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KOPSAVILKUMS

Sandra Dombrovska (2019): Loznu abolina (Trifolium repens L.) Karpatu kalnu un
Latvijas populaciju genétiskas daudzveidibas salidzinajums.

Loznu abolins (Trifolium repens L.) ir viens no plasi izmantotajiem lopbaribas augiem
visa pasaulé. Izmantots ka modelobjekts. Bakalaura darba mérkis ir salidzinat Karpatu kalnu
savvalas populaciju un Skirnes “Daile” materialu daudzveidibu un retrotranspozonu kustibu péc
UV gaismas stresora ietekmes. Bakalaura darba izstrades laika tika izdalits DNS no 117
izkaltétiem paraugiem. Tika veikta iPBS analize, klasteru analize, UV-B starojuma ietekmes
analize. Rezultati liecina, ka Skirnes "Daile" populacija iedalas divas atseviskas grupas un

Slovakijas genotipam ir izveidojusies aizsardzibas mehanismi pret UV-B starojumu.

Atslégas vardi: Trifolium repens, loznu abolins, UV-B starojums, iPBS, retrotranspozoni.



SUMMARY

Sandra Dombrovska (2019): The comparison of genetic diversity of white clover

(Trifolium repens L.) from the Carpathian mountains and the Latvian populations.

White clover (Trifolium repens L.) is one of the widely used forage plants in the world.
Used as model object. The aim of the Bachelor's thesis is to compare the diverity of the
Carpathian Mountains wild populations and variety "Daile” and the movement of
retrotransposons after UV-B radiation. DNA was extracted from 117 dried samples. iPBS
analysis, cluster analysis and UV-B radiation analysis were performed. The results show that
the population of the variety "Daile" is divided into two groups and the Slovak genotype has

developed protection mechanisms against UV-B radiation.
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APZIMEJUMU SARAKSTS
CDNS — komplimetara DNS

cM — centi morgani

CTAB - heksadeciltrimetilamonija bromids
DNS — dezoksiribonukleinskabe

dNTP — deoksinukleotidi

EDTA — etilendiamintetraetikskabe

FCM — plusmas citometrs

In situ — uz vietas

In vitro — dziva organisma

In vivo — arpus dziva organisma

LTR-RT — garo sekvenc¢u atkartojumu retrotranspozoni
Mbp — mega bazu pari

Non-LTR-RT —1so sekvencu atkartojumu retrotranspozoni
PCR — polimerazes k&des reakcija

rpm — rotacijas miniité

RT — retrotranspozoni

tRNA — transporta RNS

UV — ultravioletais starojums

UV-B — ultravioletais B starojums



IEVADS
Loznu abolins (Trifolium repens L.) ir viens no svarigakajiem un plasi izmantotajiem
lopbaribas augiem visa pasaulé, un tas ir labi piclagojies mérenajam klimatam. Zalaji un
ganibas aiznem aptuveni divas treSdalas no pasaules lauksaimniecibas zem&m. Tiem ir bitiska
loma partikas razoSanas, ckosistému pakalpojumu, pieméram, tdensapgades, biologiskas
daudzveidibas nodrosSinasana un oglekla piesaistiSana. Lopbaribas augi ir zalaju svarigaka

sastavdala (Bartolini et al. 2006; Ravagnani et al. 2012).

Trifolium repens ir svariga loma kultivétas ganibas pateicoties ta razibai un kvalitatei
lopbaribas iegtiSana. Augs sp€j atri un plasi izplatities, kas ir viena no svarigakajam ipasibam
lopbaribas augu izvéle. Lai attistitu labaku Trifolium repens skirni, ir vajadziba raksturot ta
genétisko populaciju dazadibu. Suga ir plasi izplatita pilsétu apstadijumos, vietas, ar augstu
vides piesarnojuma limeni, tapéc ta ir viena no piemérotakajam, ko izmantot pétijumos par
sugas adaptaciju vides faktoru mainas ietekmé (Zhu et al. 1996; Mather 2000; Bartolini et al.
2006; Zhang et al. 2007; Williams 2014).

Bakalaura darba mérkis ir salidzinat loznu abolina (Trifolium repens L.) Karpatu kalnu
savvalas populaciju un Latvijas Skirnes “Daile” materialu daudzveidibu un retrotranspozonu
kustibu péc UV gaismas stresora ietekmes, ierosinot genétiskas izmainas. Mérka sasnieg$anai
ir izvirziti $adi uzdevumi:

1. Tlestadit in vitro kultara Trifolium repens seklas no Slovakijas génu bankas un Latvijas
Skirnes “Daile”.

2. lestaditos stadus sadalit divas vienadas dalas, vienu no tam apstradajot ar UV-B
starojumu, bet otru audzgjot bez apstarosanas ar UV-B starojumu - kontrolei.

3. No iegiitajiem augiem izdalit DNS un veikt iPBS analizi.

4. Veikt DNS izdaliSanu un iPBS analizi ievaktajiem materialiem no Trifolium repens
savvalas populacijas Ukraina.

5. Veikt klastera analizi, lai noveértétu genétisko daudzveidibu starp bakalaura darba
analiz€tajam populacijam.

6. Veikt analizi UV-B starojuma ietekmei.

Bakalaura darba izvirzita hipotéze: starp Latvijas un augstkalnu apgabalu genotipiem ir

biitiskas atskiribas.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Trifolium repens apraksts

1.1.1. Trifolium repens morfologiskais un genétiskais apraksts, sistematika
Loznu abolins Trifolium repens L. (syn. Amoria repens (L.) C.Presl) ir taurinziezu
(Leguminosae; syn. Papilionaceae; syn. Fabaceae) dzimtas augs. Ta ir viena no lielakajam
augu dzimtam. Ir zinamas 17600-18200 sugas. Taurinziezu dzimta ir daudz vertigu lopbaribas
un partikas augu. Latvija savvala ir zinamas 105 sugas (Bumbure u.c. 1957; Allen and Allen
1981).

Trifolium sp. gints augi ir daudzgadigi vai viengadigi. Pasaul€ ir zinamas 250 §is gints
sugas, no kuram 10 ir lauksaimniecigi nozimigas, piem&ram, sarkanais abolin§ Trifolium
pratense L., loznu abolins Trifolium repens L., un zemenu abolins Trifolium fragiferum L. Tiem
ir vidgja lieluma taisns, loznajoss vai pacils stumbrs. Retos gadijumos stumbra nav. Lapas
sastav no trijam lapinam, ar lapas katu saaugusam pielapeém. Augi ir sveSapputes. Ziedi veidoti
galvinas vai kekaros. Retos gadijumos auglus neveido vidgjie ziedi. Ziedi var biit balti, sarkani,
briini, dzelteni, rozaini. Vainaglapu nadzini biezi ir saaugusi. Ir devinas puteksnlapas, kuras ir
saaugusas stobrina un viena — briva. Sedosa seklotne. Adaina paksts. Seklas no vienas Iidz

seSam katra paksti (Bumbure u.c. 1957; Ravagnani et al. 2012; Haerinasab et al. 2016).

A Tl sgpons £ %
Weifhlee.

1. attels. Trifolium repens morfologija (Stueber 2007).

Figure 1. Morphology of Trifolium repens (Stueber 2007).
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Daudzgadiga Trifolium repens stublajs un lapas ir kailas, stublajs ir guloss. Lapas saliktas
pa tris — olveidigas. Lapinu malina ir ar sitkzobainu malu un jomu gala. Uz katras no lapinam
pamanams gai$s sirpjveida plankums. Ziedi sakartoti bliva galvina — viena katra ziednesT.
Ziednesim nav lapas. Mietveida sakne. Lielas, plati lancetiskas, plévainas, nosmailotas,
balganas, ar violetam dzislam piclapes. Ziedu kati ir garaki par lapam (1. att.). Tie ir pukaini.
Vainaglapas var bt balgani zeltainas, rozainas, zalganas, bet lielakoties baltas. Nozied&jusas
vainaglapas ir ruda krasa. Zied no maija lidz oktobrim (Bumbure u.c. 1957; Zhang et al. 2007;
Prieditis 2014).

No ekologijas viedokla Trifolium repens ir selektivs attiecibas pret citiem augiem sava
platiba, tomér dazos avotos aprakstits, ka tas mekle "kaiminus". Tomér §1 suga relativi ar citam
nav 1pasi domingjosa sava augsanas platiba (Jari 1997).

Sugas vairojas gan klonali, gan ar séklam, gan ar apputeksnétaju - Bombus sp. un Apis
mellifera L. lidzdalibu. Augam ir loznajoss stublajs, kas lauj tam plasi izplatities. Liela loma
s€klu izplatibai ir arT putniem, zalédajiem un v&jam. Ka jau taurinziezu dzimtas augs, Trifolium
repens dzivo simbioze ar slapekli fiksgjosam baktérijam (Hargreaves et al. 2009; Williams
2014).

Trifolium repens ir 16 pari hromosomu (2. att.). Augs ir tetraploids — dubults diploids
(2n=4x=32). Tam ir 1C genoms ar garumu 956 Mbp un kopgjo lokusu skaitu ap 1200 cM. Ir
atklati divi Trifolium repens diploidie prieksteci — Trifolium occidentale Schreb. un Trifolium
pallescens Schreb. Trifolium repens ir daba genétiski izoléta suga, bet ir konstatéti 11 citi
taksoni - hibridi. Sie hibridi var tikt hibridizéti ar maksligi, sniedzot iesp&u veidot
klimatiskajiem apstakliem elastigakas Trifolium repens sugas. Ta ka Trifolium repens ir augs,
kuram patik mitra, augliga augsne, §is sugas starpsugu hibridu veidosana ir liels potencials, lai
izveidotu Skirnes ar labakam IpaSibam, kas spétu pielagoties neaugligam, sausam augsném
daudzas pasaules vietas (Zhu et al. 1996; Zhang et al. 2007; Ravagnani et al. 2012; Williams
2014).
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2. attels. Trifolium repens hromosomas (Zhu et al. 1996).
Figure 2. Chromosomes of Trifolium repens (Zhu et al. 1996).
1.1.2. Trifolium repens izplatiba Latvija un pasaulé
Trifolium repens ir raksturigs temperatajai zonai Eiropa, Azija un Vidusjiira. Sugas plasa
izplatiba nosaka sugas daudzveidibu. Augs ir kosmopolitisks, tam ir vairakas pasugas (3. att.).
So sugu saka kultivét jau 1930-to gadu sakuma. Miisdienas Jaunzélande ir lielakais regions, kur
iegust Trifolium repens s¢klas pardosanai visa pasaulé (50-55% no visam sarazotajam §1s sugas

séklam) (Mather 2000; Zhang 2007; Hargreaves et al. 2009; Prieditis 2014).

gﬁ

3. attels. Trifolium repens izplatiba pasaulé (zal§ — dabiskais areals, violets — cilvéka

inducéta izplatiba) (Anonims 2015).

Figure 3. Trifolium repens distribution in the world (green — native distribution, purple —
introduced) (Anonymous 2015).



1.1.3. Trifolium repens augs$anas apstaklu raksturojums

Trifolium repens augsanai ir optimala mitra un augliga augsne. Vasara ganibas augosi
augi ir paklauti augstam ultravioletajam-B (UV-B) starojumam. UV-B vilnu garuma diapazons
ir no 280 nm [idz 320 nm. Ozona noardisanas stratosféra un daudzi citi antropogéni un biotiskie
faktori ped&jo gadu laika paliclinaja ultravioleta-B starojuma intensitati. UV-B starojums augos
var radit gan tieSus bojajumus, gan ietekm&t auga biokimiskos procesus, kas piedalas auga
regulacija. UV-B starojums var biitiski ietekmé&t auga morfologiju, pieméram, tieksmi veidot
mazakas lapas. Augiem péc UV-B starojuma ictekmes ir novérojama samazinata lapu masa.
UV starojums, iedarbojoties uz nukleinskabém, var radit ne tikai letalus efektus, bet ari
genétiskas izmainas - mutacijas. UV starojuma mutaciju atruma palielinasanas augos ir labi

dokumentgta. (Lacis 1973; Jansen 1998; Hofmann and Campbell 2012; Williams 2014).

1.2. In vitro kultiiras

Augu augsana un attistiba in vitro kultaira ir atkariga no vairakiem faktoriem: genétiska
algoritma, baribas vielam — mikro un makro elementiem, cukuriem, fizikala rakstura augSanas
faktoriem — gaismas, temperatiiras, pH, skabekla un oglskabas gazes koncentracijas, ka ari
dazadam organiskas izcelsmes vielam — regulatoriem, vitaminiem. No gen&tiska algoritma ir
atkarigs, pieméram, kada temperatiira ir vajadziga optimalai augSanai un attistibai. So algaritmu
nosaka arT fizikalie un kimiskie apstakli. Ir zinams, ka bez baribas vielam un tidens augi nespés
pilnvertigi attistities ne in vitro, ne in vivo. Cukuri ir vajadzigi, jo ne visas auga dalas ir pilnigi
autotrofas. Fizikalie faktori ir nepiecieSami ne tikai in vitro, bet ari in vivo, jo regulé tidens
uznemsanu un transpiraciju, fotosintézi, augSanu un vairoSanos. Dazadi regulatori un vitamini
ir vajadzigi mazas koncentracijas, jo tie sekmé optimalu $tnu daliSanos (Fay 1994; Pierik
1997).

Darba veik$ana loti liela loma ir sterilitates ievéroSanai. Svarigakais solis augu audu
kultiras audzé$ana ir asepsija — atbrivoSanas no visiem traucgjosiem mikroorganismiem.
Darbu parasti veic laminarboksa. Taja regulari tiek veikta filtréta gaisa pliisma virziena pret
veicgju. Virsmas regulari procesa laika jatira ar 96% spirtu (70% neder, jo tiek atstati smalki
tdens pilieni, kas médz radit nesterilus apstaklus). Virsmu slauciSanai ir jaizmanto drana, kas

péc sevis neatstaj parpalikumus, pieméram, Skiedru gabalinus (Pierik 1997; Chawla 2003).

PriekSmetu un vielu stereliz€Sanai visbiezak izmanto autoklavu. Autoklavs ir relativi
darga iekarta, kura ar spiediena un augstas temperatiiras palidzibu tiek iznicinati visi
mikroorganismi, tomér tie netiek aizvakti. Autoklava temperatiira parasti ir 115°- 135°.

Autoklaveésanas minusi ir tadi, ka tiek izmainits vielas vai skiduma pH, ka ar1 dazas vielas un
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reagenti var zaudet savu aktivitati. Skidumu sterelize$anu var veikt filtr&jot ar filtrsterilizatoru,
kad caur filtra poram cauri neizlaiz mikroorgaismus un virusus. ST metode ir veiksmiga
reagentiem un vielam, kas nav karstumizturigas. Plastikas priek§metus, kurus nav iesp&jams
nosterelizét ar autoklavéSanu parasti iepérk jau sterilos iepakojumos. Sie priek§meti tiek

sterelizéti ar gamma stariem (Fay 1994; Pierik 1997).

1.3. Molekularo markieru sistemas

Genéctiskie markieri tiek klasificéti Cetras kategorijas - morfologiskie markieri,
citologiskie markieri, proteinu/izozimu markieri un DNS markieri. Gengtiskos markierus augu
genétiskas dazadibas raksturo$anai un kultGru $kirpu uzlaboSanai izmanto jau sen. DNS
markieru sisttmas 1980. gados krasi uzlabojas, kas deva iesp&u veikt jaunus kultiraugu
petijumus, tadgjadi veidot augstvertigas skirnes ar vélamajiem g€niem vai génu kombinacijam.
DNS markieri tiek uzskatiti par labaku metodi par tradicionalo morfologiju un uz proteiniem
balstitiem markieriem, jo tie ir neitrali, uzticami, bagatiga skaita, erti, automatiz€ti un cenas
zina relativi 1éti. Gadu laika DNS markieru tehnologija visvairak tiek balstita uz PCR
(polimerazu k&des reakciju). Molekularie markieri ir butiski augu un dzivnieku selekcijas un
biologiskas daudzveidibas pétijumos. Ir izstradatas vairakas metodes, kas balstitas uz DNS

regiona amplifikacijas principu (Chawla 2003; Kalendar et al. 2010; Bahadur et al. 2015).

Molekularo markieru sist€mas ir daudz un dazadas. Pieméram, RAPD (random amplified
polymorphic DNA) markieru analize ir viena no molekularo markieru metodém, kas balstita uz
PCR. Ta ir relativi vienkar§aka molekularo markieru sistéma. Saja metodé atlasa vienu isu
oligonukleotidu (dekameru) jeb praimeri, kur§ piestiprinas DNS fragmentiem, kuri ir nejausi
sadaliti visa genoma. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) markieru metode
balstas uz nukleinskabes hibridizacijas metodi. Polimorfisma pamata ir mutacija, kas robeZojas
vietas vai starp tam, kas rada atSkiribas fragmentétajos produktos. RFLP markieri ir konkrétu
lokusu specifiski un lielakoties kodominanti un ar augstu reprodukcijas ITmeni. Ta ir stabila
markieru sisttma dazadu sugu sintézes analizém. Sai metodei nav nepiecieSsamiba péc
sarezgitam iekartam, tomér ir nepiecieSams liels daudzums loti kvalitativa DNS un ipasi labas

tehniskas iemanas (Chawla 2003; Bahadur et al. 2015).

Mikrosateliti (sample sequence repeats (SSRs)) ir tandémiski sakartoti 1-6 nukleotidu
atkartojumi ar dazadiem atkartojuma motivu garumiem (A, T, AT, GA, AGG, AAAC). Motivu
atkartoSanas numurs ir apziméts ar n. ATy, pieméram, nozimé, ka AT nukleotids ir tandémi
sakartots viens péc otra devinas reizes. Konkrétas sugas genoma, kad §1 atkartoSanas ir

konstatéta géna, ta veido mikrosatelitu. DNS sekvences, kas robezojas ar mikrosatelitu ir
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unikalas un ir dokument&tas. Sis sekvences ir izmantotas PCR, lai veidotu praimerus noteiktam
mikrosatelitu lokusam. Sai metodei ir nepieciesams neliels DNS daudzums un to var viegli
automatizet. Mikrosateliti ir plasi izplatiti augu un dzivnieku génos, kuriem ir augsts genétiskas
variacijas limenis, pamatojoties uz tendémiski atkartojamo vienibu dazadibu lokusa.
Mikrosateliti ka markieri ir kodominanti daba. Augu genomu analizg€ $o metodi izmanto plasi.
Sie markieri ir ar augstu reproduktivitati starp vienas sugas populacijam un daudzos gadijumos
arT starp sugam un ginttim (Chawla 2003; Zhang 2007; Bahadur et al. 2015).

Transpozonus 1940. gados atkldja ievérojama citogenétike Barbara McClinock, p&tot
parasto kukuriizu (Zea mays L.), par ko 1983. gada sanéma Nobela prémiju. Agrak Sie elementi
tika uzskatiti par parazitiskam, nevajadzigam DNS strukttram. Transpozoni jeb transpozicijas
elementi ir mobilas genétiskas vienibas ar daudzveidigu struktiiru un transpozicijas
mehanismiem. Transpozoni aiznem lielu dalu no eukariotu genoma un to kustiba un uzkrasanas
ir galvenais veids, kas veido génu un genomu struktiiru gandriz visiem organismiem. Tiem ir
divi veidi - retrotranspozoni un DNS transpozoni. Retrotranspozoni ir sastopami visbiezak.
Transpozoniem ir svariga loma molekularajas analizgs, jo tie sp&j reagét uz vides izmainam
(Feschotte and Pritham 2007; Bui and Grandbastien 2012; Hoen and Bureau 2012; Pelissier
and Mathieu 2012; Casacuberta and Gonalez 2013; Alzohairy 2016).

Dazadiem organismiem atskiras genoma lielums. Ja ir evolucionari sarezgitaka suga, tas
vél nenozimé, ka genoma lielumam jabiit lielakam par evolucionari zemaku taksonu. ST
atskiriba starp organisma sarezgitibu, kas tiek izteikta génu skaita un izméra variacija, tiek
saukta par "C-vértibas paradoksu". Daudzas monofilétiskas taksonomiskajas grupas ir novérots
paradokss - genoma izméri parasti atskiras loti maz. Pieméram, ziditajiem, kas dzivoja 70-113
miljonu gadu atpakal ir loti Iidziga garuma genoms ap 3000 Mbp. Rapulu, taja skaita putnu, kas
attistyjas 240 miljonu gadu atpakal, ir tikai 1000-2000 Mbp. Séném tikai 200 Mbp, kaut arT tas
ir attistfjusas 700-1200 miljonu gadu atpakal. Atskiriba no iepriekSminéto taksonu genomiem,
augu genomi rada specifiski lielu izméru dazadibu pat loti tuvradniecigam sugam (Schulman

and Wicker 2013).

Ar DNS sekvenéSanas palidzibu kluva skaidrs, ka lielako eukariotu genomu dalu neveido
tikai proteinus kodgjosi géni, bet gan dazadi atkartojumu elementi, pieméram, transpozoni.
Lielos genomos, pieméram, kukurtizas Zea mays L., tie veido vairak neka 80% no genoma
lieluma. Daziem taksoniem $o elementu ir tikai paris, kamér citiem to ir simtiem. Genomikas

un genétiskie pétijumi sniedz labaku izpratni par transpozonu funkcionalitati epigenétika, kur
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tie “apslape” konkrétu Stnu tipu funkcijas un attistibas posmus sugas evolicija (Kalendar et al.

2010; Pelissier and Mathieu 2012; Schulman and Wicker 2013).

1.3.1. Retrotranspozoni ka viens no molekularo markieru veidiem

Retrotranspozoni (RT) ir galvenas sastavdalas lielakajai dalai eukariotu genomu. Tie ir
izkliedeti visa genoma un to parpilniba koreleé ar saimniekorganisma genoma lielumu.
“Kopésanas — ielim&Sanas” princips sastav no trim molekularajiem soliem. Pirmais - RNS
kopijas transkripcija no genoma retrotranspozoniem, otrais - reversa transkripcija uz cDNS,
treSais - reintegracija jauna genoma lokusa. Ir vairaki pétijumi, kas pierada, ka retrotranspozoni
aktiv&jas, kad augs ir kada stresora ietekmé (Kalendar et al. 2010; Bui and Grandbastien 2012;
Alzohairy 2016).

Ievietojuma mérka vieta ir relativi nejausa un neatkariga. Ta atSkiras atkariba no auga
taksona, tomér dazi retrotranspozoni veido kopas vai ari tiem ir tendence apvienoties ap

hromosomu centrom&ram Vai teloméram (Alzohairy 2016).

Ir divas retrotranspozonu grupas atkariba no garo sekvencu atkartojumu (LTR) esamibas
vai neesamibas. Pirma grupa ir garo sekvencu atkartojumu retrotranspozoni (LTR-RT) un 1so
sekvencu atkartojumu retrotranspozoni (non-LTR-RT). LTR retrotranspozoni augos ir aktivaki
un to ir bagatigaka daudzuma par otru retrotranspozonu grupu. Iso sekven¢u retrotranspozoni
ir atrodami visos eukariotos, Tpasi mugurkaulniekos un dazos sénu taksonos, bet augos tie
atrodami daudz mazak. Garu sekvencu atkartojumu retrotranspozoni sastav no divam
galvenajam apak$grupam — Tyl-copia (ar augstu kopiju numuru) un Ty3-gypsy (ar augstu
transponéSanas aktivitati) retrotranspozoni. Gan Tyl-copia, gan Ty3-gypsy LTR-RT satur
regulgjosas génu sekvences, pieméram CAAT boksu (pieméram, CCATT), TATA boksu
(pieméram, TGGCTATAAATAG), transkripcijas sakumu (pieméram, CCCATGQG),
poliadenilacijas signalu (pieméram, AATAAG) un poliadenilacijas sakumu (piem&ram,
TAGT). Sie visi dométi ir svarigi un nepiecie$ami retrotranspozonu replikacijai un integracijai.
LTR-RT garais ieks€jais doméns (Gag-Pol region) kodé strukturalos proteinus no
virusveidigajam dalinam, kuras iekapsul€ retrotranspozona RNS kopiju un enzimus - reverso
transkriptazi un integrazi (9. piel.). Hromosomu rekombinacijas procesa mejotiskas profazes
laika retrotranspozoni zaudé savu aktivitati. Rezultata veidojas, piemé&ram, LARD (lieli
retrotranspozonu atvasinajumi), TRIM (mazi sekvencu atkartojumu retrotranspozoni) un
patstavigie-LTR (sekvencé ir 5' un 3' LTR) (Webdel et al. 2012; Schulman and Wicker 2013;
Schulman 2015; Bahadur et al. 2015; Alzohairy 2016).
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Ir vairaki veidi uz PCR balstito LTR-RT “svitrkodésanas” (anglu valoda — barcoding)
metodém - RBIP (uz retrotranspozoniem balstits ievietoSanas polimorfisms), IRAP (starp
retrotranspozoniem paplasinatais polimorfisms), iPBS (starp praimeriem saistosa sekvence),
REMAP (retrotranspozona-mikrosatelita paplaSinatais polimorfisms) un SSAP (sekvencei
specifisks paplasinatais polimorfisms) (10. piel.). Retrotranspozonu veidu struktiira un kopiju
skaits ir atkarigs no saimniekorganisma genoma evoliicijas véstures. Retrotranspozoni tiek
pétiti visas genétikas p&tijumu jomas un genomika organismu taksonu noteiksana. Lai noteiktu
retrotranspozonu polimorfismu, tiek pielietotas markieru sist€mas, kas balstitas uz sekvences
amplific€Sanu starp retrotranspozona sekvences galiem, pieméram, garo sekvencu atkartojumu

retrotranspozonu (LTR) un blakus esosas genoma DNS (Kalendar 2010; Alzohairy 2016).

1.3.2. iPBS metode

IPBS metodi biezi lieto, lai paraditu retrotranspozonu polimorfismu. NepiecieSsamiba péc
sekvences informacijas ir priekSnosacijums, lai veidotu LTR-RT balstitus molekularos
“svitrkodus”. iPBS me&dz parvarét $o problému. Praimeru saistosa sekvence (PBS) LTR
regionam ir dala no iek$gja retrotranspozona doména, kurs ir loti konservativs regions prieks
dubultosanas ar tRNA, notiekot atpakalejosai transkripcijai retrotranspozona dzives cikla. PCR
pastiprinasana notiek starp diviem iestarpinatiem PBS no blakus esoSiem LTR-RT. Metode ir
balstita uz praktiski universala tRNA komplementa klatblitni ka reversas transkriptazes
saistidanas vieta (PBS) LTR retrotranspozonos. ST metode der gan Gypsy, gan Copia LTR
retrotranspozoniem, ka ari LARD un TRIM elementiem visos augu un dzivnieku valsts sugu
genomos. ST metode izradijusies veiksmiga DNS analizém bez nepieciesamibas zinat sekvencu
secibu. Ta ka augu LTR-RT ir bieZi iestarpinati, mikseti, apgriezti vai atdaliti genoma, LTR-
RT var bt viegli pastiprinati, izmantojot konservativus iPBS primerus. iPBS sekvences var ari
lietot, lai noteiktu citus retrotranspozonus, kad retrotranspozonu blivums genoma ir augsts.
Retrotranspozonu kustibas un rekombinacijas var tikt nove€rotas, jo jaunie ievietojumi vai
rekombinacijas bus polimorfas, kas paradisies tikai augu linijas, kuras notika ievietoSanas vai

rekombinacija (Kalendar et al. 2010; Alzohairy 2016).

1.4. Polimerazes kédes reakcija (PCR)

DNS fragmenti var tik pavairoti jeb amplificéti vairakkartigi izmantojot PCR jeb
polimerazes k&des reakciju. PCR pamatojas uz dalgji konservativajam DNS replikacijam, ko
prokariotu un eikariotu §iinas veic DNS polimerazes. Polimerazes kédes reakcijas rezultats ir
pavairots izvéletais DNS fragments. Jabiit zinamam DNS fragmenta robezam. PCR izskir 3

posmus: denaturacija, pievienosanas, sintéze. Pirmaja posma notiek dubultspirales denaturacija
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pie 94°C. Otraja posma isi vienpavediena DNS fragmenti jeb praimeri pievienojas denaturétajai
vienpavdiena DNS 35°-65°C atkariba no izvéléta praimera. Tre$aja posma pie DNS un
praimera kompleksa pievienojas polimeraze, kura pie 72°C veic DNS sintézi, kas ir identiska
izejas sekvencei. Sada veida ciklus atkarto vairakkartigi, tadgjadi jaunizveidotas dubultspirales
tieck pavairotas veélreiz un vélreiz. Ciklu daudzums tiek izv€leéts péc metodes vajadzibas

(Newton et al. 1999; Chawla 2003).

1.5. Gela elektroforeze
Elektroforéze agarozes gela ir standartmetode DNS un RNS fragmentu atdaliSanai,
identificésanai un attirisanai. Gela elektroforéze ir atraka un vienkar$aka metode DNS dazada
garuma fragmentu atdaliSanai, kurus nevar atdalit ar citam metodém, ka, pieméram, blivuma
gradienta centrifugéSanu (density gradient centrifugation). Turklat, DNS fragmentu atrasanas
vietu gela var noteikt tiesi, krasojot ar zemas koncentracijas fluoresc€josu etidija bromidu.
Atrasanas vietas var labi redz&t zem ultravioletas gaismas. Ja ir nepiecieSamiba, DNS fragmentu

joslas var izol&t no gela un izmantot talakiem pétijumiem (Ong and Mink 1989; Chawla 2003).

Agaroze ir linears polimérs, ko ieglist no jiras algém. Komerciali pieejama agaroze nav
pilnigi tira, jo tai ir dazadi piemaisijumi ka polisaharidi, proteini un sali. Agaroze ar
piemaisijumiem var ietekmét DNS fragmentu migraciju un DNS var tikt izmantots ka substrats
caurspidigs skidums. Izkausétais Skidums tiek ieliets veidn€, kas var but dazadas formas,
porainibas (4-10%) un izméra. Veidne ar Skidumu tiek atstata sacietéSanai. P€c sacietéSanas
veidojas matrica, kuras blivumu nosaka agarozes koncentracija. Ja gelam tiek pieslegta
elektriska strava, DNS, kas ir negativi uzladéta, migré uz anodu. Ir pieejami vairaki buferi,
pieméram, TAE (Tris-acetats), TBE (Tris-borats), TPE (Tris-fosfats) un sarmu buferi ar pH
diapozonu 7,5-7,8. Elektroforézi parasti veic istabas temperattira. Gels vélak tiek iekrasots ar
flourescgjoso etidija bromidu un zem ultravioletas gaismas ir iesp&ja gelu nofotografet ar
digitalo kameru (Ong and Mink 1989; Chawla 2003).

1.6. Plismas citometrija
Plusmas citometriju (FCM) augu izpéte plasi saka izmantot 1973. gada. Maza, moderna
un cenas zina relativi 1&ta iekarta ka plismas citometrs ir daudzparametru riks, kur§, meérot
fluorescenci un gaismas izkliedi, sp&j viegli un atri veikt dzivu vai zavétu augu paraugu augstas
precizitates genoma lieluma un endoploiidijas mérfjumus. Tas ir noderigs riks $inu ciklu
pétijumos. FCM paraugam jabut Skidras suspensijas veida. Stradajot ar augiem rodas problémas

ar to Stunu kimisko sastavu, jo Stinas rada plasu sekundaro metabolitu klastu un var ietekmét
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noteiktu Stinu sastavdalu iekrasoSanu, ka ar1 tiem var piemit autofluorescence. Ja nav
nepiecieSama analize Stinu Itmeni, interesejosas mérka organellas tiek atseviski izol&tas un

apstradatas (Shapiro 2005; Dolezel et al. 2007).

Fluorescence ir visizplatitakais optiskais parametrs (FCM). Ta ir fizikala paradiba, kura
organiska vai neorganiska viela absorbé noteiktas krasas (noteikta vilnpu garuma un energijas)
gaismu un izstaro citas krasas gaismu ar zemaku energiju un tadgjadi garaku vilpa garumu.
Krasu molekulas, kas sp& veikt $adu gaismas (energijas) konversiju tiek sauktas par
fluorohromiem. Fluorohromu skaits turpina pieaugt. Tos var iedalit trijas grupas: nukleinskabju
krasvielas (DAPI, Hoechst krasvielas, propidija jodids), olbaltumvielu krasvielas (Teksasas
sarkanais, fluoresceins, alofikocianins), funkcionalas zondes priek$ S$tnu aktivitates in situ
monitoringa (oksonols, cianins). Ir svarigi, lai atSkiriba tiktu absorb&ta un izstarotie gaismas
vilna garumi (Stoksa pareja) ir pietickami, lai tos ar optisko filtru palidzibu varétu atdalit
(Shapiro 2005; Dolezel et al. 2007).

Fluorescgjoso signalu noteikSana no krasotam dalinam skidra suspensija ir iespgjama divu
mehanismu d&l. Pirmais ir saistits ar fluorohroma uzkrasanos iekrasotaja regiona, kas kontrasté
krasvielu koncentracija starp mérki un fonu, bet otrs ir kvantu efektivitates palielinajums
(attieciba starp emit€to un absorb&to fotonu skaitu), ja fluorohroma molekula atrodas konkréta
vid€. Piem&ram, propidija jodida un DAPI kvantu efektivitate palielinas par no 30 lidz 100

reizém péc saistiSanas ar nukleinskabi salidzinot ar Gidens $kidumu (Shapiro 2005; Dolezel et

al. 2007).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali
Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Universitates Biologijas institiita no 2018. gada
12. septembra lidz 2019. gada 26. maijam. Darba izmantotie paligmateriali, programmatiiras,

iekartas, vielas un reagenti ir apkopoti pielikuma (3., 4., 5., 6., piel.).

2.1.1. Taksonu nosaukumu nomenklatiira

Bakalaura darba augu taksonu nomenklatiira ir péc Latvijas vaskularo augu floras taksonu
saraksta (Gavrilova, Sulcs 1999). Augu taksonu nosaukumi latvie$u valoda ir péc gramatas
,Latvijas augi” (Prieditis 2014).

2.2. Metodes
2.2.1. Paraugu iegiiSana

Darba izmantoti savvala ievaktu se€klu otra paaudze no Slovakijas Kultiraugu séklu génu
bankas (Gene Bank of the Slovak Republik) kolekcijas (4. att.) un Ukraina (Jaremce) ievaktie
lapu paraugi, ka ari Latvijas komercskirnes “Daile” mazumtirdznieciba pieejamais seklu

materials.
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4. attéls. lzmantotie Trifolium repens genotipi no Slovakijas Kultiraugu séklu génu

bankas (sarkans — Pjestjani, zils — Bystricka, zal§ — Dubrava) (Valsts zemes dienests 2012).

Figure 4. Used Trifolium repens genotypes from Gene Bank of the Slovak Republik (red

— Pjestjani, blue — Bystricka, green — Dubrava) (Valsts zemes dienests 2012).
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2.2.2. Seklu sterilizeSana un diedzéSana
Séklu sterelizésana tika veikta péc (Chawla 2003) metodes, to modificgjot. Process tika
veikts laminarboksa sterilos apstaklos. S€klas tika iesietas viegla neilona materiala. Tas uz 30
mintteém tika ievietotas varglaze ar kalija permanganatu (KMnO4 0,7% $kidumu tideni). P&c §i
sola seklas tika Cetras reizes skalotas ar autoklaveétu dejonizetu tideni. Tad 30 miniites tika

mercétas varglaze ar neatskaiditu balinataju. Velreiz skalotas ar autoklavétu dejonizetu tideni.

2.2.3. Seklu audzesana in vitro
Seklas no Slovakijas Kultiiraugu séklu génu bankas un Latvijas komercskirnes “Daile”

tika iesétas in vitro kulttra 18.01.2019. L2 barotné digsti tika parséti péc ménesa 18.02.2019.

L2 Barotne tika izv€l&ta, pamatojoties uz Trifolium pratense audzesanu in vitro kultira
(Taylor and Quesenberry 1996), jo detalizé&ti in vitro p&tijumi ar Trifolium repens netika atrasti
(konkréti — ta audzeéSanas barotnu sastavs). Izmantotaja avota L2 barotne tika specializ&ti
modificéta prieks Trifolium pratense, balstoties uz pétijumiem no 125 tas sugas variacijam.
Salidzinot ar citam barotném, piem&ram, MS vai BS5, §1 satur vairak Ca, Mg, K un P.
Mikroelementu daudzums arT ir augstaks. Trifolium pratense ir vistuvak radnieciga suga
Trifolium repens (Zhang 2007), tapéc tika izvéléta tieSi $1 barotne (7. piel.). Barotne tika

pagatavota nestirilos apstaklos, péc pagatavoSanas ta tika autoklavéeta.

ParstadiSana tika veikta laminarboksa — sterilos apstaklos. Pirms laminarboksa lietoSanas
tas tika sagatavots, visus taja esoSos priekSmetus apstarojot ar UV gaismu, tad€jadi iznicinot
visus mikroorganismus, kas varétu ietekmét rezultatus, radot infekciju barotné. Laminarboksa
izmantotas metala pincetes un skalpeli tika sterelizeti ar lodiSu sterelizatoru ik péc 3-5 augu

apstrades. Kermenis ik péc 10-15 miniiSu darba tika sterelizéts ar 96% spirtu.
2.2.4. DNS izdalisana
DNS izdaliSanai tikai izmantots modificets CTAB DNS izdaliSanas protokols (Doyle and
Doyle 1987) (2. piel.).
2.2.5. PCR reakcijas
PCR praimeri tika izveéléti pamatojoties uz (Avotins 2017), lai biitu iesp&ja turpinat
pétijumu, sekojosi — IPBS 2076 (5’-GCTCCGATGCCA-3’) un iPBS 2079 (5’-
AGGTGGCGCCA-3’).

PCR tika izmantoti 30 cikli. Denaturacijai tika izmantota 95,0° temperatiira, praimeru

pievienosanai 50,1°C temperatira un DNS polimerazes darbibai, sintézei 68,0°C un 72°C
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temperatiira. Uzglabasanas temperatiira bija 4,0°C. Praimeru pievienoSanas tempratira tika

izveleta pec literatiiras avota (Kalendar et al. 2010).

2.2.6. Gela elektroforéze
Tika veidots ~6-7 mm biezs gels. Gela matricas izmérs bija 20x20 cm. Uz So tilpumu tika
izmantots 240 ml 1IxXTAE bufera un 4,08 g 1,7% agarozes (1. piel.). Skidums tika kauséts
mikrovilnu krasni lidz pilnigi caurspidigai konsistencei. Péc kauséSanas Skidums tika atdzeséts
tidens vanna Iidz 60°C. Tad iepildits atbilstosa forma. Kabatinu skaits, kas gela veido bedrites
PCR produkta iepildisanai bija 25.

Elektroforézes vanna tika uzpildita ar 1XTAE buferi. P&c bufera iepildisanas tika ievietots
gels. Tika izveidota PCR produkta un krasas maisijums — 25 gl PCR produkta un 5 pl krasas.
Bedrités tika iepildits 20 pl produkta un krasas maisijuma. Trijas bedrités tika ievietoti 5 pl
garuma markiera. Elektriskaja bloka PCR produktu analizei tika iestatitas 18 stundas pie 40 V
sprieguma.

P&c 18 stundu gara procesa gels tika krasots 40 min etidija bromida §kiduma (5ug/l). Péc
krasosanas gels tika skalots dejonizéta tident 15 minttes. DNS fragmenti tika vizualiz&ti un

fikseti ar digitalo fotokameru UV gaismas kamera.

2.2.7. Plusmas citometrija

Paraugu sagatavosanai tika izmantota viena, aptuveni vienada izméra Trifolium repens
lapa (~0,5 cm?). Materials tika ievietots 2 ml stobrina, kura ievietota viena metala lodite. Vienu
minati ar 37 apgriezieniem sekundg paraugi tika smalcinati ar homogenizatoru. Paraugiem tika
pievienots 1 ml bufera skiduma un tad tas tika laists cauri sterilam filtram kodolu atdalisanai
plismas citometrijai paredz&tajos stobrinos. Paraugam pievienoja 1 ml ekstrakcijas
buferSkiduma. Tika ieturéts inkubacijas periods, kurs ilga divas miniites. 1zfiltrétajam paraugam
pievienots 1 pl Rnazes A, péc ka tas tika samaisits 10 sekundes, izmantojot vorteksu.
Novorteksetajam paraugam pievienots 12 pl propidija jodida Skidums, paraugs tika atkartoti
samaisits 10 sekundes. Stobrini tika ievietoti stativa un ietiti folija. KrasoSanas ilgums ilgst

vismaz vienu stundu. Paraugi uzglabati ledusskapi (+4°C).

Pirms darba ar plismas citometru, sertificéts specialists veica ta kalibraciju. Paraugu

analiz&$ana tika veikta, izmantojot zilo lazeru (488 nm).
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3. REZULTATI

3.1. DNS izdaliSana
Bakalaura darba izstrades laika tika izdalits DNS no 117 Trifolium repens izkaltetiem
paraugiem, lai noteiktu genétisko daudzveidibu. No Slovakijas tika apskatiti trTs dazadi genotipi
(Pjestjani, Bystricka un Dubrava), no Ukrainas viens (Jaremce) un no Latvijas tika apskatita
Trifolium repens skirne “Daile”. No Pjestjani tika izdaliti 36 paraugi, no Bystricka 11 paraugi,

no Dubrava — 15 paraugi, no Jaremce — 16 paraugi, bet no Latvijas Skirnes “Daile” — 39 paraugi.

DNS tika izdalita ar modificétu CTAB protokolu (Doyle and Doyle 1987) gan svaigiem
paraugiem no Bystricka un Dubrava genotipiem, gan kalt€tajiem paraugiem no Jaremce,
Pjestjani un “Daile”. No Jarem¢e un “Daile” paraugi tika izdaliti divas reizes — gan pirms, gan

péc apstaroSanas ar UV-B starojumu, ari kontrolei.

3.2. UV-B starojuma ietekmes eksperiments
Pirms séklu diedz&Sanas in vitro kultara tas tika diedz&tas Petri plate ar autoklavétu tideni
un filtrpapiru. Seklam tika konstatéta zema digtsp&ja (1. tab.). Trifolium repens séklas audzgjot
nestirilos apstaklos no 120 séklam uzdiga 40 séklas — 33%. Diedzg&jot in vitro séklu digtsp&ja

actmredzami uzlabojas.

18.01.2019. sterila Petri platé tika iesétas 400 s€klas no pieciem (80 no katra) Slovakijas
genotipiem (agars 0,6%, pH 5,8). Péc divam nedélam (18.02.2019.) 160 digsti (10 katra in vitro
kultivacijas trauka) no ¢etriem labak izdiguSiem genotipiem tika parstaditas .2 barotné (~160
ml, pH 5,8). P&c ménesa aklimatizacijas un augSanas L2 barotné eksperimentam tika izvéléts
Pjestjani genotips un Latvijas $kirne “Daile”. Divi in vitro kultivacijas trauki ar 20 ipatniem (10
katra) no Pjestjani un divi in vitro kultivacijas trauki ar 20 patniem “Daile” tika izmantoti
apstaroSanai ar UV-B starojumu, ka arT divi in vitro kultivacijas trauki ar 20 Tpatniem gan no

Pjestjani, gan “Daile” tika izmantoti ka kontrole.

Pirms apstaroSanas no katra Tpatna tika panemtas divas Tstas lapas un ievietotas filtrpapira
kaltéSanai noslégta plastikata maisina ar silikagelu. Apstarosana ar UV-B starojumu tika veikta
5 dienas péc kartas vienu stundu viena un taja pasa laika no 9:00 Iidz10:00. Vélreiz tika ievaktas
2 jaunas 1stas lapas gan apstarotajiem Tpatniem, gan kontroles variantam un ievietotas noslégta

maisina ar silikagelu paraugu kaltéSanai.
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1. tabula

Trifolium repens digtspé&ja nestirilos apstaklos.

Table 1

Germitation of Trifolium repens under unsterile conditions.

Genotips | Ieséto seklu Izdiguso
skaits seklu skaits

S1 10 2
S2 10 10
S3 10 4
S4 10 3
S5 10 6
S6 10 0
S7 10 3
S8 10 3
S9 10 2
S10 10 5
S11 10 1

LV12 10 1

3.3. iPBS analize

Genétiska daudzveidiba noteikta ar iPBS metodi, kas ir balstita uz retrotranspozoniem.

Tika izveleti iPBS 2076 un iPBS 2079 praimeri, balstoties uz Kalvja Avotina magistra darbu

(Avotins 2017), kura tika veikta praimeru atlase konkr&ti Trifolium repens sugai. Pé&c DNS

izdali$anas tika veikta PCR reakcija, péc kuras elektroforéze ilga 18 stundas pie 40V.

P&c gela bildém pasrocigi tika izveidota matrica (Microsoft Office Excel), kura att€loti

parauga redzamie fragmenti jeb lokusi. Ar iPBS 2076 praimeri tika konstatéti 32 lokusi, bet ar

iPBS 2079 tika konstatéti 35 lokusi (kopa 77). Katram Ipatnim lokusi tika analizéti péc

pasizvéléta etalona (5. att.).
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5. att€ls. PCR produkti iPBS 2076 un iPBS 2079 praimerim.

Figure 5. PCR products of iPBS 2076 and iPBS 2079 praimers.

3.4. Praimeru PIC vértiba
PIC vértibas formula ir PIC;=2*fi*(1-fi), kur i-praimeris un f-aléles frekvence (Roldan-
Ruiz et al. 2000; Soengas et al. 2006). iPBS 2076 PIC vértiba ir 0,42848, bet iPBS 2079 PIC

vertiba ir 0,48966 (2. tab.).
Praimeris 2076
Aléles klatbiitne — 1164(3744)
Algles frekvence — 0,31089
PIC —0,42848
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Praimeris 2079

Algles klatbutne — 1753(4095)
Algles frekvence — 0,42808
PIC — 0,48966



2. tabula
Izmantoto praimeru PIC vértiba.
Table 2

PIC value of used primers.

Praimeri iPBS 2076 iPBS 2079
PIC 0,42848 0,48966

3.5. Klasteru analize
Lai veiktu Klasteru analizi tika lietota programma NTSY Spc, kas péc vajadzigo parametru
ievadiSanas aprékinaja kvadratisko distanci starp populacijam, izveidojot PCA jeb pricipialas
komponentes analizes grafiku. Analize tika veikta atseviski iPBS 2076 praimerim (6. att.), iPBS
2079 praimerim (7. att.) un abiem praimeriem kopa (8. att.). Sarkans aplis rakturo ipatnus no

Slovakijas, zilais aplis — Tpatnus no Latvijas, bet zalais — no Ukrainas.

Péc grafikiem var redzet populaciju sadalfjumu. Ar iPBS 2076 Latvijas populaciju var
iedalit divas atseviSkas grupas, no kuram viena veido atsevisku kopu, bet otra apvienojas ar
kopu no Slovakijas (kura veido atsevisku kopu). Paraugi no Ukrainas arT veido atsevisku kopu.
Ar iPBS 2079 Latvijas populacija iedalas divas atseviskas kopas, Slovakijas populacija veido
atsevisku kopu, kura ieklaujas ar1 Ukrainas populacija. Péc grafika, kur§ veidots kopigi gan
iPBS 2076, gan iPBS 2079 praimerim var skaidri redzet, ka Latvijas populacija iedalas divas

atsevisSkas kopas, bet Slovakijas un Ukrainas populacijas veido divas atseviskas kopas.

Ir bitiski noradit, ka paraugi no Ukrainas tika izv€l€ti gan no pils€tvides, gan dabiskas

vides, tomér analiz€ netika konstat€tas acimredzamas atSkiribas.
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C2 -0.12+

6. att€ls. Klasteru sadalijums izmantojot iPBS 2076 praimeri (sarkans — Slovakija, zils —
Latvija, zal$§ — Ukraina).

Figure 6. Cluster distribution using iPBS 2076 primer (red - Slovakia, blue - Latvia, green
- Ukraine).

C2 005

~

7. attels. Klasteru sadalijums izmantojot iPBS 2079 praimeri (sarkans — Slovakija, zils —
Latvija, zal$ — Ukraina).

Figure 7. Cluster distribution using iPBS 2079 primer (red - Slovakia, blue - Latvia, green
- Ukraine).
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8. attels. Klasteru sadalfjums izmantojot iPBS 2076 un iPBS 2079 praimerus (sarkans —

Slovakija, zils — Latvija, zal§ — Ukraina).

Figure 8. Cluster distribution using iPBS 2076 and iPBS 2079 primers (red - Slovakia,

blue - Latvia, green - Ukraine).

3.6. UV-B starojuma ietekmes rezultati

Pirms apstaro$anas tika izmérita SPAD vertiba se§am lapam no katra in vitro kultivacijas
trauka — gan turpmak apstarotajam, gan kontroles variantam (9. att.). P&c apstaroSanas paraugi
nedelu tika audzeti inkubacijas kameras. Pec aklimatizacijas tika veikti atkartoti SPAD vertibu
merfjumi tiesi tam pasam lapam (10. att.). Var noverot butiskas atSkiribas — Latvijas paraugiem
pirms apstaroSanas 50% no visam vértibam vidgji bija no 26 Iidz 37, bet p&c apstaroSanas no
19 Iidz 30. Slovakijas paraugiem pirms apstaroSanas ar UV-B starojumu SPAD veértibas bija no
32 Iidz 50, bet p&c — no 25 Iidz 30. Latvijas kontroles variantam vertibas pirms apstaroSanas
bija intervala no 30 lidz 43, bet péc apstarosanas no 30 Iidz 40. Savukart Slovakijas kontroles
variantam pirms apstaroSanas 29 Iidz 40, bet pec — 28-45. Var novérot biitisku SPAD vertibu
samazinajumu konkréti ar UV-B starojumu apstarotajiem paraugiem, savukart kontroles

varianta SPAD vértibas ir aptuveni lidzigas.
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9. att€ls. Trifolium repens SPAD vértibas pirms apstarosanas ar UV-B.
Figure 9. Trifolium repens SPAD values before irradiation with UV-B.
60
50

40

B . L

SPAD

20

10

Bk By Bsk Js.

10. attels. Trifolium repens SPAD vértibas péc apstaroSanas ar UV-B.

Figure 10. Trifolium repens SPAD values after irradiation with UV-B.
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T-tests jeb Stjiidenta t-tests tiek veikts, lai veiktu analizi, cik lidzigas vai atSkirigas ir
divas vai vairakas paraugkopas sava starpa. T-tests ir parametriska metode, kuras dati nak no
generalkopas, kas atbilst normalajam sadalfjumam. ST metode ir jutiga pret ekstrémam
vertibam, tomér nelielas nobides no normala sadalijumu rezultatu bitiski neietekmé. Tests tika

X1+Xo

pielagots atkarigam paraugkopam. T-testa formulairt = F , kur Xy - pirmas paraugkopas

e e _ T B
vidg€jais aritmétiskais un X> - otras paraugkopas vid€jais aritmeétiskais, s7 - pirmas paraugkopas
. .. 2 _ . .. . _ . —
dispersija, S7 - otras paraugkopas dispersija, ni - pirmas paraugkopas apjoms un nz - otras

paraugkopas apjoms (Elferts 2016). Testa veikS$anai tika nemti plismas citometrijas dati
(585/29 mean vértiba 2C variantam) pirms un péc apstrades ar UV-B starojumu gan kontroles
variantam, kad paraugi tika panemti reiz€ ar apstradatajiem paraugiem, kontroli neapstradajot
ar UV-B starojumu, gan ar UV-B apstarotajiem paraugiem. P&c rezultatiem var spriest, ka
kontroles variantam atSkiribas nav biutiskas (p-value = 0,9572), bet ar UV-B starojumu
apstarotajiem paraugiem atskiribas ir butiskas (p-value = 5,07e-05) (11. att.). Batiskuma

limenis ir 0,5.

data: sandra5Pirms and sandra$Pec
t=-0.05495 df =11, p-value = 09572
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
035 percent confidence interval:
-10.263603 9.763603
sample estimates:
mean of the differences
-0.25

data: sandral SPirms and sandral $Pec
t=-64004, df = 11, p-value = 5. 078e-05
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent confidence mterval:
-14 222765 -6.943901
sample estimates:
mean of the differences

-10.58333

11. attéls. T-testa rezultati.
Figure 11. Results of T-test.
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Tika veikta Trifolium repens ploiditates noteik$ana, izmantojot plismas citometru. Sis
darba posms tika veikts ka izm&ginajums, ar noliiku to turpinat magistra darba. Var novérot, ka

Trifolium repens ir miksoploids (12. att.).
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12. attéls. Trifolium repens miksoploidija (roza — 2C-, sarkans — 2C, zils — 3C, oranzs —
4C).

Figure 12. Mixoploidy of Trifolium repens (pink — 2C-, red — 2C, blue — 3C, orange —
4C).

Gan Latvijas, gan Slovakijas kontroles variantiem izmainas lokusu skaita netika
konstatétas. Péc ned€las apstrades ar UV-B starojumu Latvijas skirnes “Daile” visi 18 paraugi
tika konstatéti degrad€jusies, bet no 18 Slovakijas paraugiem 11 paraugiem konstatéti dazi
lokusu zudumi (8. piel.) viens paraugs bija pilnigi degradgjies, bet seSos paraugos netika

novérojamas nekadas izmainas.
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4. DISKUSIJA

Molekularie markieri ir butiska genétiskas analizes dala, jo tos var izmantot dazadas
nozaré€s. Retrotranspozoni aiznem lielu daJu eukariota genoma. Tie spgj sevi transponét genoma
bez savu pirmatngjo sekvencu dzESanas, tapec tos var izmantot ka veiksmigus molekularos
markierus. Retrotranspozoni aktivgjas Stinu attistibas, diferenciacijas, hromatina nestabilitates
un kada stresora ietekmes rezultata (Kalendar et al. 2017). Bakalaura darba meérkis bija
salidzinat loznu abolina (Trifolium repens L.) Karpatu kalnu savvalas populaciju un Latvijas
Skirnes “Daile” materialu daudzveidibu un retrotranspozonu kustibu péc UV gaismas stresora
ietekmes, ierosinot genétiskas izmainas. leprieks veikti pétijumi par UV-B starojuma ietekmi
uz vairoga zileni (Vaccinium corymbosum L.) (Inostroza-Blancheteau et al. 2014), tomér
pétijums balstfjas uz biokimiskam izmainam. P&tijumi par UV-B starojuma ietekmi uz
retrotranspozonu kustibu netika atrasti, tapec metodika balst1jas uz piemin&to avotu.

Mainoties vides apstakliem retrotranspozoni sp&j parvietoties genoma (Casacuberta et al.
2013). Paraugus apstradajot ar UV-B starojumu tika panakta vides apstaklu maina, ka rezultata
daziem Slovakijas paraugiem konstatéts retrotranspozonu parvietojums. Verts pieminét, ka visi
ar UV-B starojumu apstarotie Latvijas paraugi konstatéti degradgjusies, tapec ir nepiecieSamiba
turpmakajiem pétjjumiem par UV-B starojuma ietekmi uz retrotranspozonu kustibu izveidot
metodiku, kas buitu optimala ar tam Trifolium repens populacijam, kas ikdiena nav paklautas

augstam UV-B starojumam.

Trifolium repens genétiskas daudzveidibas pétijumi izmantojot iPBS analizi Latvijas
Universitates Biologijas institiita Vides genétikas laboratorija tika uzsakti 2013. gada (Avotin§
2017). Citi $is sugas pétijumi, izmantojot iPBS analizi, netika atrasti. PIC (Polymorphic
Information Content) ir vértiba, ko izmanto, lai pamatotu praimera lietojamibu. ST vértiba
raksturo dominantos markierus, kadi ir uz retrotranspozoniem balstitie markieri. Vertibai jabiit
amplitida no 0 Iidz 0,5. Jo augstaka vértiba, jo labaks pielietojums, lai pétitu gené&tisko
daudzveidibu (Roldan-Ruiz et al. 2000; Soengas et al. 2006). Abiem markieriem ir pietickami
liela PIC vértiba (iPBS 2076=0,42848, bet iPBS=2079 0,48966), lai tos izmantotu talakiem
pétijumiem. Saja darba tika analiz&tas Trifolium repens populacijas no Ukrainas, Slovakijas un
Latvijas $kirnes “Daile”, bet pieminétaja avota populacijas no Polijas, Sveices, Griekijas,
Austrijas, Cehijas un Latvijas. Vérts pieminét, ka Latvijas populacija tika analizéta gan no
pilsétvides, gan dabiska vidé augoSiem Ipatniem. P&c rezultatiem vargja secinat, ka gandriz

visas (iznemot Austrijas) populacijas ir iedalamas atseviskas kopas.
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P&c klasteru analizes var secinat, ka Latvijas Trifolium repens skirne "Daile" iedalas divas
atseviskas kopas, Slovakijas populacijas veido vienu vienotu kopu un Ukrainas populacija
iedalas atseviski.

Trifolium repens skirne “Daile” tika ieklauta Latvijas Skirnu kataloga 2001. gada pirmaja
janvari. Termins, uz kadu Skirne tiek ieklauta kataloga ir 2030. gada 31. decembris. “Daile” tika
selekcionéta Latvija APP Agroresursu un ekonomikas institiita (Valsts augu aizsardzibas
dienests 2009.) P&tijuma rezultati liecina, ka Latvijas Trifolium repens skirne “Daile”
populacija iedalas divas kopas. Skirnes veidosanas procesa ka izlases kritérijs netiek izmantota
genétiska vienveidiba, augi tiek atlasiti péc lidzigam fenotipiskam pazimém, tadgjadi skirni var
uzskatit par populaciju. Papildus Skirnes mainibu vargja ietekmét sakrusto$anas ar savvalas
populacijam Skirnes ekspluatacijas laika (Bumbure u.c. 1957). Ar pliismas citometru analizgjot
relattvi nelielu individu skaitu (49 paraugi), varéja konstatét, ka ir novérojama miksoploidija.
Literatiira minéts (Zhang et al. 2007), ka Trifolium repens ir tetraploids. Ir nepiecieSami
turpmakie pétijumi.

Trifolium repens séklu digsanu un augu augSanu pozitivi ietekmé temperatiiras
pazeminaSanas un paaugstinats gaisa mitruma Itmenis. AugSana turpinas, kad temperatiira nakti
sasniedz sasalSanas temperatiiru (Zhang 2007). Auga zema digtsp€ja var tikt skaidrota ar
digSanai nepiemeérotiem vides apstakliem. PjeStjani pilsétas videja gaisa temperattira gada ir
15°C. Vidgjais nokrisnu daudzums ir 52 mm (Microsoft 2019). Latvija vid€ja gaisa temperatiira
gada ir 5,9°C. Vidgjais nokrisnu daudzums ir 53 mm (Latvijas vides, geologijas un
meteorologijas centrs 2013). Vidgjais nokrisnu daudzums abam eksperimenta izmantotajam
populacijam sava starpa biutiski neatSkiras, bet ir butiskas atSkiribas starp vidgjam gaisa
temperatiram — Slovakijas genotipam ta ir lielaka, atseviSkos mé&neSos pat lidz 10°C, kas ir

relativi liela atSkiriba. Tas liecina par butiski atSkirigiem augSanas vides apstakliem.

UV-B starojumam (280-315 nm) ir batiska ietekme uz biologiskajiem procesiem, un to
spécigi absorbé ozons (gan stratosféra, gan apakséja atmosféra). UV-B starojums izraisa DNS
molekulas bojajumus, kas noved pie dzivo organismu biologisko un fiziologisko procesu
negativam izmainam (McKenzie et al. 2007). Ultravioletais starojums kalnos ir Tpasi intensivs
- jo augstak virs juras ITmena, jo lielaks UV starojums. UV starojums klist intensivaks par 2%
ik pec aptuveni 300 metru augstuma, jo gaiss klist retinataks. UV starojuma meériSanai izmanto
ultravioleta starojuma indeksu sist€ému, kas tika radita 1994. gada, kura 1-2 ir zema UV
starojuma intensitate, 3-5 vid&ja, 6-7 augsta, 8-10 loti augsta, 11+ ekstréma. UV starojums ir

nozimigs vides faktors alpu augiem. Tas var ietekmé&t augu morfologiskas un fiziologiskas
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reakcijas, kas svarstas no izmainam stumbra augstuma un ziedu attistiba lidz citoplazmas
viskozitatei, fotosintézei un baribas vielu uznemsanai. Ir maz pétijumu par saules UV ietekmi
uz augiem. Alpu augi ar laiku pielagojas augstam UV starojumam sava augsanas vid€, tomer
vel nav bijis pétijumu par mehanismiem, ka Sie augi spgj aizsargaties no UV iedarbibas. Ja
pienem, ka UV starojums ir vispargji nelabvéligs vides faktors, tad ir pamatoti pienemts, ka
augi ir attistijusi aizsardzibas mehanismus (United States Environmental Protection Agency
2004; Caldwell 2015). Eksperimenta par UV-B starojumu rezultatus var skaidrot ar to, ka
Trifolium repens Slovakijas genotips jau ir izstradajis aizsardzibas mehanismus no UV-B
starojuma ietekmes, tapec ir redzami tikai dazi retrotranspozonu parvietojumi. Tomer Trifolium
repens Latvijas Skirne “Daile” tika selekciongta Latvijas vides apstakliem, kur salidzinosi ar
augstkalnu apgabaliem nav tik intensivs UV starojums, tapéc ir ievérojama bitiska DNS
degradacija visiem paraugiem. Salidzinasanai 2019. gada 25. maija Pjestjani pilséta UV indekss
ir 6, bet Riga 4, bet 26. maija UV indekss PieStjani pilséta ir 5, bet Riga 3 (WeatherOnline
2019). Datu apkopojums pa méneSiem un/ vai gadiem nav atrodams. Bet p&c literatiiras var
spriest, ka PjeStjani pilséta UV indekss ir lielaks. UV starojums inhib& fotosintezi. Tiek
izmainits elektronu transports fotosistéma II un ictekméta tilokoidu membrana (Caldwell 1981).
SPAD meritaja vertibas liecina par to, ka abos genotipos UV-B starojums ietekmégja hlorofila

daudzumu — tas samazinajas, salidzinot ar kontroles variantu.

Veicot turpmakos pétijumus par UV ietekmi uz retrotranspozonu kustibu Trifolium
repens, nepiecieSams veikt metodes izstradi, lai noteiktu, cik lielai ir jabiit UV-B intensitatei un

laika periodam, lai novérotu retrotranspozonu kustibu, bet nenotiktu DNS degradacija.
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5. SECINAJUMI
Hipot&ze apstiprinajas - starp Latvijas un augstkalnu apgabalu genotipiem ir batiskas
atSkiribas: Slovakijas populacijas un Ukrainas populacija iedalas atseviskas kopas,
bet Trifolium repens komercskirnes “Daile” populacija iedalas divas kopas. Lai
noskaidrotu iemeslu nepiecieSami turpmakie pétijumi, jo to var ietekm&t vairaki

faktori.

Trifolium repens skirne “Daile” ir neizturiga pret UV-B starojumu, salidzinot ar
augstkalnos augoSo materialu no Slovakijas. Slovakijas genotipam ir izveidojusies

aizsardzibas mehanismi pret UV-B starojumu.
Analizétajiem Trifolium repens augiem konstatétas $tnu grupas ar dazadu ploiditati.

Apstaro$ana ar UV-B starojumu stundu diena ned€lu péc kartas ir pietickami ilgs
laiks, lai nov@rotu retrotranspozonu kustibu, tomér nepieciesami talaki petjjumi un

metodiski uzlabojumi secinajumu konkretizésanai.
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6. PATEICIBAS
Izsaku pateicibu bakalaura darba tapSana darba vaditajai Dacei Graudai par padomiem,
labojumiem bakalaura darba tap$anas laika, ka ari iesp&ju izstradat bakalaura darbu Latvijas
Universitates Biologijas institata. Paldies p&tniekiem Andrai Mikelsonei, Nikolei Krasnevskai

un Karlim Zagatam par palidzibu darba metozu apgiisana.
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PIELIKUMI

1. pielikums

Agarozes g€la koncentracija DNS izmeéra iz8kirtsp€jai

Appendix 1

Agarose gel concentration for DNA size resolution

IXTAE Agarozes daudzums (g)
Gela izmérs bufera
(cm) tilpums (ml) 1,0% 1,5% 1,7% 3,0% Kemmi$u skaits
10X7 50 0,5 0,75 0,85 1,5 16
10 X 10 70 0,7 1,05 1,19 2,1 16x2
15 X7 70 0,7 1,05 1,19 2,1 20
15x 10 90 0,9 1,35 1,53 2,7 20; 20 x 2;
15X 15 135 1,35 2,025 2,295 4,05 20x2;30x2
20; 25; 30; 36; 40;
20x 10 120 1,2 1,8 2,04 3,6 50
20(+); 25(+);
30(+); 36(+);
20 X 20 240 2,4 3,6 4,08 7,2 40(+); 50(+)
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2. pielikums

Modificéts CTAB DNS izdaliSanas protokols (Doyle and Doyle 1987)
Appendix 2

Modified CTAB DNA release protocol (Doyle and Doyle 1987)

1. Auga sauso materialu sasmalcina ar homogenizatoru. (1 min, 37 apgriezieni minatg).

2. Pie sasmalcinata materiala pievieno 800 pl CTAB buferi un ievieto termomikseri pie +60°C
uz vienu stundu pie rotacijas 300 rpm (rotacijas minutg).

3. Nonem no termomiksera un pievieno vienu tilpumu (800 pl) hloroforma izoamilalkohola

(24:1) un uzmanigi sajauc.

Centrifugé 20 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

Nonem ar pipeti idens fazi un parvieto uz citu stobrinu.

Pievieno 480 pl aukstu (no saldétavas) izopropanolu un uzmanigi sajauc (~16 reizes).

Centrifugé 10 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

Nolej skidrumu, atstajot DNS nogulsnes.

© © N o 0 &

Pievieno 500 pl mazgaSanas bufera un uzmanigi sajauc. Tad atstaj to 20 min istabas
temperatiira.

10. Centrifugg 5 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

11. Nolej skidrumu, saglabajot nogulsnes.

12. Pievieno 500 pl skalo$anas Skiduma un uzmanigi sajauc.

13. Centrifugé 5 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

14. Nolej Skidrumu, saglabajot nogulsnes.

15. Zavé isabas temperatiira ~20 min.

16. Pievieno 50 pl TE buferi.
CTAB buferis (10 ml):

e 0,5ml2M Tris;

e 0,2mlEDTA (0,5 M);
e 1,4 mlNaCl (5 M);

e 1mlCTAB (10%);

e 0,1 ml merkaptoetanols;

e 6,8 ml molekularais tidens.
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MazgaSanas buferis:

e 80 ml 95% etanols;

e 20 ml 1 M natrija acetats.
SkaloSanas buferis:

e 80 ml 95% etanols;
e 133 ul 7,5 M amonija acetats;

e atSkaida ar molekularo tideni lidz 100 ml.
TE: (autoklave)

e 1ml1lM TrispH 8,0;
e 0,1ml0,5MEDTA ph 8,0;

e atSkaida ar molekularo tideni lidz 100 ml.
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3. pielikums
Izmantotie paligmateriali
Appendix 3

Used consumables

Paligmateriala nosaukums

Firmas nosaukums

Modelis/ artikuls

Pipesu uzgali 2,0 ml SARSTEDT 72.695.400
Pipesu uzgali 1000 pl SARSTEDT 70.762
Pipesu uzgali 200 pl SARSTEDT 70.760.002
Pipesu uzgali 5 ml SARSTEDT 70.1183.022
Pipesu uzgali 20 pl SARSTEDT 70.1116
Stativi - -
Sterilas petri plates ar SARSTEDT 82.1473.001
ventilaciju 92x16mm
Parafilm 4IN.x125FT. PARAFILM PM-996
ROLL
10 ml sterilas pipetes GOSSELIN GPL10ELIN
Uzgalu stativi Sppendorf, STARSTEDT -
In vitro kultivacijas trauks Duchefa Biochemie S1682
Metala pincete - -
Metala skalpelis - -
1,5 ml stobrins SARSTEDT 72.690.550
2 ml stobrin§ SARSTEDT 72.695.400
Silikagels (indikatorgels) 2-5 LLG Labware 9.042.581
mm
Dazada tilpuma kolbas, - -
meércilindri
Filtrpapirs - -
Aluminijs - -
Sterils filtrs (Cell Strainer) FALCON 3523040

40 pum Nylon
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Agarozes gela kemmite,

forma, gumijas

Citometrijas stobrini

FALCON

352063

4. pielikums

Izmantotas vielas un reagenti

Appendix 4

Used substances and reagents

Vielas vai reagenta

Firmas nosaukums

Artikuls/ cits

nosaukums
iPBS koncentrats 2076 BIONEER -
5’-GCTCCGATGCCA-3’
iPBS koncentrars 2079 BIONEER -

5’-AGGTGGCGCCA-3’

DreamTaq Polymerase ThermoScientific 00544725
DreamTaq Buffer ThermoScientific 00273084
dNTP Mix ThermoScientific #R0192
Buferis (KIT) SYSMEX CyStain UV Ploidy
Propidija jodids (PI) SIGMA P4170
Rnaze A ThermoScientific ENO0531
6x Orange Loading Dye Fermentas #R0631
Solution 1ml
Garuma markieris ThermoScientific #SM0333
GeneRuler Mix
NaOH Fluka 30620
HCIO0,1 M - -
Molekularais tidens ROTH T143.2
Hloroforms SIGMA C0549-1PT
Efidija bromids ROTH 2218.1
EDTA SIGMA E5134-500G
CTAB SIGMA H6269-250G
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TopVision agaroze ThermoScientific #R0492
Plant agar Puchefa Biochemie P1001-1000
Trizma base(TRIS) SIGMA T1503-1KG
NACI Fluka Analytical 71376
Etikskabe SIGMA-ALDRICH 27225
2-Mercaptoethanol ROTH 42271
Rnase A Thermo Scientific #ENO0531
Balinatajs 5% ACE Classic
Etanols - -
Natrija acetats Fluka 71183
Amonija acetats Fluka 096R8
2-Propanol ROTH 6752.1
5. pielikums

Izmantotas iekartas
Appendix 5

Used equipment

Iekartas nosaukums

Firmas nosaukums

Modelis/ tilpums

Vortekss BIOSAN Combi-Spin
Vortekss Scientific Industries Vortex-genie 2
PCR aparats Applied Biosystems Gene Amp PCR System
9700
DNA/ RNA UV-cleaner BIOSAN UVT -S
Maisitajs BIOSAN Multi Bio RS-24
Homogenizators QIAGEnN TissueLyser LT
Mikropipete Eppendorf 500-5000 pl
Mikropipete Eppendorf 100-1000 pl
Mikropipete Eppendorf 20-200 pl
Mikropipete Eppendorf 2-20 pl
Mikropipete Eppendorf 0,5-10 pl
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Termomikseris Eppendorf Thermomixer comfort 1,5
ml
Centrifuga Eppendorf 5415D
pH metrs HANNA H18424
Laminarbokss FASTER KBN -
Velkmes skapis - -
Udens vanna PRECISTERM P Selecta
Lodisu sterilizators KELLER Steri 350
Autoklavs - -
Elektroforézes bloks LIFE TECHNOLOGIES GIBRO BRL PS304
Elektroforézes bloks CONSORT E132
Elektroforézes vanna Cleaver Scientific Ltd -
Automatiska pipete Eppendorf Easypet
Ledusskapji ar saldétavam Whirlpool A Class
Digitala fotokamera Canon PowerShot G10, 14,7 Mpx
Mikrovilnu krasns Whirlpool Easytronic M591
Pliismas citometrs BD FACS Jazz -
UV-B lampa 220-240V, 50- FAREL 9104 023 38427
60 Hz
Spuldze UV-B Philips TL4AW/ 12RS J2
SPAD portativais hlorofila Konica Minolta 502 Plus

meritajs

Elektroniskie svari

Shinko Denshi

ViBRO DJ-150S

UV gaismas kamera 230V-
50 Hz, 180W

Cleaver Scientific Ltd

microDOC, D1HD
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6. pielikums
Izmantotas datorprogrammas
Appendix 6

Used computer programs

Datorprogrammas Versija/ gads
nosaukums
NTSYSpc 2.1/ 2018
R Studio 3.5.2/ 2018
Microsoft Office Excel 16.0/ 2016

7. pielikums
Modificéta L2 barotne (Taylor and Quesenberry 1996)
Appendix 7

Modified L2 medium (Taylor and Quesenberry 1996)

Vielas nosaukums Barotnes Firmas Artikuls
pagatavosanai nosaukums
izmantotais vielas
daudzums (mg/l)
NHsNO3 1000 SIGMA- A3795-500G
ALDRICH
KNO3 2100 Duchefa P0519.1000
Biochemie
CaCl2x2H,0 600 ANALYTICA 147.02
MgSOsx7H20 43,5 ROTH P027.1
KH2PO4 325 POCH GLIWICE 74202112
NaHPO4 82,65 ROTH P030.1
Kl 1,0 Duchefa P0518.0100
Biochemie
H3BO3 5,0 ROTH P010.1
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MnSO4 x H20 15,0 ROTH 4487.1
ZnS0O4 x 7TH20 5,0 ROTH K301.1
Na2MoO4 x 2H20 0,4 ACROS 10102-40-6
ORGANICS
CuS04x5H,0 0,1 ROTH P025.1
CoCl2 x 6H20 0,1 ROTH 7095.1
Na,EDTA 33,6 SIGMA E6511-100G
FeSO4 x 7TH20 25,0 ROTH P015.1
Saharoze 25 (g/l) SIGMA S5391-1KG
Myo-inositol 250,0 SIGMA 1-3011
Pyroxidine-HCI 0,5 ACROS 58-56-0
ORGANICS
Thiamine-HCI 2,0 ACROS 67-03-8
ORGANICS
Plant agar 6 (g/l) Puchefa P1001-1000
Biochemie
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8. pielikums

Slovakijas Trifolium repens zudusSo lokusu skaits péc apstrades ar UV-B starojumu

Appendix 8

Loss of loci after irradiation with UV-B in Trifolium repens

Paraugs Pazuduso lokusu
skaits
S21 1
S22 2
S24 1
S25 2
S28 1
S28 1
S30 1
S31 2
S33 2
S34 4
S35 3
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9. pielikums
Transpozonu molekulara struktiira, veids un aptuvenais garums (Alzohairy 2016)

Appendix 9

Types, molecular structures and estimated length of transposons (Alzohairy 2016)
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4. attels. Transpozonu molekulara struktiira, veids un aptuvenais garums (Alzohairy

2016).

Figure 4. Types, molecular structures and estimated length of transposons (Alzohairy

2016).
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IRAP

IPBS

REMAP

SSAP

10. pielikums
Uz PCR balstitie LTR-RT “svitrkodesanas” metozu veidi
Appendix 10

PCR-based molecular barcoding methods of LTR-RTs
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