot automatisko pipeti, Petri platé tika pievienots 1 ml ‘CyStain
UV Ploidy”’ krasoSanas buferskiduma, kura lapas fragments tika lizéts ap 2 min. P&c tam lapas
fragmentu kartigi sasmalcinaja, izmantojot zileti, un atstaja lizéties vél 1-2 min. Attiecigaja
mégené tika ievietots 30 pm ‘CellTrics’ filtrs, ar kuru tika izfiltréts sasmalcinatais lapas
paraugs. Izmantoto Petri plati izskaloja ar 1 ml ‘CyStain UV Ploidy’ krasosanas buferskiduma
un atkal ieléja meégené caur filtru. Kad visi lapu paraugi bija gatavi, tiem pievienoja 1 pl
ribonukleazes A Skiduma. P&éc 10-15 min paraugiem tika pievienoti 5 ul propidija jodida
Skiduma. Plismas citometrijas paraugus glabaja tumsa, ledusskapi, vismaz vienu vai divas
stundas (optimali 24 stundas) pirms izmanto$anas pliismas citometrija.

Pirms pliismas citometra izmantoS$anas to kalibrgja, izmantojot ‘Rainbow Calibr Particles,
8 peaks, 3.0-3.4 um’ skidumu. P&c kalibré$anas katrs paraugs pirms analizes tika samaisits,
izmantojot ‘Vortex’ (razotajs ‘Biosan’, Latvija), un p&c kartas ievietots pliismas citometra.
Plusmas citometra mérijjumi tika iegiti ar ‘BS FACS Software 1.0.0.650.” programmas

palidzibu. legiitie dati tika saglabati atseviSska mapée talakai analizei.

2.11. DNS ekstrakcija no augu lapam

DNS ekstrakcijai no augu lapam tika izmantots iepriek$ aprakstitais protokols (Zagata
2013). Pirms paraugu sagatavoSanas DNS ekstrakcijai tika sagatavoti visi nepiecieSamie
materiali un piederumi: lapu paraugi, $kéres, pincete, ependorfa (centrifugésanas) stobrini,
mazas piestas ependorfa stobriniem, smidzinatajs ar 70% etilspirtu, papirdvielis,

tidensizturigais markieris, automatiskas pipetes un vienreizlietojamie uzgali. Vispirms tika
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pagatavots DNS lizeéSanas buferskidums. DNS lizéSanas buferSkiduma sastavs ir paradits

3.tabula.

3. tabula.

DNS lizésanas buferskiduma sastavdalas
Table 3.

DNA lysis buffer content

Reagenti / Reagents Koncentracija, ml/l / Concentration, ml/I
1M TRIS pH 8,0 200
5M NaCl 50
0,5M EDTA pH 8,0 50
10% SDS 100
Molekularais tidens 600

No katra analiz€jama auga lapas ar Skérém tika panemts fragments ap 1 cm garuma un
ievietots centrifug€Sanas stobrina. Izmantojot automatisko pipeti, stobrinos pievienoja 400 pl
DNS lizésanas buferSkiduma. Ar mazo piestinu saberza paraugu Iidz $kidums ir iekrasojis
izteikti zals. P&c saberSanas pievienoja vel 400 pl DNS lizéSanas bufer§kiduma un samaisija ar
‘Vortex’. Tad stobrinus ar paraugiem lika inkubéties termomikserT ‘Thermomixer Comfort’ 20
min +60°C. P&c inkubacijas DNS paraugam pievienoja 500 pl hloroforma maisijuma
(hloroforms un izoamilalkohols 24:1), samaisija ar ‘Vortex’ un lika centrifugéties ‘Centrifuge
5410° (razotajs ‘Eppendorf’, Vacija) 5 min pie 13200 apgriezieniem miniité. Pec
centrifug@Sanas parauga augs€jo slani (iidens slanis ar izSkiduSo DNS) uzmanigi nosiica ar
pipeti un parnesa jauna centrifugéSanas stobrina. Nonemtajam $kidumam pievienoja 100 pl
kalija oksilacetata un samaisija Iéni apgriezot 5 reizes, peéc tam atkal lika centrifug€ties 5 min
pie 13200 apgriezieniem miniite. PEc centrifugéSanas Skidro fazi parnesa jauna centrifugésanas
stobrina un pievienoja 700 pl izopropanola. Paraugus samaisija, 1€ni apgrozot 10 reizes, un
ievietoja saldétava uz 20 min -20°C. P&c tam paraugus centrifugéja 5 min pie 13200
apgriezieniem minuté. Pec centrifugéSanas Petri platé uzmanigi noleja Skidro fazi. Stobrina ar
nogulsném pievienoja 200 pl 70% etanola, samaisija, 1€ni apgrozot, un centrifug€ja 5 min pie
13200 apgriezieniem minuté. Atkal uzmanigi nolgja skidro fazi Petri platé. Stobrinus ar
nogulsném atstaja zaveties 30-60 min lidz nav redzami pilienini uz stobrinu iek§€jam malam.
P&éc zavésanas paraugiem pievienoja 50 pl TE buferskiduma. Ekstragéto DNS lika ledusskapi

+4°C un atstaja vismaz uz diennakti.
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2.12. Polimerazes kédes reakcija (PCR) ar iPBS praimeriem

Pirmkart tika pagatavots PCR sagataves skidums nepiecieSamajam reakciju daudzumam

(4.tabula). DNS polimeraze tika pievienota pedgja.

4. tabula.
PCR sagataves skiduma sastavdalas
Table 4.

PCR solution content

Reagenti / Reagents Til\eums vienai reakpijai, pl/
olume per reaction, ul
Molekularais tidens 18,8
10xDreamTaq zals buferis 3
dNTP 0,6
iIPBS praimeris 0,3
DreamTaq HS DNS polimeraze 0,3

PCR platg iepildija 2 pl ekstragétas DNS $kiduma. Katram DNS paraugam pievienoja 23
pl PCR sagataves Skiduma, kuru pirms tam samaisija ar ‘Vortex’. Ka negativo kontroli
izmantoja PCR sagataves $kidumu bez DNS, ka pozitivo kontroli izmantoja lucernas ekstragéto
DNS ar PCR sagataves $kidumu. Pamatojoties uz iepriek$gjiem pétijumiem (Zagata 2013),

analizei tika izvEl&ti septini Uz retrotranspozoniem balstitie iPBS praimeri (5.tabula).

5. tabula.

Izmantoto iPBS praimeru sekvences
Table 5.

Sequences of iPBS primers used for PCR

Praimeranr./ Nukleotidu skaits / Praimera sekvence /
Primer no. Number of nucleotides Primer sequence

2083 12 CTTCTAGCGCCA
2240 18 AACCTGGCTCAGATGCCA
2377 12 ACGAAGGGACCA
2386 12 CTGATCAACCCA
2222 18 ACTTGGATGCCGATACCA
2230 18 TCTAGGCGTCTGATACCA
2395 18 TCCCCAGCGGAGTCGCCA

PCR plati aizlimgja ar plévi un samaisija MPS-1 kratitaja (razotajs ‘BioSan’, Latvija).
Péc tam paraugus ievietoja PCR amplifikatora ‘GeneAmp PCR System 9700’ (raZotajs
‘Thermo Fisher Scientific’, ASV), kuram uzstadija nepiecieSamos reakcijas apstaklus

(3.pielikums). Pec amplifikacijas paraugus glabaja ledusskapt +4°C temperatiira.
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2.13. DNS un PCR produktu analize ar agarozes géla elektroforézi

Pirmkart tika pagatavots agarozes géls. G€la pagatavoSanai izmantoja agarozi ‘TopVision
Agarose’ un 1xTAE (Tris-acetate-EDTA) buferskidumu. TAE bufer§kiduma sastavs ir paradits
4.pielikuma. Agarozes daudzums un IXTAE buferSkiduma tilpums g€la pagatavoSanai bija
atkarigs no géla izm&ra un paraugu skaita (5.pielikums).

Agarozi un IXTAE buferskidumu nepiecieSamajas proporcijas samaisija burcina un
Sagatavoja agarozes gé€la formu un noregul&ja Iimeni. Atdzisuso gélu ielgja forma un ievietoja
‘kemmites’ paraugu kabatinu izveidoSanai, péc tam g€lu pilniba atdzes€ja. Sagatavoja
elektroforézes iekartu, ielejot taja 1XxTAE buferskidumu. Kad agarozes géls bija pilniba
sacietgjis to ievietoja elektroforézes iekarta.

Sagatavoja DNS paraugus un PCR produktus. Paraugu krasoSanas platé katra bedrité
iepildija 3 pl ‘6x DNA loading Dye Buffer Double Blue’ krasu. Stobrinus ar ekstragéto DNS
samaisja ar ‘Vortex’ un katra bedrité ar krasu pievienoja 15 pl DNS skiduma. PCR produkti
netika krasoti.

Pirmaja un peédgja kabatina iepildija 5 ul ‘1 kb DNA Ladder Ready to Load’ garuma
markieri. Visas pargjas kabatinas iepildija 18 pl parauga. Péc tam iekartai uzlika vaku un ar
vadiem savienoja ar ‘Life Technologies PS 304’ stravas bloku (razotajs ‘GibcoBRL’, ASV).
Noregulgja stravu 80V (g€lam 10x7 cm) vai 120V (gélam 20x20 cm) un ieslédza stravas padevi.
Elektroforézes process bija atkarigs no géla izméra. Elektroforéze turpinajas ap vienu stundu
gélam 10x7 cm un ap trim stundam gélam 20x20 cm.

Kad elektroforéze bija pabeigta, izsleédza stravu un atvienoja vadus. Ge€lu izp€ma no
iekartas un ievietoja trauka ar 50 pl/L etidija bromida skidumu uz 20-30 min. P&c krasoSanas
etidija bromida $kiduma g€lu noskaloja ar tideni. P&c noskaloSanas g€lu novietoja uz UV
platformas, uzlika ‘MicroDOC’ aizsegu (razotajs ‘Cleaver Scientific Ltd’, Lielbritanija),

ieslédza UV gaismu un nofotorgafeja.
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3. REZULTATI UN TO ANALIZE

No visiem darba izmantotajiem kvieSu hibridu genotipiem tika iegiiti putekSnmacini.
Kopuma no 12 genotipiem darba gaita tika iegiiti un iestaditi in vitro 3439 putekSnmacini,
709 embriji, 231 albinais augs un 16 zalie augi.

legiitais putekSnmacinu skaits un izveidoto embriju skaits paradits 9.attela. Tikai 50%
no darba izmantotajiem kvieSu hibridu genotipiem izveidoja embrijus. Konstatéts, ka
izveidoto embriju skaits nebija atkarigs no uz barotném uzlikto putek$nmacinu skaita.

Genotipi, kas embrijus neveidoja, nav ieklauti turpmakaja rezultatu analize.
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9.attels. Uz barotném uzliktais putekSnmacinu skaits un iegiito embriju skaits katram
genotipam.

Figure 9. Number of anthers placed on the medium and embryos received in each genotype.

Embriju skaits uz 100 putek$Snmaciniem un kopgjais augu skaits uz 100 putek§nmaciniem
ir paradits 10.att€la. Rezultati parada, ka pastaveja sakariba starp ieglito embriju skaitu un
iegiito augu kopgjo skaitu. Genotipos, kuri izveidoja lielaku embriju skaitu, izveidojas lielakais

albino un zalo augu skaits.
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10.attels. Embriju skaits uz 100 putekSnmaciniem un kopgjais augu skaits uz 100
putek$nmaciniem. Grafika ieklauti tikai genotipi, kas veidoja embrijus.

Figure 10. Number of embryos per 100 anthers and total number of plants per 100 anthers.
Only the genotypes that formed embryos are included in the graph.

AtseviSki analiz€jot ieglto albino augu skaitu un zalo augu skaitu uz 100
putekSnmaciniem, var redzet, ka albino augu skaits bija atkarigs no embriju skaita, tacu zalo

augu iznakums nebija atkarigs no iegiito embriju skaita (11.attls).

100
o
=
3 80
@)
c 60
2
>
o 40
=
]
~
n 20
0 | _
21KD-11 21KD-14 21KD-16 21KD-22 21KD-28 21KD-32
Genotips / Genotype
Embriju skaits uz 100 putekSnmaciniem B Zalo augu skaits uz 100 putek§nmaciniem
/ Number of embryos per 100 anthers / Number of green plants per 100 anthers

Albino augu skaits uz 100 putek$nmaciniem
/ Number of albino plants per 100 anthers

11.attels. Iegiito embriju, zalo augu un albino augu skaits uz 100 iegiitiem putekSnmaciniem.
Grafika ieklauti tikai genotipi, kas veidoja embrijus.

Figure 11. Number of embryos, green plants and albino plants obtained per 100 anthers
obtained. Only the genotypes that formed embryos are included in the graph.

Pieci no seSiem genotipiem, kas izveidoja embrijus, izveidoja augus (83%). Visi pieci
augus veidojosie genotipi izveidoja albinos augus (100%), tikai tris no tiem izveidoja zalos
augus (60%). Izveidoto albino augu skaits bija daudz lielaks neka izveidoto zalo augu skaits.

legiito zalo augu skaits un albino augu skaits uz 100 ieglitiem embrijiem ir paradits 12.attela.
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12.attels. legiito zalo augu un albino augu skaits uz 100 iegiitiem embrijiem. Grafika ieklauti
tikai tie genotipi, kas veidoja augus.

Figure 12. Number of obtained green plants and albino plants per 100 embryos obtained. Only
the genotypes that formed plants are included in the graph.

Rezultatos albino augu skaita tika ieklauti augi, kuriem izveidojas tikai saknu sisteéma, un
augi, kuriem izveidojas gan saknu sist€ma, gan virszemes dala. Albino augu skaits, kuriem
izveidojas tikai saknu sisteéma, sastadija 58% no kopgja albino augu skaita, savukart albino augu
skaits ar saknu sistému un virszemes dalu sastadija 42%.

Apkopojums par embrijus un augus veidojosajiem vasaras kvieSu hibridu genotipiem ir
paradits 6.tabula. Embrijus izveidoja sesi no 12 vasaras kvieSu hibridiem. Divi no tiem bija
iek$sugu hibridi (T.durum/T.durum), Cetri no tiem bija starpsugu hibridi (T.aestivum/T.durum).
Augus izveidoja pieci no sesiem embrijus veidojosajiem hibridu genotipiem. Divi no tiem bija
iekSsugu hibridi, tris no tiem bija starpsugu hibridi. Zalos augus izveidoja tikai tris hibridu
genotipi, divi starpsugu hibridi un viens iek$sugu hibrids.
6.tabula.

Embriju un augu veidojoSie vasaras kviesu hibridu genotipi

Table 6.

Genotypes of spring wheat hybrids forming embryos and plants

Genotios/ Veido embrijus | Veido albinos Veido zalos

o p ; Izcelsme / Origin / Forms augus/Forms | augus/Forms
yp embryos albino plants green plants

21KD-11 DC 753-8/12 / Bezencukskaja + + +

(T.aestivum/T.durum)

21KD-14 | Granny / SMH 87 (T.aestivum/T.durum) + +

21KD-16 Fabulis / SMH 87 (T.durum/T.durum) + + *

21KD-22 Stanga / Fabulis (T.aestivum/T.durum) +

21KD-28 Miradur / Fabulis (T.durum/T.durum) + +

21KD-32 | Meridiano / Ca6una (T.durum/T.aestivum) + + *
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P&c augu-regenerantu parstadisanas lielakos podos, septini augi no genotipa 21KD-11,
viens augs no genotipa 21KD-16 un divi augi no genotipa 21KD-32 izdzivoja. Visiem augiem-
regenerantiem NO genotipiem 21KD-11 un 21KD-32 izveidojas varpas. SeSiem no septiniem
augiem no genotipa 21KD-11 izveidojas graudi. Graudi izveidojas arT augiem-regenerantiem
no genotipa 21KD-32. Augs-regenerants no genotipa 21KD-16 graudu parbaudes bridi vél
nebija sasniedzis varpas veidosanas fazi.

Hibridu augu ploiditates noteikSanai vispirms tika veikta hromosomu skaitiSana kvieSu
saknu meristeémas Stnas. Katram genotipam tika atrastas no 15 lidz 20 §tinam ar iekrasotam
hromosomam. Saknu merist€émas Stnu pieméri ir paraditi 13.att€la. Genotipos 22KD-1 un
22KD-4 lielaka dala atrasto $tinu bija heksaploidas (hromosomu skaits bija 6n=42), genotipos
22KD-2, 22KD-3 un 22KD-5 lielaka dala $iinu bija tetraploidas (hromosomu skaits bija 4n=28).

’ ~ \S
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13.attels. KvieSu saknu augSanas zonas $tinu piem&ri hromosomu skaitiSanai. A — 22KD-1
heksaploida Siina; B — 22KD-2 tetraploida Siina; C — 22KD-3 tetraploida §tina; D — 22KD-4
heksaploida stina; E — 22KD-5 tetraploida $iina.

Figure 13. Examples of wheat root growth zone cells for chromosome counting. A — 22KD-1
hexaploid cell; B — 22KD-2 tetraploid cell; C — 22KD-3 tetraploid cell; D — 22KD-4 hexaploid
cell; E — 22KD-5 tetraploid cell.

Ar plismas citometrijas metodi tika noteikta ploiditate gan hibridiem augiem, gan darba
ieglitajam DH linijam. Pliismas citometrijas rezultati parada, ka visi analiz&amie genotipi bija
miksoploidi. Visos paraugos tika atrastas gan tetraploidas Stnas, gan heksaploidas S$iinas
(14.attels).
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14.attels. Plismas citometrijas rezultatu piemeri. P8 — tetraploidas $iinas; P2 — heksaploidas
Stinas. A — genotips ar 4n ploiditates limeni; B — genotips ar 6n ploiditates Iimeni; C — genotips,
kur 4n un 6n $tinu skaits ir gandriz vienads.

Figure 14. Examples of flow cytometry results. P8 — tetraploid cells; P2 — hexaploid cells. A —
genotype with 4n ploidy level; B — genotype with 6n ploidy level; C — genotype, where the
number of 4n and 6n cells is almost equal.

Ja tetraploido Stinu skaits noteikta parauga parsniedza 50%, tad genotips tika uzskatits
par tetraploidu. Savukart, ja heksaploido $tinu skaits parauga parsniedza 50%, tad genotips tika
uzskatits par heksaploidu.

Darba iegiito zalo augu regenerantu (DH liniju) ploiditate ir paradita 15.attéla. Ploiditates
noteikSana tika veikta tikai no starpsugu hibridiem iegiitajam DH linijam. Pieciem no seSiem
augiem ar genotipu 21KD-11 tika noteikts 4n ploiditates limenis, vienam tika noteikts 6n

ploiditates Iimenis. Augiem no genotipa 21KD-32 tika noteikts 4n ploiditates Iimenis.

100,00
(=)
~3S 80,00
S o
« D
22 6000
§ [S) 50%
@ GL) ”””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””””
=2 4000
A 3
P
20,00
A\ 79 ,-LC\ ,-chl 10’5 A P*A‘ \ N \ N
g)\\’\[>s 0\\'\B \\‘\I>s O\\’\P& \\'\P’ \\'\P\ 03%1% "{L:L[X
NE OSSN\ S RPN S VPN S AN & Ny

Genotips / Genotype
6n, % 4n, %

15.attels. No starpsugu hibridiem iegiito DH Iiniju ploiditate.
Figure 15. Polyploidy of DH lines from interspecific hybrids.
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Apkopojums par kvieSu starpsugu hibridu un darba gaita iegiito DH liniju ploiditati ir
paradits 7.tabula. Genotipiem 22KD-1, 22KD-4 un 21KD-32 lielaka dala $tnu bija
heksaploidas, savukart, genotipiem 22KD-2, 22KD-3, 22KD-5 un 21KD-11 lielaka dala $tinu
bija tetraploidas.

7. tabula.

Vasaras kviesu starpsugu hibridu un DH Iiniju ploiditate.
Table 7.

Polyploidy of spring wheat interspecific hybrids and DH lines.

Genotipa nr. / Genotype no. Izcelsme / Origin Ploiditate / Polyploidy

Floradur / Cornetto

22KD-1 (T.durum/ T.aestivum) Helsaploids (6n)
22KD-2 (T_S d“ﬂmr%/ fersii”\/”uym) Tetraploids (4n)
22KD-3 (.ia dblfr'l';{ /?zruer”udnﬁ) Tetraploids (4n)
22KD-4 (TS_ g/lljl;lu?nc'll':glsl't:\(ﬂlja) Heksaploids (6n)
22KD-5 SMH 87 / Cornetto Tetraploids (4n)

(T.durum/T .aestivum)

DC 753-8/12 / Bezenc¢ukskaja
(T.aestivum/T.durum)
Meridiano / Cabuna
(T.durum/T .aestivum)

21KD-11 (DH) Tetraploids (4n)

21KD-32 (DH) Heksaploids (6n)

Darba ieglito DH Iiniju polimorfisma noteik$ana tika veikta, izmantojot septinus iPBS
praimerus. Izmantojot praimeri nr. 2240, nekadas atSkiribas starp paraugiem netika atrastas.
Pargjo praimeru izmantoS$anas rezultati ir paraditi 16. att€la. lzmantojot praimeri nr. 2083, tika
atrastas atSkiribas gan starp DH liniju genotipiem, gan viena genotipa ietvaros. Izmantojot
praimeri nr. 2377, tika atrasts viens atskirigs lokuss starp genotipu 21KD-32 un pargjiem
genotipiem. Izmantojot praimeri nr. 2386, tika atrasti tris atskirigi lokusi starp genotipu 21KD-
32 un pargjiem genotipiem. Izmantojot praimeri nr. 2222, tika atrasts viens atskirigs lokuss
21KD-32 genotipa ietvaros. lzmantojot praimeri nr. 2230, tika atrastas atSkiribas gan starp
dazadiem genotipiem, gan 21KD-11 genotipa ietvaros. lzmantojot praimeri nr. 2395, tika
atrastas atSkiribas starp genotipiem 21KD-32 un 21KD-16.
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Praimeris nr. 2083

Praimeris nr. 2386

21KD-11

16.attels. DH liniju PCR produkti ar iPBS praimeriem. Baltas bultinas parada atSkiribas starp

Praimeris nr. 2377
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(YT T TRl

-

wa b N9
-

e e G e "
T1111LLLL
=»

dazadiem genotipiem; zalas bultinas parada atSkiribas viena genotipa ietvaros.

Figure 16. DH line PCR products with iPBS primers. White arrows show differences between
different genotypes; green arrows show differences within a single genotype.

Durum kviesu skirnu ‘Fabulis’ un ‘SMH-87° polimorfisma noteiks$ana tika veikta,

izmantojot piecus iPBS praimerus (17. attéls). Izmantojot praimerus nr. 2386, 2230 un 2395,

nekadas atskiribas starp $kirném netika atrastas. Izmantojot praimeri nr. 2377, tika atrasti divi

atSkirigi lokusi starp Skirném. Izmantojot praimeri nr. 2222, tika atrasti divi atskirigi lokusi

starp $kirném un viens atskirigs lokuss ‘SMH-87 skirnes ietvaros.
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Praimeris nr. 2377 Praimeris nr. 2386 Praimeris nr. 2222 Praimeris nr. 2230 Praimeris nr. 2395

FABULIS SMH-87 . FABULIS SMH.87 FABULIS SMH-87
A Y

FABULIS SMH-87 FABULIS SMH-87

(—J—Wf—}‘—\

“5.‘;‘
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17.attels. Durum kvieSu Skirnu PCR produkti ar iPBS praimeriem. Baltas bultinas parada
atskiribas starp $kirném; zala bultina parada atskiribu vienas skirnes ietvaros.

Figure 17. Durum wheat varieties PCR products with iPBS primers. White arrows show
differences between varieties; green arrow shows difference within a single variety.
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4. DISKUSIJA

Iegiitie rezultati parada, ka visi darba izmantotie vasaras kviesu hibridu genotipi veidoja
putekSnmacinus, kurus potenciali var izmantot putekSnmacinu kultiiras izveidoSanai un
dubultoto haploidu iegiiSanai. Tacu tikai 50% genotipu izveidoja embrijus. Tas nozimé, ka
genotipos, kuru embriji neizveidojas, androgenézi ietekméja viens vai vairaki faktori, kas
aptur&ja putekSnu attistibu un embriju veidosanos. Ta ka visi paraugi tika kultivéti vienados
apstaklos, visticamak, androgenézi ietekmg&ja tieSi donoraugu genotips, kas saskan ar citu
autoru izvirzitajam teorijam, ka genotips ir galvenais androgenézi limit&josais faktors (Grauda
et al. 2016., [Tlepmmna u np. 2013).

Izveidoto embriju skaits nebija atkarigs no iegiito putekSnmacinu skaita. Tacu tika
noverota sakariba starp iegiito embriju skaitu un iegiito augu kopg&jo skaitu — jo lielaks bija
izveidoto embriju skaits, jo lielaks bija ieglito augu kopgjais skaits katra genotipa. Svarigi
uzsvert, ka 1 sakariba attiecas galvenokart uz albino augu veidoSanos, jo zalo augu iznakums
nebija atkarigs no embriju skaita.

Pieci no seSiem embrijus veidojoSiem genotipiem izveidoja augus. Albino augu skaits
bija daudz lielaks neka zalo augu skaits, kas saskan ar citu autoru p&tijumu rezultatiem (Zheng
2003). Darba gaita albinie augi tika iedaliti divas grupas: augi, kuriem izveidojas tikai saknu
sistéma, un augi, kuriem izveidojas gan saknu sisteéma, gan virszemes dala. Virszemes dalas
attistibas trikumi un I€na auga augsana liecina par to, ka izmainas genoma un hlorofila trakums
albinos augos negativi ietekmé to attistibu, un lauj secinat, ka albinie augi nav spgjigi izdzivot
(Zheng 2003, Jacquard et al. 2009).

Tikai tris genotipi izveidoja zalos augus, kas atbilst izvirzitajam pétijuma uzdevumam un
gaiditajam rezultatam — ar putekSnmacinu kultliras metodi ieglit zalus augus-regenerantus no
vasaras kvieSu hibridu selekcijas materiala. Svarigi uzsveért, ka divi no trim zalo augu
veidojosajiem genotipiem bija starpsugu hibridi, kas nesaskan ar daudziem citu autoru p&tijjumu
rezultatiem, jo kvieSu starpsugu hibridizacija reti notiek ar pozitivu iznakumu, kas apgriitina
selekcijas procesu (babaesa 2017). Vislielakais zalo augu-regenerantu skaits tika iegiits no
hibrida ar genotipu 21KD-11, kas ir DC 753-8/12 un Bezencukskaja Skirnu starpsugu hibrids.
Sis fakts palielina darba iegiito rezultatu svarigumu.

legiitie augi-regeneranti netika apstradati ar kolhicinu, jo p&c apstrades palielinas augu-
regenerantu mirstibas limenis (Soriano et al. 2007). Tomér gandriz visiem augiem-
regenerantiem izveidojas graudi. Tas nozimé, ka augos-regenerantos notika pasploidizacija, jo
haploidi augi-regeneranti nav sp&jigi veidot graudus. Dazos rakstos tiek minéts, ka vasaras
kvieSiem paSploidizacijas biezums sasniedz aptuveni 15-44% (Soriano et al. 2007).
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Salidzinajuma ar ziemas kvieSiem, kuriem §is raditajs ir ap 25-68% (Barnabas 2003), tas ir
zema pasploidizacijas sp€ja. Tas liecina par to, ka darba izmantotajiem vasaras kvieSu hibridiem
un DH linijam ir augstas pasploidizacijas sp&jas. No dubultotiem haploidiem iegiitie graudi tika
nodoti talakai audz&Sanai un novéroSanai Latvijas Biozinatnu un tehnologiju universitates
Agroresursu un ekonomikas institiitam.

Vispirms kvieSu hibridu ploiditate tika noteikta ar hromosomu skaitiSanas metodi kviesu
saknu augSanas zonas §iinas, kas lava vizuali novertét genomu, toméer loti lielais hromosomu
skaits un to nelielais izmérs apgriitindja hromosomu komplekta noteik$anu. So metodi nevargja
izmantot ploiditates noteikSanai darba iegiitajas DH 1inijas, jo nebija iesp&jams iegit pictickosa
skaita augu-regenerantu saknu paraugus. Tadel ploiditates noteik$anai tika izmantota pliismas
citometrijas metode.

Plasmas citometrijas rezultati parada, ka visi darba analizéjamie kviesu hibridi un no tiem
iegtitie augi-regeneranti (DH Iinijas) bija miksoploidi, tajos tika atrastas gan $tinas ar tetraploidu
(4n = 28) hromosomu komplektu, gan Stinas ar heksaploidu hromosomu komplektu (6n =42).
Tas saskan ar citu autoru pétijjumu rezultatiem, ka miksoploidija biezi piemit hibridiem
organismiem (Kynax 1980). Miksoploidija tika noteikta ari durum kviesu $kirn€s, kuras tiek
uzskatitas par tetraploidiem. Tas lauj secinat, ka §Ts $kirnes kadreiz agrak bija sakrustotas ar
heksaploidiem kvieSiem. Plismas citometrija iegitie rezultati par kvieSu hibridu ploiditati
sakrita ar hromosomu skaitiSanas rezultatiem. Tas paaugstina darba iegtito rezultatu ticamibu.

Hibridam ar genotipu 22KD-3 (Fabulis / Harenda) tika noteikts tetraploids hromosomu
komplekts, ko var skaidrot ar to, ka §is genotips ir durum kviesu iekSsugu hibrids. Starpsugu
hibridiem 22KD-1 (Floradur / Cornetto) un 22-KD-4 (SMH 87 / Kv4K18) tika noteikts
heksaploids hromosomu komplekts, savukart starpsugu hibridiem 22KD-2 (SMH 87 / Granny)
un 22KD-5 (SMH 87 / Cornetto) tika noteikts tetraploids hromosomu komplekts. Konstatéts,
ka pastav vienada iespg&ja ieglit gan tetraploidus, gan heksaploidus starpsugu (Triticum durum
X Triticum aestivum) hibridus. Tadu pienémumu var izdarit, apliikojot ari no starpsugu
hibridiem iegtito DH liniju ploiditati: augiem-regenerantiem no genotipa 21KD-11 tika noteikts
tetraploids hromosomu komplekts, bet augiem-regenerantiem no genotipa 21KD-32 tika
noteikts heksaploids hromosomu komplekts.

KvieSu genétiska analize ar iPBS PCR metodi paradija, ka vispiemé&rotakie iPBS praimeri
vasaras kviesu hibridu un DH liniju polimorfisma noteikSanai bija praimeri nr. 2083, 2222 un
2230, ar kuriem iesp&jams noteikt gan polimorfismu viena genotipa ietvaros, gan genétisko
heterogenitati (daudzveidibu) starp dazadiem genotipiem. Ar praimeriem nr. 2377, 2386 un
2395 bija iespgjams noteikt genétisko daudzveidibu starp dazadiem genotipiem, bet atskiribas

viena genotipa ietvaros ar $o praimeru palidzibu netika atrastas.
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Genétiskas daudzveidibas noteikSanas rezultati parada, ka darba izmantotas durum kviesu
Skirnes ir loti genétiski vienveidigas (homogénas). Genotipi 21KD-11, 21KD-16 un 21KD-32
ar1 genétiski bija loti lidzigi, lielakais atskiribu skaits starp DH Iinijam bija tris lokusi. Tika
apstiprinats polimorfisms genotipa 21KD-11 ietvaros. Nepietiekama augu-regenerantu skaita
del, genotipos 21KD-16 un 21KD-32 noteikt polimorfismu nebija iesp&jams. Salidzinot géla
elektroforézes rezultatos atrastas atsSkiribas gan starp dazadiem genotipiem, gan noteiktu
genotipu ietvaros, var secinat, ka ar izmantoto praimeru palidzibu bija noteikta
retrotranspozonu aktivacija un somaklonala mainiba génu nekod&josas secibas — Sakaribas starp
atrastajam gené&tiskam atSkirtbam un fenotipiskajam pazimém nenovéroja. Tomér iegitie
rezultati sakrit ar citu autoru secinajumiem par polimorfisma un somaklonalas mainibas biezo
sastopamibu kviesos, it ipasi hibridos augos (Kraitshtein et al. 2010).

P&c ieguitajiem rezultatiem, visiem analiz&jamajiem hibridu un DH liniju genotipiem ir
zema genétiska daudzveidiba. Tas lauj secinat, ka no genotipa 21KD-11 iegita DH linija ir
pietickami genétiski stabila, lai turpinatu izmantot So genotipu selekcija.

Izvertgjot rezultatu ticamibu, svarigi uzsvert, ka putekSnmacinu metode ir visefektivaka
un vienkarsaka metode dubultoto haploidu iegtisanai, ko apstiprina daudzi citi p&tijumu autori
(Logue 1996., EI-Hennawy et al. 2011., Tlepmuna u ap. 2013). ST iemesla dél putek$nmacinu
metode vienmér tiek uzlabota un papildinata, kas ir §Is metodes pozitivais aspekts. Ja pareizi
izaudz&t donoraugus, darba gaita ieve€rot sterilitdti un nodroSinat optimalos kultivéSanas
apstaklus, var iegiit pietieckami ticamus rezultatus.

lesp&jamie darba trikumi — nepietickams izejas materiala apjoms, ka rezultata bija
nepietickams iegilito augu-regenetantu skaits, lai varétu izdarit parliecino$us secinajumus par
noteitktam likumsakaribam. Ar1 putekSnmacinu ievakSanai labak izmantot mikroskopeSanas
metodi, lai noteiktu, kada stadija ir puteks$ni, nevis novértét stadiju vizuali. Ir nepiecieSams
uzlabot hromosomu skaitiSanas metodi ploiditates noteikSanai, lai padaritu to piemerotaku tiesi
vasaras kvieSu paraugiem, jo aprakstita metodika ir loti atkariga no saknu cietibas.

legttie rezultati parada, ka izmantojot starpsugu hibridus ka donoraugus putekSnmacinu
kultiras izveidoSanai un dubultoto haploidu ieglisanai, ir iesp&jams iegiit pietickami genétiski
stabilus zalos augus-regenerantus (DH linijas) ar augstu pasploidizacijas sp&ju, lai izmantotu

tos jaunu kviesu skirnu izveidei.
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5. SECINAJUMI

Genotips ir galvenais androgenézi limitgjosais faktors, ieglistot kvieSu zalos augus-
regenerantus no starpsugu (Triticum durum x Triticum aestivum) hibridiem.

Kviesu starpsugu hibrids ar genotipu 21KD-11 (DC 753-8/12 / Bezencukskaja) ir
potenciali izdevigs zalo augu-regenerantu un dubultoto haploidu iegtisanai.

Izmantojot plismas citometriju, ir iesp&jams atri un precizi noteikt vasaras kvieSu
hibridu (Triticum durum X Triticum aestivum) un dubultoto haploidu Iiniju ploiditati.
Visi darba izmantotie vasaras kviesu hibridi un no tiem iegitajas dubultoto haploidu
Iinijas ir miksoploidas.

Izmantojot uz retrotranspozoniem balstito iPBS metodi, ir iesp&ams noteikt
polimorfismu ar putekSnmacinu metodi iegtitajas dubultoto haploidu linijas.

Pielietojot putekSnmacinu kultliru, ir iesp&jams ieglit genétiski stabilas dubultoto

haploidu linijas jaunu kviesu Skirnu izveidei.
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PIELIKUMI



1.pielikums

Indukcijas barotnes AMC+Cu un regeneracijas barotnes 190-2 sastavs

Induction medium AMC + Cu and regeneration medium 190-2 content

Reagents Koncentracija mg/l
AMC+Cu 190-2
Makroelementi KNOs 1000 1000
(NH4)2SO4 100 200
MgSO4*7H.0 125 200
Ca(NOs3)2*4H20 100 100
KH2PO4 200 300
KCI 35 40
Kl 0,8 0,5
H3BO3 1,6 3
Mikroelementi MnSO4*1H,0 3,3 8
ZnSO4*7H20 1,5 3
CuSO4*5H,0 2,5 0,5
Dzelzs avots FeSO4*7H20 27,8 27,8
Na;EDTA 37,3 37,3
Vitamini tiamina HCI - 1
piridoksina HCI - 0,5
nikotinskabe - 0,5
mioinozitols - 100
Citi komponenti 2,4-D 15 -
L glutamins 1000 -
L serins 100 -
kinetins 0,5 0,5
glicins - 2
NAA - 0,5
saharoze - 30000
Plant agar - 6000
pH 5,8 5,8




2-1.pielikums

Informacija par darba izmantotajiem reagentiem

Information about reagents used in this work

Reagenti Reagenta sastavs Razotajs R\?i(l)s,t';as ja
KNO3 >99% potassium nitrate DuchefaBb\ilochemie Niderlande
(NH2)2S04 | >99 59 ammonium sulphate Carl Rgg_] Sg]bh & Vacija
MgSOs*7H20 | 5989 magnesium sulphate 7-hydrate | o' RC?(T E&nbh & Vacija
Ca(NOs)2*4H20 | >990% calcium nitrate 4-hydrate Carl R&t)r_] E&nbh & Vacija
KH-PO4 ;ﬁg:/pohdait-gotassium hydrogen Carl Ré)(t)f.l I(<3gr]nbh & Vacija
KCI >99,5% potassium chloride Carl R&T E&nbh & Vacija
KI >99% potassium iodide DuchefaBtii/ochemie Niderlande
HsBOs >99,8% boric acid Carl Rgg_] E&nbh & Vacija
MnSO4*1H,0 r>nsz)8r10(/)(}]r)r;(;;lrnagt2nese(II)-sulfate Carl Rg(t)r.l IC(Bg;nbh & Vacija
ZnS04*TH0 | 599 5% zinc 11 sulphate 7-hydrate Carl Rgg_‘ Sg]bh & | Vacija
CuSO4™5H20 | 99 5% zopper I1 sulphate 5-hydrate Carl Rg(t)h S;nbh & Vacija
FeSO4™7H20 | >99% iron II sulphate 7-hydrate Carl Rgg.] Sg‘bh & Vacija
Ethylenediaminetetraacetic acid
Na:EDTA Tetrasodium salt, Dihydrate Sigma-Aldrich Vacija
H20 content 8,7%
tiamina HCl | Thiamine hydrochloride 98,5-101,5% Acrgi/?é‘?‘zf‘ics Belgija
piridoksina HCI i’%/;i’gg/?ine hydrochloride 99,0- Acg)i/ (l)ég.]’:r.lics Belgija
nikotiskabe | >99 50 nicotinic acid Carl Ré’g_] Eg]bh & Vacija
mioinozitols 1,2,3,5/4,6_-he.xghydrgxycyclohexane; Sigma-Aldrich Kina
meso-Inositol; i-Inositol
2.4-D ?ﬁ?r;;jri]c&lﬁ;%%genoxyacetic acid, Sigma-Aldrich Vacija
L glutamins | 999 -Glutamine DuchefaB b\i/ochemie Niderlande
Lserins | 98,50 L-Serine cartRom E&“bh & | Vacija




2-2.pielikums

Informacija par darba izmantotajiem reagentiem

Information about reagents used in this work

Reagenti Reagenta sastavs Razotajs Razotaja
valsts
Kinetin solution
kinetins 6-Furfurylaminopurone, N6- Sigma-Aldrich Lielbritanija
Furfuryladenine. Conc.: Img/ml
. . Carl Roth Gmbh & _ ..
0,
glicins >98,5% glycine Co. Kg Vacija
NAA Lnaphthylacetic acid Sigma-Aldrich | Lielbritanija
Conc.: Img/mi
Tween 80 Polyethylene glycol sorbitan Sigma-Aldrich Vacija
monooleate
Agqua, Sodium Hypochlorite, Sodium
Ace classic Hydroxide, Sodium Carbonate, hybrid Fater Central Rumaniia
co-polymer of maltodextrin and Europe SRL )
acrylates
saharoze o-D-glucopyranosyl §-D- Sigma-Aldrich ASV
fructofuranoside
a0ars Plant agar Duchefa biochemie Niderlande
g Gel strenght: >1100 g/cm? B.V.
Kaliia AS “Rigas
ja_ 100% potassium permanganate farmaceitiska Latvija
permanganats ey
fabrika
karmins 100% carmine - -
TopVision 100% agarose Therr_no I_:|_sher Lietuva
agaroze Scientific
Trisbaze | 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3- Sigma-Aldrich ASV
propanediol
SDS (Sodium >98,5% sodium dodecyl sulfate Sigma-Aldrich Lielbritanija
dodecyl sulfate)
3 — -
EDTA >9_9,0 Y% ethylenediamine tetraacetic Carl Roth Gmbh & Vacija
acid Co. Kg
C2H3KO2 >99,0% potassium acetate Sigma-Aldrich ASV
NaCl >99,5% sodium chloride Sigma-Aldrich ASV
ledus etikskabe | 99,8-100,5% acetic acid Sigma-Aldrich ASV
Efidiia bromids 1% 3,8-diamino-5-ethyl-6- Carl Roth Gmbh & Viciia
! phenylphenanthridinium bromide Co. Kg .
izopropanols 70% isopropanol Sigma Vacija
etanols 96% ethanol SI,EIKaIsnavas Latvija
evators
HCI 37% hydrochloric acid Sigma-Aldrich ASV
Molekularais |, Sigma Vacija
tidens




2-3.pielikums

Informacija par darba izmantotajiem reagentiem

Information about reagents used in this work

Reagenti Reagenta sastavs Razotajs Razotaja
valsts
Ribonukleaze A | 10 mg/mL Rnase Thermo I.:|_sher Lietuva
Scientific
CyStain UV - . _ ..
Ploidy Staining solution Sysmex Vacija
Rainbow Calibr Rainbow Calibration Particles are in
Particles. 8 peaks deionized water with 0.02% sodium BioLeaend ASV
» O PEAKS, | azide and 0.01% NP-40. 107 particles g
3.0-3.4 pm
per ml.
Nonidet P40
10xDreamTaq | Ethylphenolpoly(ethyleneglycolether), Thermo Fisher Li
) S ietuva
green buffer Polyethylene glycol, Sucrose, includes Scientific
20 mM MgCl;
dNTP mix | >99% dNTPs Thermo Fisher Lietuva
Scientific
iPBS praimeri | - Therr_no I_:|_sher Lietuva
Scientific
40 pL DreamTaq Hot Start DNA
DreamTagq HS | Polymerase (5 U/uL) Thermo Fisher Lietuva
DNS polimeraze | 1.25 mL 10X DreamTaq Buffer Scientific
(includes 20 MM MgCl»)
6x DNA loading .
Double Blue y y
1 kb DNA Ladder Xylene Cyanol FF, Bromophenol Thermo Fisher .
Ready to Load B_Iue, Orange G Scientific Lietuva
Size range: 250 bp to 10000 bp




3.pielikums

PCR amplifikacijas apstakli

PCR amplification conditions

Process Temperatiira, °C llgums, min
Sakotngja denaturacija 95 3
Denaturacija 95 0,33
Praimeru pievienoSanas 51 35 cikli 1
Elongacija 68 1
Beigu elongacija 72 10
Uzglabasana 4 0




4.pielikums

TAE buferSkiduma sastavs

TAE buffer solution

Reagenti 50x TAE Ix TAE
Tris baze 2M 40 mM
242,2 g/L 4,844 g/L
o 1M 20 mM
Ledus etikskabe 57,1 ml/L 1,21 mliL
e g o 50 mM 1mM
EDTA (Etilendiamintetractikskabe) 18,612 g/l 0.372 g/L
Molekulars tidens - -




5.pielikums

Agarozes g€la pagatavoSanas proporcijas.

Agarose gel preparation proportions.

Géela IXTAE Agarozes daudzums, g
izmérs, | buferSkiduma ] .
om tilpurﬁs, ml 1% | 15% | 1.7% | 3% Kabatinu skaits
10x7 50 0,5 0,75 0,85 1,5 16
10x10 70 0,7 1,05 1,19 2,1 16x2
15x7 70 0,7 1,05 1,19 2,1 20
15x10 90 0,9 1,35 1,53 2,7 20; 20x2
15x15 135 1,35 | 2,025 | 2,295 | 4,05 20x2; 30x2
20x10 120 1,2 1,8 2,04 3,6 20; 25; 30; 36; 40; 50
20x20 240 2,4 3,6 4,08 7,2 20; 25; 30; 36; 40; 50




Bakalaura darbs ,Vasaras kvieSu hibridu (Triticum durum x Triticum aestivum)

b

gametisko $tnu in vitro kultiru izveidoSana un dubultoto haploidu iegtSana un analize’

izstradats LU Biologijas fakultatg.
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