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KOPSAVILKUMS

Sandra Dombrovska (2021): Loznu abolina (Trifolium repens L.) Eiropas populaciju

genétiskas daudzveidibas salidzinajums.

Loznu abolinam ir plass izplatibas areals — no arktiskiem regioniem Iidz augstkalnu (6000
m) regioniem. Tas ir plasi izplatits arT vietas ar augstu vides piesarnojuma ITmeni. Magistra
darba mérkis ir noteikt loznu abolina Eiropas populaciju genétisko daudzveidibu atkariba no
dazadiem augSanas apstakliem. Genétiskas daudzveidibas noteikSanai tika izmantota iPBS
metode un izstradata metode UV-B starojuma izraisitas retrotranspozonu parvietosanas

noteik$anai.

Rezultati liecina, ka analiz&ta Eiropas populacija iedalas divos lielos klasteros, atseviski
izdaloties augstkalnu apgabalam. Secinats, ka augstkalnu regionos izplatitas populacijas
genctiski ir atSkirigas no zemien@s izplatitajam. Analizétas populacijas ir novérojama
miksoploidija, kas liecina par adaptaciju mainigiem vides apstakliem.

Atslégvardi: Trifolium repens L., PCA, iPBS, LTR retrotranspozoni, UV-B starojums.



SUMMARY

Sandra Dombrovska (2021): The comparison of genetic diversity in the European

populations of the white clover (Trifolium repens L.).

White clover has a wide distribution range — from the Arctic regions up to 6000 meters
in high-altitude regions. It is also widespread in places with high levels of environmental
pollution. The aim of the master's thesis is to determine the genetic diversity of European
populations of white clover depending on different growth conditions. After iPBS analysis
cluster analysis was performed, as well as a method for retrotransposon movement induced by

UV-B radiation stress was developed.

The results show that the analyzed European population is divided into two clusters — the
high-altitude region is divided separately. Populations distributed in the highlands have been
found to be genetically distinct from those distributed in the lowlands. Mixoploidy is observed

in the analyzed populations, indicating plant adaptation to changing environmental conditions.

Keywords: Trifolium repens L., PCA, iPBS, LTR retrotransposons, UV-B radiation.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

CTAB — cetrimonija bromids

DNS — dezoksiribonukleinskabe
dNTP — deoksinukleotidi

EDTA — etilendiamintetraetikskabe
FCM — pliismas citometrs

In vitro — izol&ta Sunu, audu vai organismu kultivacija maksligi raditos, kontrol&jamos

apstaklos

M — vielas molara koncentracija

NaCl — natrija hlorids

PBS — reversas transkriptazes praimera saistisanas vieta
PCA — galvenas komponentes analize

PCR — polimerazes kézu reakcija

TAE — buferis, kurs sastav no Tris, etikskabes un EDTA ( pH 8.3)
TE — buferis, kurs sastav no Tris un EDTA (pH 8.0)
Tris — trishidroksimetilaminometans

UV-B — ultravioletais B starojums



IEVADS

Ka modelobjektus populaciju genétiskos petijumos izmanto biezi sastopamus augus ar
atras augSanas potencialu. Loznu abolins Trifolium repens L. spg&j atri izplatities un tam ir plass
izplatibas areals — sakot ar arktiskiem regioniem Iidz pat 6000 metriem augstos augstkalnu
regionos. Trifolium repens L. ir veiksmigs modelobjekts, jo tas ir plasi izplatits pilsétu
apstadijumos — vietas ar augstu vides piesarnojuma Iimeni, tapéc to var izmantot sugas
adaptaciju pétijumos. Arl §is sugas genétika ir labi izpétita (Zhu et al. 1996; Mather 2000;
Bartolini et al. 2006; Zhang et al. 2007; Williams 2014; Gonzalez et. al. 2016).

Mgérenajos platuma grados klimata izmainas, tai skaita intensivaks UV-B starojums, rada
negativu ietekmi uz pastavosajam ekosisttmam, stimul&ot tadu sugu savairo$anos, kas
samazina citu sugu izdzivotibu. Augi ir vieni no jutigakajiem organismiem, kas uz vides
izmainam reagg jau genotipa limeni. Misdienas ir aktuali izvél&ties tadus pilsétvides augus, kas
spetu pielagoties klimata nosacijumiem (Hofmann and Campbell 2012; Montiel et. al. 2017;

Fineschi and Loreto 2020).

Retrotranspozoni ir mobilie genétiskie elementi, kas sp&j parvietoties genoma, izmantojot
"kop&Sanas-ielime&Sanas" principu, tadéjadi sevi pavairojot. Ir daudz petijumu, kas pierada, ka
retrotranspozoni aktivéjas, kad augs ir kada stresora ietekmé. Sp&ja reagét uz vides izmainam
retrotranspozonus padara par veiksmigiem funkcionalajiem markieriem, kas atbild par
pielagosanos mainigiem vides apstakliem. Tadel uz retrotranspozoniem balstitus praimerus var
sekmigi izmantot populaciju daudzveidibas pétijjumos (Bui and Grandbastien 2012;
Casacuberta and Gonzales 2013; Borreda et. al. 2019).

Magistra darba mérkis ir noteikt loznu abolina Trifolium repens L. Eiropas populaciju

genétisko daudzveidibu atkariba no dazadiem augSanas apstakliem.

Magistra darba izvirzita hipotéze: dazadi augSanas apstakli, tai skaita paaugstinats stress,
palielina Trifolium repens L. populaciju genétisko daudzveidibu.
Magistra darba izvirzitie uzdevumi darba mérka sasniegSanai:
1. Izdalit DNS un veikt uz retrotranspozoniem balstitu iPBS analizi.
2. Adaptet metodiku Trifolium repens L. kallusu in vitro kultGru iegiiSanai un
kultivéSanai.
3. Pilnveidot metodiku retrotranspozonu parvietosanas noteikSanai péc UV-B starojuma

ietekmes.

4. Veikt iegiito datu analizi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Trifolium spp. gints apraksts

Leguminosae (Fabaceae) ir tresa lielaka ziedo$o augu dzimta (727 gintis un gandriz
20'000 sugas). Trifolium jeb abolinu gints ir viena no lielakajam $is dzimtas gintim — taja ir 255
sugas. Jau gints nosaukuma ir paradits, ka viena no gints raksturigakajam ipasibam ir lapa, kas
sastav no tris lapinam. Ginti ir gan daudzgadigi, gan viengadigi augi, kuru morfologija biezi
raksturojama ar noliektiem stubldjiem, kas neparsniedz 50 cm. Mazi un vidgji lieli ziedi (0,3—
2,5 cm) parasti ir sakartoti galvinas. Augli ir pakstis, kas parasti satur no vienas lidz divam, bet
var saturét ar lidz devinam séklam. Trifolium dabiska izplatiba ietver ziemelu un dienvidu
puslodes mérenos un mazaka méra subtropu regionus. Azijas dienvidaustrumos un Australija
ST gints dabigi nav izplatita. Lielaka sugu daudzveidiba ir tris geografiskajos regionos:
Vidusjiiras baseina, Amerikas ziemelrietumos un Afrikas austrumu augstienés. Trifolium gints
sugas biotopi ietver gan plavas, gan prérijas, gan atklatos mezus un pustuksnesus, ka ari Alpu
virsotnes. So dazado biotopu kopiga iezime ir augsts saules starojums, jo maza dala no
Trifolium gints sugam spg&j augt ena. Aktivi tiek kultivétas 16 Trifolium gints sugas, kas prieks
vienas gints ir raksturojams ka liels skaits (Taylor and Quesenberry 1996; Ellison et. al. 2006;
Hirakawa et. al. 2016).

Hromosomu skaits ir aprakstits 184 sugam — vairak neka 80% ir 2n=16. Aneploidija ir
raksturiga 31 sugai. Poliploidija ir raksturiga 24 sugam, no kuram seSas ir tetraploidas, divas
heksaploidas un viena dodekaploida. Ir zinams, ka 125 sugas aug simbiozg ar slapekli
fiks€josam bakterijam (Marshall et. al. 1995; Ellison et. al. 2006; Badr et. al. 2012; McClearn
et. al. 2019).

1.2. LoZnu abolina Trifolium repens L. apraksts
Trifolium repens L. ir biezi pétijumos izmantots modelobjekts. Loznu abolins (1. att.) ir
daudzgadigs sveSapputes augs. Ta ziedi parsvara ir balti, tom&r krasa var atskirties no roza, lidz
sarkanai un pat violetai. Tas sp€j sarazot lielu biomasu — no viena hektara ir iesp&jams iegiit
45000-60000 kg svaigas zales. P&c noplausanas zalajs veiksmigi atjaunojas 1sa laika intervala.
Neskatoties uz plaSo izplatibu, ta adaptacijas diapazons ir ierobezots (Caradus 1994; Cain et.

al. 1995; Cogan et. al. 2006; Badr et. al. 2012; Shang et. al. 2019).



PL.79. Tréfle rampant. Trifolium repens L

1. att€ls. Loznu abolina Trifolium repens L. morfologija (Maclef 1891).
Figure 1. Morphology of white clover Trifolium repens L. (Maclef 1891).

Trifolium repens L. jeb loznu abolins spgj fikseét slapekli, tadgjadi tiek samazinats
neorganiska slapekla méslosanas lidzeklu daudzums. Augstas kvalitates lopbaribas d&| to audzg
lopu ziemas baribai, Tpasi piena fermas. Tas spgj palielinat piena produkciju par 15-20% (1,4
kg piena diennaktr). T. repens jaukta veida kopa ar dazadam graudzaleém izmanto seklu
maistjumos laba zalaja veidosana. To izmanto stadot ganibas, veidojot ganibu sienu, ka art
maurinu ierikoSanai. Tam ir svariga loma vilnas, piena un galas kvalitatg, jo tas tiek s€ts ka
produktivs baribas avots lopiem. T. repens izmanto ari ka papildus baribas piedevu, jo ir
konstatets, ka tas iev@rojami uzlabo piena kvalitati. Tam ir augsta uzturvértiba, jo taja ir augsts
olbaltumvielu un mineralvielu saturs. Ir zinams, ka T. repens sp&j uzkrat dazadus metalus,
pieméram, kadmiju un cinku. Pastav vairak neka simts T. repens Skirnu. Vides specialisti, parku
un darzu dizaineri visbiezak izv€las T. repens, nemot vera ta ipasibas, piem&ram, zemes
laukuma blivu parklasanu, izturibu pret samiSanu, augSanu platuma (nevis augstuma), ka ar1

estétisko faktoru. Suga, turklat, ir izturiga pret noénojumu, tadel to biezi izmanto auglu darzos,
8



lai veidotu zalienu laukumus (Marshall et. al. 1995; Badr et. al. 2012; McClearn et. al. 2019;
Unal et. al. 2020; Ahmad and Zeb 2021).

1.2.1. Loznu abolina Trifolium repens L. izplatiba

Suga ir plasi izplatita Eiropa, Rietumazija un Ziemelafrika. Tiek uzskatits, ka ta ir c€lusies
Vidusjiras regiona, agrina Miocéna perioda, pirms 16-23 miljoniem gadu. Pateicoties
dzivnieku un cilvéku migracijai T. repens tika izplatits visa Eiropa un Rietumazija. T. repens
domestikacija sakas aptuveni 400 gadu atpakal. Suga me&dz aklimatizéties ar1 tados pasaules
regionos, kur nokri$nu daudzums gada parsniedz 750 mm. Ta izplatiba ir plasa, pateicoties
edafiskajai tolerancei — tas sp&j augt gan izteikti skaba, gan kalkaina augsné (Ellison et. al.
2006; Williams et. al. 2012; Ahmad and Zeb 2021).

Miisdienas loznu abolins ir dabigas floras sastava gan Eiropa, gan Azijas dienvidos un
dienvidrietumos, Sibirija, Kina un Afrikas ziemelos. Tas ir ievests pasaules mérenakajos
apgabalos, ka arT ir dabigi sastopams Jaunzélande, Australija, Japana, ASV, Kanada,
Dienvidafrika un Dienvidamerika. T. repens aug ari tropos — Indonézija, Papua-Jaungvineja un
Kolumbija. Suga ir sp&jiga augt ari 6000 m augstuma, pieméram, Himalaju kalnos (Caradus
1994).

1.3. UV-B starojuma palielinasanas ka klimata izmainu sekas

Klimata izmainas var netieSi ietekm& UV starojuma Iimeni, mainot ozona, UV
absorbg&joso troposferas gazu, aerosolu un makonu daudzumu atmosfeéra. Stratosféras ozona
noardiSanas izraisa paaugstinatu ultravioleta-B starojuma Itmeni uz zemes virsmas. Svarigas ir
arT Zemes virsmu atstarojo$as izmainas vai nu okeanu ledus vai ledus "cepuru" kuSanas, ka ar1
sniega segas samazinaSanas del. Stratosferas atdziSana, ko izraisa paaugstinata CO2 un citu gazu
koncentracija, nakotn€ izraisis augstaku ozona koncentraciju. Tiek prognozets, ka klimata
parmainas nakotn€ samazinas makonu daudzumu tropu un vid€jos platuma grados, galvenokart
samazinoties zemo makonu daudzumam. Lielakajos platuma grados makonu sega prognozeta
lielaka, kas palielinatu saules UV starojumu, kas, savukart, tiktu izkliedéts atpakal kosmosa,
tadgjadi samazinatu UV starojuma intensitati, kur§ nonak Zemes virsma. Makoniem ir iz8kiroSa
loma klimata sistéma, neitraliz&jot globalo sasilSanu, tomér tie var arl veicinat troposféras
sasilSanu, absorbgjot no virsmas izdalito infrasarkano starojumu. Ledus un sniega segas
samazinaSanas var ietekmét ekosisteému paklauSanu UV starojumam. Tas galvenokart notiek
divos veidos: mazaks UV starojums nonak Zemes virsmas teritorijas, samazinatas virsmas
atstarosanas dgl; lielaka UV starojuma iedarbiba teritorijas, kuras agrak atradas zem ledus vai
sniega, ja $is ledus vai sniegs samazinas vai izzid. Sados apstaklos vienas sezonas laika okeana

sist€éma nonaktu par 40% vairak saules radiacijas (Hofmann et. al. 2003; Bais et. al. 2015).
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Svarigs faktors, kas nosaka UV starojuma intensitati uz Zemes virsmas, ir atmosferas
ozons, kas absorbé UV starojumu. Klimata parmainu sekam ir liela ietekme. PE€d€jo trisdesmit
gadu laika UV starojuma intensitati ietekm&ja aerosolu un makonu samazinasanas, virsmas
atstaroSanas sp€jas, ka ar1 Saules aktivitate. Tiek prognozeéts, ka lidz 21. gadsimta beigam vid&ja
gaisa temperatiira paaugstinasies 11dz 1,5°C zema un Iidz 4,8°C augsta siltumnicas efekta
izraiso$o gazu emisijas scenarija (IPCC 2018). Dazi avoti sniedz prognozes, ka ozons 1idz 2100.
gadam atjaunosies, tomér dazi apraksta, ka kop$ 1970. gada novérota makonu seguma
samazinaSanas tendence Vidusjuras baseina turpinasies ari 21. gadsimta, vienlaikus
samazinoties arT nokri$niem un piecaugot UV starojuma intensitatei. Prognozes uz 21. gadsimta
beigam (2090.—2100. gadi attieciba pret 2010.—2020. gadiem) ir sekojosas: ozona atjaunoSanas
(samazinoties ozona noardoSajam vielam un palielinoties siltumnicas efekta gazeém) izraisita
UV starojuma samazinaSanas, kas visaugstaka biitu (Iidz 40%) virs Antarktidas. SamazinaSanas
butu neliela (mazak neka 10%) arpus dienvidu polarajiem regioniem. Iesp&ama saules
aktivitates samazinasanas 2 1. gadsimta var netiesi ietekmé&t UV-B starojumu uz Zemes virsmas,
pateicoties izmainam stratosfeéras ozona; paredzetas makonu segas izmainas raditu salidzinosi
nelielas (mazak neka 3%) sekas, iznemot ziemelu augstakajos platuma grados, kur makonu
segas palielinaSanas varétu izraisit UV starojuma samazinasanos lidz 7%; refleksivitates
samazinasanas jiras ledus kuSanas dél Arktika izraisttu UV starojuma samazinaSanos par 2—
3%. Izkususi okeana virsma, kuru agrak klaja ledus, butu paklauta pat lidz 10 reiz€ém
speécigakam UV-B starojumam; paredzama gaisa kvalitates uzlaboSanas un aerosolu
samazinaSanas ziemelu poslodes apdzivotakajos apgabalos varétu izraisit UV starojuma
pieaugumu par 10-20%, iznemot Kinu, kur tiek prognozéts vél lielaks pieaugums. Prognozgtais
aerosola efekts dienvidu puslodé ir mazs, tomér aerosolu samazinaSanas, iesp&ams, ir
vissvarigakais faktors nakotnes UV intensitates limena pieaugumam apdzivotas vietds. UV
starojuma absorbcija, pateicoties ozonam ir domingjosais faktors, kas kontrolé virsmas UV-B
(280-315 nm) starojuma ITmeni, pie nosacijuma, ka stratosféra nav konstatéti makoni un ir zems
aerosola Itmenis. Tomer siltumnicas efekta gazu koncentracija turpina pieaugt. Kops 2000.
gada noveéro ozona slana atjaunos$anos, tom&r mainiga atmosféra, mérijjumu nenoteiktiba un
klimata parmainas kavé ticamu rezultatu iegiiSanu. 2010. gada noverotas neparasti augstas
ozona vértibas, tomér 2011. gada tas bija salidzinosi zemas. So lielo variaciju d&] ozona limena
pieaugums nav skaitams ka statistiski nozimigs (Solecki and Marcotullio 2013; Bais et. al.
2015; Oliveira et. al. 2019; Romero-Roman et. al. 2021).

1.4. Genétiskie markieri
Visbiezak izmantotie genétiskie markieri ir morfologiskie markieri, molekularie markieri

(DNS vai RNS) un biokimiskie markieri (izozimi, proteini). Labs genétiskais markieris ir
10



polimorfs, multial€lisks, kodominants, ne-epistatisks un neitrals. Markieris jeb genétiskais
markieris ir sinontims vardam markiera lokuss (marker locus). Gandriz visi molekularie
polimorfismi ir neitrali, nejutigi pret apkart&jo vidi: genotipu var noteikt p&c fenotipa, neatkarigi
no ta, kada ir vides ietekme. Molekulari polimorfismi var bat klasificéti divas kategorijas:
sekvences polimorfisms (nukleotida aizstasana, delécija, insercija) un tandému atkartojums.

Elektroforézes attistiba 1970. gados revoluciongja populaciju genétiku (Vienne 1998).

1.5. Mobilie genétiskie elementi

Transpozoni jeb mobilie gengtiskie elementi ir genoma segmenti, kuri ir spgjigi
parvietoties no vienas vietas uz citu. Sie segmenti aiznem lielako dalu no augu genoma.
Transpozoni ir dalgji neatkariga vieniba, kurai raksturiga patstaviga eksistéSana un
reproducésanas. Tie ir analogi patogéniem, jo saimnieka organisms kalpo tikai ka dzives cikla
veikSanas iesp&ja. Transpozonu parvietojumiem var biit un var ar1 nebiit ietekme uz saimnieka
organismu. Dalu no auga organisma veido meristémas, tap&c, ja transpozona kustiba ir notikusi
meristeémas dala, ta var ietekmét nakamos auga pécnacgjus, jo jaunizveidota pazime tiek nodota
talak. Transpozonus 1950. gados atklaja Barbara McClintock, kura ierosinaja, ka Sie elementi
sp&j kontrol&t génu ekspresiju un sp&lé svarigu lomu evolicija. Kaut gan $§1 koncepcija vel
vairakus gadus netika atbalstita, sakot, ka transpozoni ir nevajadzigas, nefunkcionalas dalas
genoma, tomér turpmakie atklajumi deva izpratni par to, ka tiem ir nozimiga loma genoma
evolucija vairakos limenos, sakot no genoma (kop&ja kodola satura, hromatina struktiras,
rekombinacijas, RNAi) lidz lokalajiem efektiem (hromosomu parkartosanas, blakus génu
reguléSana, atseviSku transpon€jamo elementu sekvencu sp&a veidot jaunus genus,
transpon€jamo elementu medi€tu génu dubultosanas). Transpongjamo elementu liela méroga
amplifikacija var novest pie loti liela kopiju skaita augu genoma, biezi vien isos evollcijas
terminos. Pieméram, kukuriiza retrotranspozonu atkartojumi peédéjo 6 miljonu gadu laika
sasniedz aptuveni pusi no misdienu kukuriizas genoma. Oryza australiensis tris LTR
retrotranspozonu grupu palielinaanas p&déjo 3 miljonu gadu laika ir divkart palielinajusi
genoma izméru, salidzinot ar Oryza sativa. Transpongjamie elementi koevolucioné kopa ar
savu saimniekorganismu. Dazos gadijumos tie var ar radit priekSrocibas saimniekorganismam

(Avise 2004; Kejnocsky et. al. 2012; Grotewold et. al. 2015).

Gandriz visi transpozoni ir raksturoti un pétiti kultiiraugos; par transpozonu ietekmi daba
ir maz informacijas. Tadgjadi transpozonu ilgtermina ietekme daba balstas uz laboratoriskajiem
pétijumiem kultiraugos. Ir skaidrs, ka transpozoniem ir bijusi svariga loma evoliicija, jo tie ir
mutagéni, un mutacija ir evoliicijas izejviela. Tomér transpozonu nozime salidzinajuma ar

citiem mutagéniem un apstakli, kados tie ir svarigi, joprojam nav zinami. Transpozona aktivitati
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var izraisit vides stress, ar ko, domajams, saskaras lielaka dala dabisko augu populaciju. Turklat
divu loti dazadu vecaku augu (piem&ram, dazadu sugu) krustojums var stimulét transpozonu
parvietosanos, iesp&jams, mainot DNS metiléSanas stavokli. Laboratorija transpozonus var
aktivizet ar mutagenézi, audu kultiiram un augu transformaciju. Transpozonu sp&ju izraisit génu
vai génu fragmentu parvietoSanos, modificét génu ekspresiju un radit jaunus génus var uzskatit
par noderigu genétiskai uzlabosanai, ka arT par instrumentu augu fiziologisko, biokimisko un

genétisko Tpasibu pétisana (Grotewold et. al. 2015).

Transpozonu uzkrasanas genoma paatrina organisma evoliciju. Ir aprakstiti mehanismi,
kas, pieméram, baktérijas ir sp&jigi atbrivoties no transpozonu ievietojumiem. Kaut ari Sie
mehanismi efektivi apklusina lielako dalu transpozonu genoma, transpozoni periodiski izvairas
no noklusinasanas un notiek amplifikacijas parravumi, 1pasi retrotranspozonu vida. Citiem
vardiem sakot, transpozoni dazreiz sak parnemt genomu. Notikumi, kas izraisa $adu
epigenétisko darbibu, nav pietiekami labi izprotami. McClintock izteica hipotézi, ka
transpozoni varétu parvietoties, reagéjot uz vides raditu stresu, un tad¢jadi tie sp&j nodrosinat

daudzveidibu dabiska vai maksliga atlasé (Grotewold et. al. 2015).

Ir zinams, ka vides stress, piem&ram, augsta temperatiira vai sausums, var mainit mobilo
elementu epigenétisko kontroli un laut tiem palielinaties kopiju skaita. Poliploidija arT spgj
veicinat transpozona aktivitati. Kaut arT samazinata epigenétiska kontrole var aktivizét visus
transpozonus, biezak ta attiecas uz vienu elementu klasi, tapéc atseviSkai augu sugai bils
raksturigs milzigs vienas konkrétas transpozonu grupas kopiju skaits. Parasti epigenétiskie
mehanismi ir specifiski konkrétam DNS sekvencém. Tadgjadi, kad elements pirmo reizi
paradas genoma, tas netiek kontrol€ts, bet, atkartojoties un sakot uzkraties kopijam, milzigais
kopiju veidoSanas skaits izraisa visu jauno elementu inaktivaciju. P&c inaktivacijas transpozoni
pakapeniski tiek zaudéti rekombinacijas vai delécijas del. Ta ka DNS zudumu dal&ji veicina
rekombinacija, no ta izriet, ka transpozona zudums ir 1€naks regionos ar zemu rekombinaciju,
pieméram, hromosomu galos un centromériskaja regiona. Sajos regionos transpongjamie
elementi var saglabaties visbiezak neaktiva stavokli ilgstosu laika periodu. Neatkarigi no ta, vai
epigenétiskie mehanismi attistijas ka transpozonu kontroles mehanisms, vai transpozoni
uzkrajas, reaggjot uz epigenétiskajam kontrolém (vai abos gadijumos), epigenétika un
transpozons ir ciesi saistiti. Visi transpozoni sasniedz vienu efektu — inaktivé génu, kura tas
ievietojas. Tas var notikt dazados veidos atkariba no ievietojuma lokusa (Grotewold et. al.
2015).
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1.5.1. Retrotranspozoni

Galvenas transpon&jamo elementu klases ir “kop€Sanas-ielimé&Sanas™ retrotranspozoni
(RNS elementi), “izgrieSanas-ielimésanas” transpozoni (DNS elementi) un helitroni. Helitroni
ir maz izpétiti. Retrotranspozonus iedala I klases elementos, bet DNS elementus — Il Klases
elementos. Pirmas klases elementi visbiezak ir sastopami eikariotos, tomér otras klases elementi
biezak ir sastopami baktérijas un zemakajos eikariotos. Augos I klases elementi (ipaSi LTR
retrotranspozoni) aiznem lielako dalu no visiem mobilajiem genétiskajiem elementiem. Gan |
klases, gan Il klases elementi var biit talak iedaliti autonomos, kas kod€ transpozazi un var vadit
pasi savu kustibu, un neautonomos elementos (2. att.), kuri tiek atvasinati no autonomajiem
elementiem del&cijas rezultata un var parvietoties tikai tad, ja tam blakus ir autonoms elements.
DNS elementi parvietojas, izmantojot “izgrieSanas-ielim&Sanas” principu, tadgjadi sevi
parnesot uz citu vietu genoma. Siem elementiem ir tieksme sevi parvietot, veidojot mutacijas,

visbiezak génu tuvuma (Avise 2004; Kejnocsky et. al. 2012; Grotewold et. al. 2015).

Retrotranspozoni — “kopé&Sanas-iclimésanas” elementi ir sastopami Vvisos eikariotos, kas
liecina par to seno izcelsmi. Retrotranspozoni péc struktiiras ir 1idzigi retrovirusiem, kuriem tie
ir tuvu radniecigi. Tie sastada 50-80% no kukuriizas genoma un 90% no kvie$u genoma un pat
aptuveni 40% no ziditaju genoma, tai skaita cilvéka. Tapat ka retrovirusi, retrotranspozoni satur
sekvences, kuras kodé atgriezenisko transkriptazi (RT) un ribonukleazi H (RNaze H), kuri ir
nepiecieSami replikacijai un transkripcijai. Retrotranspozoni, tapat ka retrovirusi, kodg proteinu
gag (glikozaminoglikans), kur§ ickapsulé transpozona RNS blakus proteinam, kas ir
nepiecieSams insercijas veikSanai genoma, veidojot virusveidigu dalinu. Atskiriba no
retrovirusiem, retrotranspozoni nespgj pamest Stnu, kurd tie atrodas. Retrotranspozoni
transkrib&jas uz RNS un tad veic reverso transkripciju uz DNS, péc ka ievietojas genoma. Ta
ka ieprieks€jais fragments paliek genoma art péc replikacijas, kopiju numurs pieaug. Sakara ar
to, ka retrotranspozoni tiek transponéti replikacijas cela, tie var atri uzkraties; to skaitli korele
ar genoma lielumu. Siem elementiem ir tieksme uzkraties starp géniem, tapec tie ietekmé

visparigo genoma arhitekttru (Avise 2004; Grotewold et. al. 2015; Kalendar et. al. 2020).

| klases RNS elementus var iedalit divas lielas grupas, atkariba no DNS sekvencém to
galos. Viena no grupam transpozona 5 'un 3' galiem ir identiskas DNS sekvences no aptuveni
simts lidz vairakiem tikstoSiem bazes paru; §is sekvences ir pazistamas ka gari terminali
atkartojumi (LTR). Otrai retrotranspozonu grupai So atkartojumu nav. Pirma grupa ir LTR (long
terminal repeat) retrotranspozoni; otra — non-LTR retrotranspozoni (dazreiz tos sauc par
retropozoniem), kas ietver garos un 1sos interpresétos elementus (LINEs un SINEs). DIRS

lidzigie elementi (Dictyostelium starpnieka atkartojuma sekvence) parstav —treSo
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retrotranspozonu apaksklasi, kas tiek integréta caur elementa kodetu tirozina rekombinazi. Tie
ir salidzino$i daudz izplatiti dzivniekiem un sén€m, bet ziedoSos augos vel nav atrasti (Avise

2004; Kejnocsky et. al. 2012; Grotewold et. al. 2015).
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(Kalendar 2020).

Figure 2. The main groups of autonomous and nonautonomous retrotransposons and its
architecture (Kalendar 2020).

1.5.1.1. Garo sekvencu atkartojumu (LTR) retrotranspozoni

Garo sekvencu atkartojumu retrotranspozoni, salidzinot ar dzivniekiem, augos ir
sastopami plasi, ka ari ir labi raksturoti. Katrs LTR retrotranspozons ir viena transkripcijas
vieniba, kuras transkripcija sakas pirma LTR 5' gala un beidzas otra, pretgji vérsta LTR 3' gala.
Sis vienibas ietvaros ir tris daudzfunkcionali géni — gag, pol un env (3. att.). pol kodé Pol
prekursora olbaltumvielu, kas sastav no vairakiem dazadiem funkcionalajiem proteiniem. Pol
satur proteazi (PR), kas Skel prekursora proteinu funkcionalajas vienibas. Pol kode arT RT,
RNazi H un integrazi (INT). Tie lauj replicét visu LTR transkriptu. Dazos elementos visi géni
atrodas viena lasiSanas rami, turpreti citos Sie lasiSanas ramji parklajas, tapéc translacija ir

japartrauc un jasak jaunaja (Kejnocsky et. al. 2012).

14



5 LTR : ~ b e pve ¥ LTR

3. att€ls. Vispargja LTR retrotranspozona struktiira (gypsy-elements) (Avise 2004).
Figure 3. General structure of LTR retrotransposon (gypsy-like element) (Avise 2004).

Elementa transkripcija notiek kodola, kur tiek izveidots mRNS, kas talak tiek eksportets
uz citoplazmu, kur notiek translacija. Peéc tam gag proteins veido virusam lidzigu dalinu, kura
notiek reversa transkripcija. Talak cDNS tiek atbrivota kopa ar integrazi, atgriezta kodola un
integréta genoma. Genomu var sadalit dazadas “hromosomu ni$as”, kuras kolonizé dazadas
atkartotas sekvences. Augu genoma konstruktivie heterohromatiskie regioni, piemé&ram,
pericentromériskie regioni, "knobs" (heterohromiskie regioni hromosomas) un subteloméras,
atspogulo hromosomu nisas, kuras lielako dalu aiznem LTR retrotranspozoni. Turpreti lielaka
dala DNS transpozonu, it ipasi MITEs, atrodas augstaka blivuma eihromatiskos regionos, kuri
visbiezak atrodas génu tuvuma (Kalendar et. al. 2010; Kejnocsky et. al. 2012; Grotewold et. al.
2015).

LTR retrotranspozoni daZreiz ievietojas sakotngja transpozona un izstumj LTR,
izveidojot tandémi atkartotas sekvences. Péc §ada veida ievietoSanas, nav iesp&jams saglabat
sakotngja LTR para funkciju, tapec tie pamazam sak uzkrat mutacijas ta, ka sakotngja 5' LTR
seciba nedaudz atskiras no 3' LTR. LTR no originala retrotranspozona var atrasties talu viens
no otra genoma, iekSpusé ar LTR no otra vecaka retrotranspozona un tamlidzigi. Ta ka
originalais retrotranspozons ir Vecakais, tam biis visvairak mutacijas un tadgjadi tie bus daudz
vairak atSkirigi neka otrais vecakais retrotranspozons. Ievérojot mutaciju skaitu LTR paros, ir
iesp&jams iegiit aptuvenu laika aprékinu retrotranspozonu masivu vecumam (Kalendar et. al.

2010; Grotewold et. al. 2015).

Lai nemtu véra transpon€jamo elementu sadalijumu hromosomas, janem veéra vairakas
mijiedarbibas, kas darbojas ievietosanas laika un biezi vien ilgi arT p&c ievietoSanas. Dabiska
izlase veicina labveligu ievietojumu fikséSanu un Kkaitigu ievietojumu izslégsanu no
populacijas. Dazi elementi tiek ari izdzesti vai rekombingti. AizstaSanas, del€cijas un
rekombinacijas var notikt dazados atrumos, kas atSkiras gan starp hromosomam, piemé&ram,
zema rekombinacija peri-centromériskos regionos, gan starp sugam. Biezi ir griti atskirt $o

dazado mijiedarbibu relativo nozimi transpon&jamo elementu uzkraSanas laika gaita.
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levietoSanas biezak ir sastopamas jaunakos mobilo dalinu ievietojumos, savukart
rekombinacijas un delécijas procesi kliist nozimigaki, kad transpongjamie mobilie elementi
klast vecaki un uzkrajas genoma. Retrotranspozonu amplifikacija ir mehanisms, ar kura
palidzibu genoma lielums var daudzkart palielinaties. Tomér, retrotranspozoni var veikt ari
genoma lieluma samazinaSanos. Rekombinacija var notikt starp retrotranspozonu LTR, izraisot
lielu DNS gabalu izgriesanu. Péc $adas rekombinacijas paliek tikai viens LTR. Starp LTR
retrotranspozoniem divas galvenas klases ir Ty-1-copia un Ty3-gypsy. Tie viens no otra atSkiras
péc sekvences ka arT kodeéto génu seciba. Ty3-gypsy integrazes géns (INT) ir 3' no RNAzes H
(RH). Tomér Tyl-copia elementos INT ir starp PR un RT. Transpon&jamo elementu vecums
un hromosomu sadalfjums norada, ka Tyl-copia elementi genoma ir integréti salidzinosi
nejausi, tomér gypsy-like elementi ievietojas visbiezak pericentromériskaja heterohromatina —
regionos, kas atrodas talu no géniem. Turpreti Tyl-copia elementi galvenokart tiek atrasti génu

tuvuma (Kalendar et. al. 2010; Grotewold et. al. 2015).

1.5.2. Uz retrotranspozoniem balstita iPBS metode

Molekularajiem markieriem ir svariga loma augu un dzivnieku pétijumos. LTR
retrotranspozoni ir labi pieméroti ka molekularie markieri. Tie ir izklied€ti un sastopami visa
genoma. PBS (primer binding site) ir gandriz universala tRNS sekvence LTR
retrotranspozonos. PBS izmantoS$ana dod vairakas prieksrocibas. Pirmkart, tas ir universals, jo
ir atrodams praktiski visos retrotranspozonos, ieskaitot TRIM (terminal-repeat
retrotransposons in miniature) un LARD (large retrotransposon derivative), kuriem nav
ieks€jo kodesanas doménu. Otrkart, to var izmatot gan retrotranspozonu klonéSanai, gan to
ievietoSanas vietu atspogulosanai. TreSkart, PBS atrodas blakus LTR, atvieglojot ta noteikSanu.
Ka ari, izmantojot salidzinosi nelielu praimeru klastu, metode var tikt izmantota praktiski visos
organismos. Retrotranspozona ka markiera vienkarSa analitiska sistéma ir papildus
priekSrociba. Metode ir balstita uz praktiski universalu tRNS komplementa ka reversas
transkriptazes praimera saistiSanas vietas (PBS) klatbiitni LTR retrotranspozonos (4. att.).
Metode pielietojama gan gypsy gan copia elementiem, ka art LARD un TRIM elementiem gan
dzivniekos, gan augos. Svariga prieksrociba ir tada, ka nav nepiecieSams zinat sekvences secibu

(Kalendar et. al. 2010).
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4. attels. iPBS amplifikacijas shema (Kalendar 2020).

Figure 4. The iPBS amplification scheme (Kalendar 2020).
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1.6. Kallusu kultara

Augu audu kultiiram ir svariga loma zinatn€ un komercialaja pielietojuma. Lielakaja dala
augu dzimtu ir iesp&ja no ievainotiem auga audiem iegiit kallusu — mikstu, amorfu $tinu masu,
kas no kambija Stnam veidojas virs ievainotas auga virsmas. Kallusa kultira ir dediferencétu
augu Sunu kultiira, ko induc€ in vitro barotné mainot fitohormonu koncentraciju. Spéja
regenerct Visu augu in vitro kulttiras ir svarigs mérkis, jo Sadus augus var izmantot gen&tiskos
petijumos. Gandriz jebkuru auga dalu var izmantot kallusa kultiiru veidosanai. Kallusu parasti
inicié agara barotng in vitro apstaklos, tam pievienojot aug$anas hormonus (aukstinus,
citokininus). Kallusa Stinas regulari parstada jauna barotn€, nodroSinot baribas vielu
pieejamibu, tadgjadi tas var kultivét bezgaligi ilgi. Kallusa $tinas ir lidzigas nediferencétam
merist€émiskam §tinam; tam ir mazas vakuolas un trukst hloroplastu fotosintézei. Dazam kallusa
kultGram ir nepiecieSami pilnigas tumsas augSanas apstakli, turklat citas spgj veidoties noteiktos
dienas un nakts apstaklos, pieméram, atrodoties 16 stundas gaisma un 8 stundas tumsa. Kallusa
kultoras parasti aug 25°C. Tas ir pietickami viendabigas, tapéc ir iesp&ja pavairot identisku
augu kopijas ar vélamajam ipasibam (Yamada et. al. 1993; Srivastava et. al. 2014; Efferth
2019).

Kalluss ir identificéts ka audi ar vislielako transpon€jamo elementu (TE) skaitu. Pasivu
transpozonu aktivizéSana norada, ka kultivéSanas procesa notieck epigenctiskas izmainas.
Process labi aprakstits ir Arabidopsis thaliana L. TE aktivacija notiek epigenétiska kontrolg, ko
sauc par RNS virzitu DNS metilaciju (RADM) (Masuta et. al. 2017).

1.6.1. Trifolium repens L. kallusu veido$ana

Baze jebkurai in vitro kultirai ir bazes salu, organisko savienojumu, tai skaita
aminoskabju, vitaminu un cukuru maisijums. DaZadiem mérkiem barotni var modificét un
pievienot, pieméram, fitohormonus. Trifolium gints sugam bazes barotnes, kuras izmanto in
vitro kultaram, ir BS, MS, L2 un EC6. L2 barotne tika veidota speciali Trifolium pratense L.,
kur tika izméginatas 125 barotnes variacijas. L2 barotnei ir lielaks Ca, Mg saturs par citam
barotném, piem&ram, B5 vai MS, ka arT lielaks K un P saturs. Dazu mikroelementu lielums ar1
parsniedz citas barotnes. Trifolium repens L. optimalaka barotne un fitohormonu sastavs kallusa
iniciéSanai nav pietiekami labi izpé&tits, tomé&r labi izpétita ir tuvradnieciga suga Sarkanais
abolins Trifolium pratense L. Labakais variants no izpétitajiem izradijas B5 barotne, kurai var

tikt pievienoti vai nu NAA, vai 2,4D un kinetins (Taylor and Quesenberry 1996).

1.7. Ploiditates noteikSana ar plusmas citometriju
Plismas citometrija ir metode DNS satura (genoma lieluma) mériSanai augos. Vienkarsa

paraugu sagatavoSana, atra iegiiSana un precizi meérijumi ir padarijusi metodi popularu augu
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Stnu biologijas, sistematikas, evoliicijas, genétikas un biotehnologijas joma. Ar tas palidzibu ir
iesp€ja noteikt Siinas fenotipu un veikt dazadu tas pasibu izpéti, pieméram, nosakot Stinas
ploiditati. Analize ir balstita uz analiz€jamo Stinu gaismas izkliedeéSanas 1pasibam, kas ietver
fluorescences emisijas. Fluorescence var tikt ierosinata, saistoties ar krasvielam, vai konjuggjot
ar molekulam specifiskiem MAbs (monoclonal antibodies) jeb monoklonalam antivielam, kas
atrodas Siinas iekSpus€ vai uz Siinas virsmas. Plismas citometrija lauj identificét dazadus §tinu
tipus neviendabiga populacija. Musdienas ir iesp&jams analizet 11 fluorescences krasas. Ierice
spej uztvert §inas vai dalinas, kad tas $kidra plisma parvietojas caur lazera staru. Stinas var
market ar fluorohromu saistitam antivielam vai krasot ar fluoresc€josam membranu,
citoplazmas vai kodola krasvielam. Fluorohromiem, ko izmanto nukleinskabju krasoSanai
plusmas citometrija, ir vairaki pielietojumi, tostarp DNS kvantifikacija, membranas integritates
novertésana, ploidijas mérisana un $tnu cikla analize. Ir vairakas krasvielas, ar kuru palidzibu
var nokrasot gan RNS, gan DNS, pieméram, etidija bromids (EB) un PI. EB un PI ievietojas
starp bazém dubultspiralu nukleinskabés. PI ierosina zila gaisma (488 nm) un dod sarkanu
fluorescenci. Plismas Citometrs ir daudzparametru ierice, kas katra $tna registréjot vairakus
mérfjjumus, sp&j neviendabiga populacija identificét viendabigu apakSpopulaciju (Shapiro
2005; Macey 2007; Adan et. al. 2016; Bourge et. al. 2018).

Plismas citometra galvenie komponenti ir fluidi, optika, elektroniskais tikls un dators.
Fluidi ir atbildigi par suspensijas novirzisanu uz fokuséto gaismas avotu. Optika fokuse gaismas
avotu uz Sunam/dalinam, kamér cita veida optika parraida gaismas izkliedétas vai
fluorescgjosas dalinas uz elektronisko tiklu. Tas, savukart, uztver signalu un parveido to par
ciparu datiem, kas proporcionali gaismas intensitatei. Talak dators analize iegtitos datus. Iericé
darbojas divi gaismas izkliedes veidi — prieksgja izkliede (FSC — forward scatter) un sanu
izkliede (SSC —side scatter). Faktori, kas ietekm& kop€jo gaismas izkliedi ir membrana, kodols,

Stinas granulitate, $tinas forma un virsmas topografija (Adan et. al. 2016).

Stinas haploiditati atzimé ar n. Pilns homologu hromosomu sparu kopums ir pazistams ka
diploids un diploidu skaitlis ir 2n. Homologu hromosomu paru kopas ir pazistamas ka ploidija
un tiek uzskaititas ka 4n, 8n, 16n, 32n un tamlidzigi. Pétijumi liecina, ka ploidijas limenis
darbojas ka svariga Siinu lieluma kontrole. Hromosomu dubulto$anas var laut Sinam sasniegt
lielus izmérus. Sis process ir plasi izplatits augos. Daudzas augu sugas, Tpasi kultivétas sugas,
Vairakas sugas, kas ir c€lusas no diploidiem priekste¢iem, ir kluvusi par tetraploidiem. Sie
tetraploidie augi ir garaki, tiem ir salidzino$i lielaka zala masa un tie satur lielakas Stinas neka

to diploidie priekste¢i (Kondorosi et. al. 2000; Macey 2007).
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Ir divu veidu poliploidija — autopoliploidija, kad visas hromosomu kopijas ir sanemtas no
vienas sugas un alloploidija, kad visas hromosomas ir sanemtas no vairak neka vienas sugas.
Poliploidi ir ar rezistenci pret inbridingu. T. repens ir allotetraploids 2n=4x=32 augs. Tiek
uzskatits, ka tam ir alotetraploidala izcelsme no diviem sencu genomiem. Pamatojoties uz ta
sp&jam krustoties ar dazam tuvradniecigam sugam, poliploidais T. repens viens no prieksteciem
varétu biit diploidais T. nigrescens (2n = 16) un otrs priekstecis varétu biit T. occidentale (2n =
16) (5. att.) (Badr et. al. 2012). Cits avots apgalvo, ka tuvakie 1idz§ingjie diploidie senci bija T.
pallescens (2n = 2x = 16) un T. occidentale (2n = 2x = 16). T. occidentale galvenokart ir
paSapputeksnéjoss augs ar Sauru litoralu izplatibu un adaptaciju. Tas ir sastopams tikai loti tuvu
jurai ierobezotos biotopos Eiropas jiiras lica piekrastés. T. pallescens ir svesapputes augs, kas
Eiropa paslaik sastopams tikai virs 1800 metriem augstuma Alpu kalnos. Pat pasos Alpu kalnos

tam ir Saura adaptacijas zona (Williams et. al. 2012; Frankham et. al. 2017).
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Fig. 3. NJ distance trees constructed using NTSYSs-pc,
illustrating the relationships between the accessions of white
clover and related species in its gene pool based on the analysis

Fig. 4. UPGMA distance trees constructed using N7SYSs-pc,
illustrating the relationships between the accessions of white
clover accessions and related species in its gene pool based on

of RAPD data. AFLP data.

5. att€ls. Dazu Trifolium gints sugu filogenétiskie koki, izmantojot genétiskas distances
koeficientus (pa kreisi — NJ, pa labi UPGMA), balstoties uz RAPD un AFLP markieru datiem
(Badr et. al. 2012).

Figure 5. Phylogenetic trees using genetic distance coefficients (left — NJ, right —
UPGMA) of some species of the genus Trifolium based on RAPD and AFLP marker data
(Badr et. al. 2012).

Poliploidijas loma evoliicija ir saistita ar hibrido augu stabilizaciju no hibridas sterilitates.
Hromosomu dubulto$anas var mainit ziedu morfologiju un korelativi saistibu starp ziediem un
to apputeksnétajiem, pieméram, Trifolium repens L. gadijuma. Autotetraploidiem ir garaks un
plataks putekSnicu garums par diploidiem. Lai gan tetraploidos ir lielaks nektara daudzums

(poliploidos, salidzinot ar diploidiem ir 1,5-4,5 reizes lielaks nektara daudzums), izmainas
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zieda morfologija apgriitina medus bisu un citu kukainu apputeksné$anu un liclaka dala
apputeksnétaju grupu dod priekSroku diploidiem. Kamenes joprojam ir efektivi tetraploidalo
augu apputeksnétaji. Ploidala Iimena paaugstinasanas var izraisit ziedu skaita izmainas viena
ziedkopa, pieméram Trifolium repens L. tetraploidiem ir aptuveni par 20% mazak ziedu
galvina. Poliploidija bieZi maina izturibu pret aukstumu. Tetraploidam Trifolium repens L. ir

zemaka izturiba pret aukstuma stresu (Levin 1983).

20



2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali
Magistra darbs tika izstradats Latvijas Universitates Biologijas instittita no 2019. gada 24.
maija lidz 2021. gada 31. maijam.

2.1.1. Paraugu ievakSana
Magistra darba laika paraugi tika ievakti se$as Eiropas valstis: Igaunija no pilsétam Tori
un Kerne, Lietuva no Vilnas un Druskininkai, Polija no VarSavas un Zakopanes, Ungarija no
Budapestas, Francija no Lotringas regiona (6. att). Tika ievakti paraugi arT no Turcijas kalniem,
kur jau tiek apskatita T. repens L. Vidusjiras populacija (Wu et. al. 2021). Latvija paraugi tika
ievakti desmit atradnés: Kekava, Kuldiga, Skrunda, Aluksng, Staicele, Riga, Priekulg, Jaunpili,
Daugavpili un Jelgava (7. att.). Visu izmantoto paraugu ievaksSanas vietu koordinatas un

apraksti ir pievienoti pielikuma (3. piel.).
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6. attels. Izmantotie Trifolium repens L. genotipi (Valsts zemes dienests 2012).

Figure 6. Used Trifolium repens L. genotypes (Valsts zemes dienests 2012).
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7. att€ls. Izmantotie Trifolium repens L. genotipi no Baltijas valstim (Valsts zemes
dienests 2012).

Figure 7. Used Trifolium repens L. genotypes from the Baltic States (Valsts zemes
dienests 2012).

2.2. Metodes
2.2.1. DNS izdaliSana

Tika izdalits DNS izmantojot CTAB DNS izdaliSanas protokolu (Doyle and Doyle 1987)
(1. piel.). Protokols tika modificéts augstas DNS koncentracijas iegiiSanai, pielagojoties
Trifolium repens L. specifikai. Tika izmainits pievienota CTAB bufera tilpums no 600 pl uz
800 pl. Termomiksera rotacijas vienibas tika izmainitas no 600 rpm uz 300 rpm. Ari hloroforma
pievienotais tilpums tika izmainits no 600 pl uz 800 pl. Tika noteikts supernatanta tilpums —

600 pl, kuram proporcionali tika aprékinats izpopropanola tilpums — 480 pl (4/5 no

supernatanta tilpuma).

2.2.2. PCR reakcija

PCR tika veikta diviem praimeriem — iPBS 2076 (5’-GCTCCGATGCCA-3’) un iPBS
2079 (5°-AGGTGGCGCCA-3’). Balstoties uz (Kalendar et at. 2010) rakstu, tika iestatiti 30
cikli, kur viena no cikliem denaturacija ilga tris miniites pie 95,0°C temperatiras, praimeru

pievienoSanas ilga vienu miniti pie 50,1°C temperatiiras, DNS polimerazes darbibai tika
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iestatita viena miniite pie 68,0°C temperatiiras un sintéze ilga desmit miniites pie 72,0°C

temperattiras.

2.2.3. Géla elektroforéze
Izmantojot atbilstoSu 25 kabatinu formu, tika izveidots aptuveni 7 mm biezs agarozes
g€ls. Formas izmérs atbilda 20x20 cm. Uz iepriekSminéto tilpumu bija nepiecieSams izmantot
240 ml 1XTAE bufera un 4,08 g agarozes pulvera (1,7%) (2. piel.). Agarozes un TAE bufera
Skidums tika kauséts izmantojot mikrovilnu krasni. P&c kaus€Sanas skidums tika atdzeséts lidz

60°C temperatiirai, izmantojot tidens vannu.

Gela elektroforéze ilga 18 stundas ar spriegumu 40 V, elektroforézes vannu aizpildot ar
IXxTAE buferi. Katra géla matricas kabatina tika pievienots 19 ul PCR produkta un krasas
Skidums (uz 25 pl PCR produkta tika pievienoti 5 ul krasas). Pirmaja vai pedgja géla matricas

kabatina tika pievienoti 6 pl garuma markiera.

P&c elektroforézes beigam géla matrica uz 30 miniitém tika ievietota etidija bromida
Skiduma (50 pl uz vienu litru dejonizéta H.O). Péc krasoSanas etidija bromida géla matrica 15
minites tika skalota dejonizéta H20, p&c ka tika ievietota UV gaismas kamera DNS fragmentu
vizualizé$anai.

2.2.4. Datu analize ar NTSYSpc programmu

Datu analizei tika izmantots izdalitais Trifolium repens L. DNS gan no bakalaura, gan
magistra darba apskatitajiem individiem. Kopuma tika iegiits 431 analiz&jamais paraugs: 314
tika izdaliti magistra darba tap$anas laika un 117 — bakalaura darba laika, kura DNS tika izdalits
no tris Slovakijas genotipiem (Pjestjani, Bystricka un Dubrava), viena Ukrainas genotipa

(Jaremce) un Latvijas komercskirnes "Daile".

NTSYSpc ir programmu sistéma, ko izmanto, piemé&ram, lai sp&tu paradit, vai datu atlase
ir raksturiga vienai vai vairakam atSkirfigam populacijam. Darba tika veikta galveno
komponentu analize jeb PCA, Kkas ir viena no ordinacijas analizes metodém. Ta konstru€ jaunu
ortogonalo koordinatu asu kopumu ta, lai punktu projekcijai uz tam buitu maksimala dispersija
péc iespejas mazakas dimensijas. PCA standartizé datu matricu pec rindam, aprékina korelaciju
matricu starp mainigajiem, no korelacijas matricas izdala tris vektorus, projekté standartiz&étos
datus uz Siem vektoriem un péc tam izveido trisdimensiju objektu grafiku (Rohlf 1988S;
Podnieks 2020).

2.2.5. Trifolium repens L. kallusu izveide
Tika izmantots komercskirnes “Daile” seéklu materials. Seklas tika sterelizétas tas 30
minttes turot un ik pa laikam apmaisot 0,7% kalija permanganata $kiduma, p&c ka tas tris reizes

tika skalotas ar dejoniz&tu tideni, tad 20 mindtes turétas natrija hipohlorita, péc ka skalotas ar
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autoklavetu dejonizetu tideni laminarboksa. P&c sterilizéSanas s€klas tika iestaditas Petri plates
ar 6% agaru. Pamatojoties uz vairakam publikacijam (Gresshoff 1980; Gustine 1981; Yamada
et. al. 1993; Karadotcheva et. al. 1995), tika izvéléta BS barotne (4. piel.). Barotnei papildus
tika pievienots kazeins. Kallusa iniciéSanai tika izmantoti 2,4 D, kas ir sint€tiskais auksins, un
kinetins, kas ir Sintétiskais citokinins — fitohormoni. P&c izdigSanas dazadas auga dalas —
hipokotils, lapas un stublajs tika iestaditas BS barotné ar dazadu fitohormonu koncentraciju (8.

att.). Kallusa inici€Sana notika tumsas apstaklos.

Tika izvéletas vairakas Trifolium repens L. augu dalas (hipokotils, lapa un stublajs). Sis
dalas tika uzsétas gan no vienu nedélu veciem digstiem, gan no divus ménesus veciem Trifolium
repens L. augiem, kuri tika audzeti L2 barotné sterilos apstaklos. Kallusi jauna barotné tika
parstaditi ik pec 3 nedelam.

Kallusu inici€Sanai tika izm&ginatas Cetras fitohormonu koncentracijas (8. att.) — pirma:
1 g kazetna un 2 mg 2,4 D, otra: 1 g kazeina un 3 mg 2,4 D, tresa: 2 g kazeina un 2 mg 2,4 D
un ceturta: 2 g kazeina un 3 mg 2,4 D. Viena Petri platé tika iepilinati 20 ml barotnes un
novietoti 20 auga fragmenti no dazadam augu dalam (hipokotils, stublajs, lapa) un no divam
grupam (vienu ned€lu un divus ménesus veciem augiem). No divus méneSus veciem augiem
netika izmantota hipokotila dala. Kopuma tika izmantoti 200 augu individi, no kuriem kopuma

ieguva 720 fragmentus.

Kazeins - 1 g/l Kazetns - 2 g/l

Kinetins - 0,5 g/l Kinetins - 0,5 g/l
2,4D-29/l 2,4D -39/l 2,4D -2 g/l 2,4D -3 g/l
1.variants 2.variants 3. variants 4. variants

8. attels. Kallusu iniciéSanas eksperimenta dizains.

Figure 8. Experimental design of callus initiation.
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2.2.6. UV-B starojuma eksperimenta klonu kultiira

Seklas tika steriliz€tas, sakuma 10 miniites skalojot dejoniz€ta udeni ar ziepem,
izmantojot magnétisko maisitaju, péc ka kartigi vairakas reizes noskalotas dejonizéta tiden, tad
sterilizétas 30 miniites 0,7% kalija permanganata $kiduma, p&c ka atkal noskalotas ar dejoniz&tu
tdeni, tad 20 mintites tur€tas natrija hipohlorita, tam pievienojot paris pilienus Tween Skiduma.
P&c ka jau laminarboksa noskalotas ar autoklavétu dejoniz&tu tideni. Talak iestaditas Petri plate
ar 6% agaru. Seklas tika iesétas neliela kolonija — pa piecam viena lokacija. Kopuma uz vienas
Petri plates tika iesétas 25 séklas. Péc izdigsanas (21 dienas), tas tika parstaditas L2 barotng (5.
piel.). P&c ménesa augi tika parséti jauna L2 barotné. Seklas digSanas laika tika monitorétas,
apkopojot datus, péc kuriem var€ja aprékinat séklas digtsp&ju un digSanas energiju.

UV-B starojuma eksperimentam tika izveleti sterilos apstaklos audzeti augi. Klonu
kultarai tika izmantoti Cetri genotipi: komercskirne "Daile" séklu materials, ka ari no Slovakijas
Kulttiraugu s€klu génu bankas (Gene Bank of the Slovak Republik) seklu materials no tris
dazadam lokacijam — Makov-Lovasovci (7. genotips), Oscadnica-Haladeji (9. genotips) un
Oravsky Biely Potok (11. genotips). No katra genotipa tika iesétas 75 s€klas. Katru dienu tika
novérota to digtsp&ja. Tika izv€leti augi ar vismaz ¢etram labi atv@rusam lapam, lai iegiitu Cetrus
katra auga klonus. Katrs klons tika ievietots L2 barotné, kopuma iegiistot Cetrus UV-B
starojuma eksperimenta variantus — kontroli, apstarosanu ar UV-B starojumu 15 mindtes, 30
minites un 45 mindtes. Viena in vitro kultivacijas trauka tika iestaditi 15 augu kloni, kopuma
ieglistot 16 in vitro kultivacijas traukus. Eksperiments tika veikts vienu ned€lu, katru dienu
apstarojot viena un taja pasa laika (13:00 — 13:45). Eksperimenta dizains ir paradits 9. attéla (9.
att.).

P&c eksperimenta no paraugiem tika izdalits DNS, izmantojot modificétu CTAB DNS
izdaliSanas protokolu (1. piel.), veikta PCR reakcija ar diviem praimeriem — iPBS 2076 (5°-
GCTCCGATGCCA-3’) un iPBS 2079 (5’-AGGTGGCGCCA-3’). Gela elektroforeze ilga 7

stundas ar spriegumu 105 V un iegiitie fragmenti att€loti, izmantojot UV gaismas kameru.
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9. attels. UV-B starojuma eksperimenta dizains (“Daile” — Latvijas komercskirne
“Daile; 7. G. — 7. genotips (Makov — Lovasovci); 9. G. — 9. genotips (Oscadnica — Haladeji);

11. G. — 11. genotips(Oravsky Biely Potok)).

Figure 9. UV-B radiation experiment design (“Daile” — Latvian commercial variety
“Daile; 7. G. — 7th genotype (Makov-Lovasovci); 9. G. — 9th genotype (Oscadnica-Haladeji);
11. G. — 11. genotype (Oravsky Biely Potok )).

2.2.7. Plusmas citometrija

Plismas citometrijai randomizéti tika izvéléti 10 paraugi no katras magistra darba
apskatitas valsts populacijas — Igaunijas, Latvijas, Lietuvas, Polijas, Ungarijas, Francijas un
Turcijas. Plusmas citometrija tika veikta ari bakalaura darba izmantotajiem paraugiem no
Ukrainas.

Darba tika izmantots CtStain Pl absolute P(PARTEC) reagentu komplekts, kura ir
krasoSanas buferSkidums un ekstrakcijas buferSkidums. Ka fluorescgjosa krasa DNS
iekrasosanai izmantots propidija jodids (PI). Tika pagatavots krasosanas $kidums — uz vienu
paraugu attiecinot 2 ml krasosanas bufera un 10 ul propidija jodida. Paraugs tika sagatavots,
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sausu lapu fragmentu 0,5 cm? diametra ievietojot 2 ml stobrind ar metalisku loditi un
sasmalcinot ar lodisu homogenizatoru (QIAGEn, TissueLyser LT). Tam klat pievienojot
ekstrakcijas buferskidumu, p&c 90 sekundes ilga inkubacijas perioda, paraugs tika laists caur
filtru (Partec 50 microm CellTrics disposable filter). Filtrats tika ieliets speciala citometrijas
stobrind un, pievienojot 10 pl propidija jodida, kodoli tika krasoti 12 stundas. Parauga
analiz€Sana notika pliismas citometra (BD FACS Jazz), pirms tam sertific€tam specialistam to
nokalibr&jot ar standartizméra loditém. Paraugu analiz€$ana notika, izmantojot zilo (488 nm)

lazeru.

2.2.8. lzmantotie resursi
Izmantotie paligmateriali (6. piel.), vielas un reagenti (7. piel.), iekartas (8. piel.) un

datorprogrammas (9. piel.) ir atspogulotas pielikumos.
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3. REZULTATI

3.1. PIC vertiba

Ar iPBS 2076 praimeri tika konstatéti 34 lokusi, bet ar iPBS 2079 praimeri tika konstat&ti
35 lokusi, kopuma iegiistot 69 lokusus.

Tika aprékinata PIC vértiba (P1Ci=2*fi*(1-f;), kur i — praimeris un f — al€les frekvence),
ko izmanto, lai pamatotu praimera lictojamibu (Roldan-Ruiz et al. 2000; Soengas et al. 2006).
Laba vértiba ir amplitiida no 0 I1idz 0,5 un, jo augstaka veértiba, jo labaks pielietojums, lai p&titu
genétisko daudzveidibu. Ka redzams tabula (1. tab.), abiem markieriem (iPBS 2076
P1C=0,44229 un iPBS 2079 PIC=0,46256) ir pietickami licla PIC vértiba, lai tos izmantotu

populaciju genétikas p&tijumos.

Praimeris 2076 Praimeris 2079

Algles klatbiitne — 3637 (11017) Algles klatbiitne — 5869 (9216)
Aléles frekvence — 0,33013 Aléles frekvence — 0,63683
PIC —0,44229 PIC - 0,46256

1. tabula

Izmantoto praimeru PIC vértiba.
Table 1

PIC value of used primers.

Praimeri iPBS 2076 iPBS 2079
PIC 0,44229 0,46256
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3.2. Klasteru analize
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10. attels. Klasteru sadalijums Eiropas un Turcijas populacijam, izmantojot iPBS 2076
un iPBS 2079 praimerus (1 — lgaunija; 2 — Latvija; 3 — Lietuva; 4 — Ukraina; 5 — Polija; 6 —
Francija; 7 — Slovakija; 8 — Ungarija; 9 — Turcija).

Figure 10. Distribution of clusters in European and Turkish populations using iPBS
2076 and iPBS 2079 primers (1 — Estonia; 2 — Latvia; 3 — Lithuania; 4 — Ukraine; 5 — Poland,
6 — France; 7 — Slovakia; 8 — Hungary; 9 — Turkey).

Grafika (10. att.) var novérot sadalfjumu trijos klasteros. Atseviski izdalas Turcijas
paraugi (9 — zila krasa), kas atbilst Vidusjtiras populacijai (Wu et. al. 2021). Eiropas populacija
parsvara parklajas un veido vienu klasteri, tomér Slovakijas (7 — zala krasa) un Ukrainas (4 —

violeta krasa) genotipi veido atseviSku klasteri.
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11. attels. Klasteru sadalijums Latvijas un komercskirnes “Daile” populacijas,
izmantojot iPBS 2076 un iPBS 2079 praimerus (1 — Priekule; 2 — Kuldiga; 3 — Skrunda; 4 —
Jaunpils; 5 — Jelgava; 6 — Kekava; 7 — Daugavpils; 8 — Staicele; 9 — Altiksne; 10 —

Daugavpils; 11 — komercskirne “Daile”).

Figure 11. Distribution of clusters in Latvian and additional variety Daile populations
using iPBS 2076 and iPBS 2079 primers (1 — Priekule; 2 — Kuldiga; 3 — Skrunda; 4 —
Jaunpils; 5 — Jelgava; 6 — Kekava; 7 — Daugavpils; 8 — Staicele; 9 — Aluksne; 10 —
Daugavpils; 11 — variety “Daile”).

Atseviski apskatot Latvijas un komercsSkirnes “Daile” sadalijumu (11. att.), var novérot,
ka paraugi no Latvijas lielakoties parklajas, bet komercSkirne “Daile veido divus atseviskus
klasterus. “Daile” ir vairaku Eiropas skirnu krustojums un pamatojoties un to, ka art uz sugas

vairoSanos, kura tiek panakta ar sveSapputes palidzibu, var skaidrot $is Skirnes genétisko
daudzveidibu.
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12. attels. Klasteru sadalijums Latvijas populacijas, izmantojot iPBS 2076 un iPBS
2079 praimerus (1 — Priekule; 2 — Kuldiga; 3 — Skrunda; 4 — Jaunpils; 5 — Jelgava; 6 —
Kekava; 7 — Daugavpils; 8 — Staicele; 9 — Alaksne; 10 — Daugavpils).

Figure 12. Distribution of clusters in Latvian populations using iPBS 2076 and iPBS
2079 primers (1 — Priekule; 2 — Kuldiga; 3 — Skrunda; 4 — Jaunpils; 5 — Jelgava; 6 — Kekava; 7
— Daugavpils; 8 — Staicele; 9 — Aluksne; 10 — Daugavpils).

Grafika (12. att.) var novérot Latvijas populaciju sadalfjumu. Daugavpils (10 — oranza
krasa) un Jaunpils (4 — tumsi zila krasa) populacijas veido atseviSkus klasterus, bet pargjas

populacijas dal&ji parklajas viena klastert.
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13. attels. Klasteru sadalijums Baltijas populacijas, izmantojot iPBS 2076 un iPBS 2079
praimerus (1 — Igaunija (Kerne); 2 — lgaunija (Tori); 3 — Priekule; 4 — Kuldiga; 5 — Skrunda; 6
—Jaunpils; 7 — Jelgava; 8 — Kekava; 9 — Riga; 10 — Staicele; 11 — Aluksne; 12 — Daugavpils;
13 — Lietuva (Druskininkai); 14 — Lietuva (Vilna)).

Figure 13. Distribution of clusters in Baltic populations using iPBS 2076 and iPBS 2079
primers (1 — Estonia (Kerne); 2 — Estonia (Tori); 3 — Priekule; 4 — Kuldiga; 5 — Skrunda; 6 —
Jaunpils; 7 — Jelgava; 8 — Kekava; 9 — Riga; 10 — Staicele; 11 — Aluksne; 12 — Daugavpils; 13
— Lithuania (Druskininkai); 14 — Lithuania (Vilnius)).

Grafika (13. att.) var novérot Baltijas populaciju sadalijumu. Daugavpils (12 — oranza
krasa) veido atseviSku klasteri, bet Jaunpils (6 — tumsi zila krasa) dal&ji parklajas ar Lietuvas
(Druskininkai) genotipu (13 — roza krasa). Pargjas apskatitas populacijas dal&ji parklajas.

3.3. Trifolium repens L. kallusu veidosana

Kopuma no 600 augu dalu paraugiem kallusi tika iniciéti lielakajai dalai (>90%). P&c 3
nedélam lielaka dala veidoja nekrotiskus audus. Tikai 29 no paraugiem turpinaja kallusa
veidoSanu. Vislabaka fitohormonu koncentracija kallusu veidoSanai bija 1. un 4. variants.

Tomer, lai iegiitu precizakus rezultatus, ir nepiecieSams turpinat eksperimentu.

Tika noverots, ka kallusi attistas visos augu fragmentos — gan lapas, gan stublajos, gan

ari hipokotila (14. att.). Auga vecums neietekméja kallusa veidoSanos. 1. varianta kalluss
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izveidojas desmit auga fragmentos, kas kopuma sastada 8 %, 2. varianta — 5 % (sesi fragmenti),

3. varianta — 4% (pieci fragmenti) un 4. varianta — 7 % (astoni fragmenti).

14. attels. Trifollium repens L. kallusa veidosanas uz dazadiem auga fragmentiem (A —

uz stublaja; B — uz lapas).

Figure 14. Growth of Trifolium repens L. callus on different plant fragments (A — on the

stem; B — on the leaf).

3.4. Seklu dig§anas parametri
2. tabula

Trifolium repens L. dazadu genotipu digtspéja sterilos apstaklos.
Table 2

Germitation of different genotype Trifolium repens L. under sterile conditions.

Genotips Ieséto seklu skaits Izdiguso séklu Digtspéja
skaits
7. 75 30 40%
9. 75 33 44%
11. 75 15 20%
“Daile” 75 72 96%

Katram genotipam tika iestaditas 75 s€klas un p&c 15 dienu digSanas tika apskatits
izdiguso s€klu skaits, no kura turpmak tika aprékinata digtsp&ja (2. tab.) — izdiguso séklu skaitu

dalot ar ies€to s€klu skaitu un rezultatu reizinot ar simts. P&c aprékiniem 7. genotipam (Makov
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— Lovasovci) digtsp&ja ir 40%, 9. genotipam (Oscadnica — Haladeji) — 44%, 11. genotipam
(Oravsky Biely Potok) — 20% un Latvijas komercskirnei “Daile” — 96%.

DigSanas dinamikas ltkne

100
90
80
70
60
50
40

30
20 "Daile"

? “/‘_/_,/0——0/'—‘/‘——‘
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Laiks, dienas

—@®—11. genotips

7. genotips

Digtspgja, %

9. genotips

15. attels. Trifolium repens L. ¢etru genotipu digSanas energijas likne (zilais — Oravsky
Biely Potok (11. genotips); oranzais — Makov-Lovasovci (7. genotips); pelekais — Oscadnica-

Haladeji (9. genotips); dzeltenais — komercskirne “Daile”).

Figure 15. Trifolium repens L. germination progress (energy) curve of four genotypes
(blue — Oravsky Biely Potok (genotype 11); orange — Makov-Lovasovci (genotype 7); grey —

Oscadnica-Haladeji (genotype 9); yellow — commercial variety “Daile”).

Grafika (15. att.) ir att€loti rezultati péc 15 dienu digsanas, tomér kontrolei digtspé&ja tika
apskatita ar1 péc 21. dienas un izdiguso seklu skaits bija tads pats, ka péc 11. dienas. Var redzet,
ka komercskirnei “Daile” maksimalais izdiguso seklu skaits ir 6. diena, 7. genotipam — 9. diena,

9. genotipam — 9. diena, bet 11. genotipam — 11. diena.

3.5. UV-B starojuma ietekmes noteikSana

Retrotranspozonu parvietoSanos péc apstaroSanas ar UV-B starojumu var€ja noveérot
visos apskatitajos genotipos, izmantojot iPBS 2079 praimeri. Genotipa “Daile”
retrotranspozonu parvietojumi konstatéti jau péc 15 miniiSu apstaroSanas (16. att.). Izmainas
Trifolium repens L. skirnes “Daile” genotipa var novérot trijos lokusos, kas izpauzas gan ka
lokusu delécija, gan insercija. Lokusa delécija (13. paraugs), salidzinot ar kontroles grupu, bija
novérojama gan péc apstaroSanas 15 minltes, gan 30 miniites, tomér péc 45 mindsu
apstaroSanas konkrétais lokuss neatskiras no kontroles grupas. Insercijas ir novérojamas divos
lokusos (11. paraugs). Tas ir novérojamas visas grupas — gan péc 15, gan 30 un 45 miniisu

apstaroSanas ar UV-B starojumu, salidzinot ar kontroles grupu. Daziem individiem apstaroSana
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ar UV-B starojumu jau péc 15 miniitem diena nedg€las laika radija DNS degradaciju, tapec tie

tika izsleégti no turpmakas analizes.

16. attels. Retrotranspozonu parvietosanas “Daile” genotipa, izmantojot iPBS 2079
praimeri (D-K — kontrole; D-15 — apstaroSana ar UV-B starojumu 15 minites; D-30 —
apstarosana ar UV-B starojumu 30 miniites; D-45 — apstaroSana ar UV-B starojumu 45
miniites).

Figure 16. Movement of retrotransposons in the “Daile” genotype using the iPBS 2079
primer (D-K — control; D-15 — irradiation with UV-B radiation for 15 minutes; D-30 —
irradiation with UV-B radiation for 30 minutes; D-45 — irradiation with UV- B radiation for 45

minutes).

7. genotipa (17. att.) péc apstarosanas 30 mindtes ar UV-B starojumu pirmajam paraugam
var konstatét lokusa inserciju, bet péc apstaroSanas 45 miniites paraugs degradg€jas. Otraja un
sestaja parauga péc apstarosanas ar UV-B starojumu 45 mintites var konstatét lokusa del&ciju.

Lielaka dala (devini no piecpadsmit) 9. genotipa individu (18. att.) bija degradgjusies. Péc
apstaro$anas 15 mintites ar UV-B starojumu pirmaja parauga var noveérot lokusa delciju, tomer
péc apstaroSanas 30 miniites — lokuss neatSkiras no kontroles grupas. Tas pats paraugs péc
apstaroSanas 45 miniites ar UV-B starojumu paraugs degrad€jas. ApstaroSana 45 miniites ar
UV-B starojumu ir parak intensiva Sim genotipam, tap&c novéro lielako dalu paraugu
degradaciju.

11. genotipa (19. att.) paraugiem pec apstaroSanas ar UV-B starojumu 15 miniites visi
paraugi bija degrad€juSies un tika izpemti no turpmakas analizes. Piektaja lokusa péc
apstaroSanas 30 minttes var noverot lokusa inserciju, kuru var noveérot ar1 péc apstaroSanas 45
miniites, bet sestaja un septitaja parauga, var noverot lokusa deléciju péc apstarosanas ar UV-

B starojumu gan 30, gan 45 miniites.
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Balstoties uz garuma markiera iezim&€m gan 11. genotipa, gan “Daile” retrotranspozoni

parvietojumu konstatéti ap vienu un to pasu DNS regionu.

17. att€ls. Retrotranspozonu parvietoSanas Makov-Lovasovci (7.) genotipa, izmantojot
iIPBS 2079 praimeri (7-K — kontrole; 7-15 — apstaro$ana ar UV-B starojumu 15 mintites; 7-30
— apstaro$ana ar UV-B starojumu 30 minttes; 7-45 — apstarosana ar UV-B starojumu 45
miniites).

Figure 17. Movement of retrotransposons in the Makov-Lovasovci (7.) genotype using
the iPBS 2079 primer (7-K — control; 7-15 — irradiation with UV-B radiation for 15 minutes; 7-
30 — irradiation with UV-B radiation for 30 minutes; 7-45 — irradiation with UV- B radiation

for 45 minutes).




18. attels. Retrotranspozonu parvietosanas Oscadnica-Haladeji (9.) genotipa, izmantojot
IPBS 2079 praimeri (9-K — kontrole; 9-15 — apstarosana ar UV-B starojumu 15 miniites; 9-30
— apstarosana ar UV-B starojumu 30 miniites; 9-45 — apstarosana ar UV-B starojumu 45
mindtes).

Figure 18. Movement of retrotransposons in the Oscadnica-Haladeji (9.) genotype using
the iPBS 2079 primer (9-K — control; 9-15 — irradiation with UV-B radiation for 15 minutes; 9-
30 — irradiation with UV-B radiation for 30 minutes; 9-45 — irradiation with UV- B radiation

for 45 minutes).
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19. attéls. Retrotranspozonu parvietosanas Oravsky Biely Potok (11.) genotipa,
izmantojot iPBS 2079 praimeri (11-K — kontrole; 11-30 — apstaro$ana ar UV-B starojumu 30
miniites; 11-45 — apstarosana ar UV-B starojumu 45 miniites).

Figure 19. Movement of retrotransposons in the Oravsky Biely Potok (11.) genotype
using the iPBS 2079 primer (11-K — control; 11-30 — irradiation with UV-B radiation for 30

minutes; 11-45 — irradiation with UV- B radiation for 45 minutes).
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20. attels. Trifolium repens L. apskatito valstu ploiditate (zala krasa — 3C, oranza krasa
— (2C). a) Francija; b) Ungarija; ¢) Ukraina; d) Polija; e) Lictuva; f) Igaunija; g) Latvija; h)
Turcija).

Figure 20. Triplium repens L. ploidy in the populations considered in the master's thesis
(green color — 3C, orange color — (2C). a) France; b) Hungary; c) Ukraine; d) Poland; €)
Lithuania; f) Estonia; g) Latvia; h) Turkey).

P&c plasmas citometrijas datiem (20. att.), var novérot, ka lielakaja dala no apskatitajam
populacijam Trifolium repens L. ir novérojama miksoploidija (Ungarija, Ukraina, Polija,

Lietuva, Igaunija), bet Francijas, Latvijas un Turcijas paraugiem ir raksturiga diploiditate.
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4. DISKUSIJA

Genétiska daudzveidiba ir biitiska jebkurai sugai, lai spetu adapteties mainigiem vides
apstakliem, ka arT tajos izdzivot. Tas ir TpaSi svarigi, jo pasreiz uz musu planétas cilvéku
darbibas dél klimats pasliktinas. Partikas un vides kvalitates uzlabosanas nolika ir
nepiecieSams saglabat un stabilizét sugu genétisko daudzveidibu, jo cilvéku populacija turpina
pieaugt skaita, bet resursi kltist arvien limitétaki. Ir nepiecieSamiba uzlabot ne tikai kultiiraugu
genétisko daudzveidibu, bet veérst uzmanibu ari uz to savvalas prieksteciem. Lielu klimata
parmainu gala rezultata tie tiks izmantoti par pamatu dazadu kulttraugu selekcija, izmantojot
pasibas, ko tie biis ieguvusi dabiska cela, reag€jot uz vides izmainam. Genétiska daudzveidiba
kalpos par pamatu, ko izmantot vajadzibas gadijuma cilvékiem nepiecieSsamaja bridi. Aptuveni
80% no sugam (25'687 no 30'983) tieck uzskatiti par savvalas priekstec¢iem jeb CWR (crop wild
relatives) musdienu partika un lauksaimnieciba lietojamam sugam. Tiek paredzéts, ka klimata
izmainas ietekm&s augu zied€Sanas laiku, ka d&l augli nogatavosies atrak. Temperatiiras
paaugstinaSanas un pieaugusas atmosferas CO2 gazes d&] samazinasies sugu produktivitate, kas
raksturosies ka 1saks auga dzives cikls, nepietickama attistiba, samazinata seklu produkcija un
neaugliba. Augu genétiskie resursi ir baze ekologiskai un kvalitativai vides attistibai, nodro§inot
partikas un citu biologisko resursu saglabasanu. Antropogénas ietekmes rezultata dabigas
ekosistémas tiek fragmenttas, kas noved pie genétiskas daudzveidibas samazinasanas, jo
dabigais izplatiSanas veids daudzam sugam tiek ierobezots. Mazas, izol€tas populacijas
potenciali cie$ no inbridinga, genétiskas daudzveidibas samazinasanas un ir genétiskas erozijas
riska grupa. Genétiska daudzveidiba palidz sugai evolucionét un aizsargaties no inbridinga,
kuram ir negativa ietekme, jo palielinoties ta iesp&jai, dabiskas sveSapputes populacijas var
palielinaties kaitigu recesivo alélu skaits. Petijumi rada, ka palielinata genétiska erozija skar
20-35% no augu sugu daudzveidibas. Selekcijas rezultata izveidotie kultiiraugi ir tikai
apméram 3% Nno Visu augu sugu skaita. Augu genétiska daudzveidiba palielina izv€les un
aizsardzibas iespg€jas pret nakotnes nelabvéligiem vides apstakliem (Maxted et. al. 2008; Bome
et. al. 2015; Frankham et. al. 2017).

Sugas genétiskas daudzveidibas pétfjumi un geografiskas izplatibas noskaidrosana ir
svarigi kriteriji genétiski daudzveidigu populaciju identifikacijai. SveSapputes augiem, pie
kuriem pieder ari Trifolium repens L., novéro lielaku genétisko daudzveidibu, neka pasapputes
augiem. Vienas populacijas ietvaros genétiska daudzveidiba var sasniegt pat 80% (Dullo et. al.

2008).

Seklu digSanas parametri var noradit uz razas lielumu un kvalitati. Viens no parametriem

ir maksimala digtsp€ja (final germitation percentage), ko izsaka procentos, aprakstot izdiguso
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séklu skaitu no kopgja ieséto seéklu daudzuma. Fiziologija s€kla ir sakusi digt, kad paradas
embrionala sakne. Otrs parametrs ir s€klas digSanas energija, ko att€lo digsanas energijas likne
(germination progress (energy) curve) un raksturo digtsp&jas raditaji atkariba no digSanas
atruma un vienmériguma. Dig8anas intensitate ir laiks, kura uzdigst 50% no visam iestaditajam
séklam (Tso0) (NecCajeva 2015). Péc rezultatiem var novérot, ka Trifolium repens L. dig8anai ir
nepiecieSamas 11 dienas. Jau sestaja diena ir novérojama lielaka dala digSanai nepiecieSamas
energijas patérina. Literattra ir aprakstits, ka s€klas digtsp&ju Trifolium repens L. ir iesp&jams
novérot jau 10 Iidz 15 dienu laika, kas arT atbilst magistra darba rezultatiem. Vislabaka digtsp&ja
ir komercskirnei "Daile" — 96%, Slovakijas genotipiem (7.-40%, 9.-44%, 11.-20%) digtsp&ja
ir Joti slikta. Tas var buit skaidrojams ar to, ka s€klas ir salidzinosi vecas (~5 gadi). Literattira ir
aprakstits, ka Trifolium repens L. séklas dzivotsp&ju zaudé péc Cetriem lidz pieciem gadiem
(Cain et. al. 1995), kas arf atbilst rezultatiem, neskatoties uz atbilstoSiem un kontrol&tiem séklu

glabasanas apstakliem.

Populaciju genétikas pétijuma par Trifolium repens L. genétisko daudzveidibu visos ta
izplatibas regionos pasaulé (Amerika, Eiropa, Azija, Australija) (Wu et. al. 2021), kura tika
izmantoti mikrosatelttu markieri, genétiska daudzveidiba tika analizta gan savvalas, gan
introducétajam populacijam. Savvalas populacijas polimorfo lokusu procentualais daudzums
(98,24%) bija lielaks neka introducétajas populacijas (96,77%). Genéetiskas daudzveidibas
analize paradija sadalijumu trijos klasteros — Azijas un Krievijas populacijas apvienojas viena
klasteri, Vidusjuras regiona valstis otra klasteri, bet paréjas Eiropas analizétas populacijas —
tresaja klasteri. Vislielaka genétiska distance bija noverojama starp Vidusjlras regiona un
Azijas valstu Trifolium repens L. ipatniem. Cits T. repens L. daudzveidibas pétijums parada,
ka Apvienotas karalistes salu populacija ir atSkiriga no Eiropas kontinentalas populacijas, ka
arl genétiski atSkiras no kultivétam Skirném. Tika secinats, ka sala darbojas ka faktors
genétiskas daudzveidibas veicinasanai (Badr et. al. 2012). Apskatitas populacijas atrodas
kontinentalaja dala, tapec, ka vienigais faktors genétiskas daudzveidibas veicinasanai, kalpo
augstkalnu apgabali (10. piel.). Tika apskatits 2015. gada veiktais p&tijums (Grauda 2015) par
Trifolium repens L. genétisko daudzveidibu Latvijas robezas — starp urbanu (péc Eiropas
standartiem Latvija var nodalit vienu pils€tu — Rigu) un ruralu jeb lauku teritoriju, ka ar1 skirni
“Daile”. Péc apskatita darba rezultatiem — urbana, rurala teritorija un Skirne iedalijas atseviskos
klasteros. Veérts pieminét, ka komercskirne “Daile”, savukart, iedalijas divos atseviskos
klasteros. Tomér péc magistra darba rezultatiem redzams, ka individi no dazadam Latvijas
teritorijam lielakoties parklajas, neatkarigi no ta, vai tika ievakti lauku teritorijas, vai pilsétu
centros. Rezultatus var skaidrot ar lielaku izanaliz&to individu skaitu — magistra darba laika

katra lokacija tika apskatiti vismaz 30 individi.
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Termins "savvalas suga" tiek izmantots, lai apzimétu populacijas, kuras nav bijusas
apzinati paklautas selekcijai. Tiek ietverti ekotipi, kas ir pielagoti noteiktam biotopam (Caradus
1994). Nav iesp&jams precizi noskaidrot, vai ievacamais auga materials ir dabigi attistijies vai
ari ir iestadita Skirne. Ir petijumi, kuros noskaidrots, ka 60—70% no urbanas teritorijas augiem
ir iestaditas Skirnes (Gilbert 1989; Bome et. al. 2015). No Latvija ievaktajiem paraugiem (12.
att.) ir redzams, ka atseviski izdalas Jaunpils, ka arT Daugavpils paraugi. To var skaidrot ar to,
ka netika ievakti dabigi izveidojuSies paraugi, bet gan, iesp&jams, iestaditas Skirnes. Tuvak
apskatot Baltijas paraugus (13. att.), var redzét, ka Daugvapils atdalas atseviska klasteri, bet
Jaunpils genotips nedaudz parklajas ar Lietuvas pilsétas Druskininkai genotipu. P&éc ta var
domat, ka, iesp&jams, ta ir viena un ta pati iestadita Skirne.

T. repens L. var novérot morfologiskas un fiziologiskas variacijas jau populacijas Iiment.
To var skaidrot ar pielagosanos specifiskiem biotiskajiem un abiotiskajiem stresiem, piem&ram,
izmainam augsnes makro un mikroelementu proporcijas, klimatisko izmainu stresam (ar1
paaugstinatam UV-B starojumam), ka ari, pieméram, parlieku lielajam mitrumam, vai — tiesi
pretgji — sausumam. UV starojums (280 — 400 nm), kas sasniedz Zemes virsmu, efektivi regulé
dazadus augu attistibai nepiecieSamos fiziologiskos procesus un vielmainas celus. Augsta UV
starojuma absorbcija, pasi UV-B (280-316 nm) var sabojat biologiskas sistémas, noardot $iinas
DNS, samazinot augu fotosint€zi, hloroplastu tilakoidu integritati un efektivu biomasas izveidi.
Paaugstinata UV-B starojuma intensitates rezultata augiem tiek pieaug reaktivais skabeklis, ka
arT oksidativais stress. UV starojuma tolerance dazadam sugam un skirném var biitiski atSkirties
— dazas kulttras var bt ar augstu jutibu jau pret pasreiz&jo dabisko UV-B starojuma Iimeni.
Lielas fiziologisko un biokimisko pasibu daudzveidibas dél starp sugam un skirném, ka ari
paaugstinata plastiskuma un adaptivo sp&ju, kas konstatétas dazados augSanas apstaklos, ir verts
pétit UV-B starojuma ietekmi uz populacijam no dazadiem vides apstakliem, jo tiek prognozets,
ka klimata parmainas radis sliktas sekas augu daudzveidibai (Caradus 1994; Oliveira et. al.
2019; Romero-Roman et. al. 2021).

P&c magistra darba rezultatiem var novérot, ka péc apstrades ar UV-B starojumu tiek
aktivizeéta retrotranspozonu parvietoSanas, kas liek domat, ka $ada veida tiek nodroSinata
aizsardziba pret UV-B starojumu. Var veikt karstuma stresa ietekmes eksperimentu uz
retrotranspozonu kustibu Trifolium repens L., lidzigi, ka tas tika veikts (Masuta et. al. 2017)
pétijuma. Tika atklats ONSEN — karstuma stresa aktivéts Tyl/Copia retrotranspozons, kurs$
konstat€ts parvietojamies divos modelobjektos. P&tijuma izmantoja Columbia (Col0) ekotipa
savvalas tipa un nrpd1 Arabidopsis thaliana un japanas redisu Rhaphanus sativus (YR Tengu)

modelobjektus. Pétijuma apskatija ONSEN kustibu gan kallusos, gan stados un abos gadijumos
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bija iesp&jams noverot retrotranspozonu parvietojumus. Metode ir salidzinosi vienkarsaka un
mazak laikietipiga par UV-B starojuma eksperimenta dizainu. S€klas tiek apstarotas 1 h 37°C

temperatura.

Péc magistra darba rezultatiem var novérot, ka retrotranspozonu ievietoSanas péc
apstaroSanas ar UV-B starojumu viena genotipa ietvaros notiek viena un taja pasa lokacija visas
apskatitajas grupas — gan péc apstarosanas ar UV-B starojumu 15, gan 30, gan 45 minites,
tomer literatlira minéts, ka retrotranspozonu ievietoSanas notiek nejausi (Masuta et. al. 2017),
parasti eihromatiskos regionos. Vadoties péc garuma markiera iezimém divos genotipos (11.
un ”Daile”) retrotranspozonu parvietojumi konstatéti ap vienu un to pasu DNS regionu.
Rezultatus varétu paplasinat, veicot konkréto lokusu sekvenéSanu, ka arT, izmantojot datu bazes
pieejamo informaciju, izpétit konkréto ievietoSanas vietu génu funkcijas.

Ta ka kalluss ir identificets ka audi ar vislielako retrotranspozonu skaitu (Masuta et. al.
2017), tas kalpo ka papildus faktors transpong&jamo elementu parvietoSanas veicinasanai, tap&c
biitu javeic dazadu Skirnu un/vai savvalas genotipu atlase kallusa inici€Sanai un ta turpmakai
pavairo$anai. Trifolium repens L. ir sveSapputes augs, kurs ir loti heterogéns populacija, tapec
ir izteiktas atSkiribas dazadu Skirnu genotipos, morfologiju ieskaitot (Yamada et. al. 1993).
Tikai 5% no visiem paraugiem (29 no 600) turpinaja veidot kallusus. P&c literattiras datiem ir
noskaidrots, ka tikai ~10% no visam Trifolium repens L. skirném ir sp&jigas veidot kallusus.
Tas var bit skaidrojams ar Trifolium repens L. salidzinosi atro metabolismu. No ta var secinat,
ka darbam izmantota komercskirne “Daile” nav piemérota kallusa veidoSanai. Ir iesp&ja, ka
barotne nebija pietickami piesatinata ar baribas vielam (pieméram, ka L2), tad€jadi augiem
pietrika baribas vielas kallusa veidoSanas turpinaSanai. Rezultatus varétu uzlabot, kallusus
parstadot uz jaunu barotni jau péc divam nedélam (nevis Cetram, ka ir minéts literatlira).
Kallusus varétu méginat veidot no dazadam Trifolium repens L. skirném, ne tikai

komercskirnes “Daile”.

Lielakai dalai apskatito populaciju ir raksturiga miksoploidija. Ari bakalaura darba
rezultatos (Dombrovska 2019), gan Latvijas komercSkirne “Daile”, gan Slovakijas PjeStjani
genotipam ir noverota miksoploidija. Augsts miksoploidijas [imenis var liecinat par augstu
genoma plastiskuma Itmeni, kas palidz augam adaptéties mainigiem, nelabvéligiem vides un
augSanas apstakliem. Savvala augoSiem augiem ta ir izplatita visbiezak (Kunakh et. al. 2008).
Salidzinot ar komercSkirni “Daile”, Latvijas paraugiem ir raksturiga diploidija. To var skaidrot
ar to, ka augiem ar lielaku ploiditati, salidzinot ar diploidiem augiem, ir lielaka zala masa un to
Stnu izméers ir lielaks (Kondorosi et. al. 2000), kas tiesi ir selekcionaru mérkis, veidojot jaunas,

pieméram, lopbaribai nozimigas skirnes.
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5. SECINAJUMI
Augstkalnu regionos izplatitas populacijas genétiski ir atSkirigas no zemienés
izplatitajam.
UV-B starojums kalpo ka stresa faktors, kas veicina retrotranspozonu parvietosanos

Trifolium repens L., palielinot genétisko daudzveidibu.

Trifolium repens L. kallusi zemas produktivitates dé] nav pieméroti licla apjoma
eksperimentu veik$anai (UV-B starojuma eksperimentam). Lapu klonu in vitro
kulttiras modelis ir piemérots §adu eksperimentu veikSanai.

Trifolium repens L. Eiropas populacijai ir raksturiga miksoploidija, kas, iesp&jams,

saistita ar sugas adaptaciju mainigiem vides apstakliem.
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PIELIKUMI

1. pielikums

Modificéts CTAB DNS izdaliSanas protokols (Doyle and Doyle 1987)
Appendix 1

Modified CTAB DNA release protocol (Doyle and Doyle 1987)

1. Auga sauso materialu sasmalcina ar homogenizatoru (1 min, 42 osc/s).

2. Pie sasmalcinata materiala pievieno 800 ul CTAB buferi un ievieto termomikserT pie
+60°C uz vienu stundu pie rotacijas 300 rpm.

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

(24:1) un uzmanigi sajauc.

Centrifugg 20 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

Nonem ar pipeti 600 pl tidens 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
temperatura.

10. Centrifugé 5 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

11. Nolej Skidrumu, saglabajot nogulsnes.

12. Pievieno 500 pul skalosanas skiduma un uzmanigi sajauc.

13. Centrifugé 5 min pie 13200 rpm apgriezieniem.

14. Nolej Skidrumu, saglabajot nogulsnes.

15. Zaveé istabas 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 1ml CTAB (10%);

¢ 0,1 ml merkaptoetanols;

e 6,8 ml molekularais tidens.
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MazgaSanas buferis:

e 80 ml 95% etanols;

e 20 ml IM 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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2. pielikums

Agarozes géla koncentracija DNS izméra iz8kirtsp€jai

Appendix 2

Agarose gel concentration for DNA size resolution

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

Paraugu ievakSanas koordinatas un vietas apraksts

Appendix 3

Coordinates and location description of sampling

Nr. Vietas nosaukums Koordinatas Lokacijas Dabiga vai urbana
apraksts teritorija
1. | Lotringa regions, Francija 49.207353 Kadreizgjo oglu D
6.863782 raktuvju karjera,
kur dabiskas
sukcesijas
rezultata
izveidojies
neapsaimniekots
zalajs. Petite-
Roselle pilsétas
nomalg.
2. “Dzerumi”, Kekava 56.7247 Senas majas D
24.2184 pagalms
3. Usmas ezers, Kuldiga 57.1636 Majas pagalms D
22.1224 pie Usmas ezera
4. Varsava, Polija 52.229147 Zaliena pie U
20.979578 kompanijas
Polfa Sp.z €kas
5. Budapesta, Ungarija 47.4994 Buda Castle U
19.0378 parka teritorija
6. Ciecere, Skrunda 56.6824 Pie upes D
22.1277 “Paksite”
7. Zakopane, Polija 49.2992 Kalna pakaje D
19.9496
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8. Aliiksne 57.503517 Dabiga plava
27.262172 saimnieciba
9. Staicele 57.841925 MezZmalas
24.741006 gravis
10. | Daugavgrivas parks, Riga 57.02356 Daugavgrivas
2400409 dabas parka
teritorija gar
jaru
11. Vilna, Lietuva 54.64771 Sausa vieta
25.26725 lidlauka
teritorija
12. Yanartas Mount 36.412861 Kalna pakaje
Chimaera, Turcija 30.473306
13. Lidumnieki, 56.262939740548 | Mezmala senas
Priekule/Liepaja 21.324527660408 | viensétas vieta
14, Jaunpils 56.73187 Plava Sosejas
23.02071 mala
15. Druskininkai, Lietuva 54.0049 Plava netalu no
23.9864 viesnicas
16. Daugavpils N 55°52°24,6” Plava pilsétas
E 26°29°48,1” cela mala
17. Kerne, lgaunija 59.1556 Blakus
24.5218 degvielas
uzpildes stacijai
18. Jelgava 56°39'47.5"N Pagalms pilsétas
23°44'54.9"E centra
19. Tori, lgaunija 58.4854783 Plava pie alas
24.8116349 upes krasta
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20. Slovakija, Pjestjani Piekalnes
lidzenuma
21. Slovakija, Bystricka Piekalnes
lidzenuma
22. Slovakija, Dubrava Augstkalnos
23. Ukraina, Jaremce Augstkalnos
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4. pielikums

B5 barotnes sastavs (ar modifikacijam) (Taylor and Quesenberry 1996).

Appendix 4

B5 medium composition (modified) (Taylor and Quesenberry 1996).

Makroelementi B5 (mg/l)
KNOs3 2500
CaCl2x2H20 150
MgSO4x7H20 250
(NH4)2S04 134
NaxHPO4 170
Mikroelementi
Kl 0.750
H3BO3 3.000
MnSO4xH20 10.000
ZnSO4x7H20 2.000
Na:MoOsx2H20 0.250
CuSO4x5H20 0.025
CoCl2x6H20 0.025
Na,EDTA 37.300
FeSO4x7H20 27.800
Saharoze (g/l) 30
Vitamini
Mio-inozitols 100.0
Nikotinskabe 1.0
Piroksidins-HCI 1.0
Tiamins-HCI 10.0




5. pielikums

L2 barotnes sastavs (ar modifikacijam) (Taylor and Quesenberry 1996).

Appendix 5

L2 medium composition (modified) (Taylor and Quesenberry 1996).

Makroelementi L2 (mg/l)
NHsNO3 1000
KNOs 2100
CaCl2x2H20 600
MgSOx7H0 435
KH2PO4 325
NazHPO4 96
Mikroelementi
Kl 1.0
HsBOs3 5.0
MnSO4xH20 15.0
ZnSO4x7H20 5.0
Na2zMoO4x2H20 0.4
CuSO4x5H20 0.1
CoCl2x6H20 0.1
Na:EDTA 33.6
FeSO4x7H20 25.0
Saharoze (g/l) 25
Vitamini
Mio-inozitols 250.0
Piroksidins-HCI 0.5
Tiamins-HCI 2.0
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6. pielikums
Izmantotie paligmateriali
Appendix 6

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 GPL10ELN
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- LLG Labware 9.042.581
smm
Dazada tilpuma kolbas, - -
meércilindri
Filtrpapirs - -
Aluminijs - -
Sterils filtrs (Cell Strainer) FALCON REF 3523040

40 pum Nylon

Agarozes gela kemmite,

forma, gumijas
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7. pielikums
Izmantotas vielas un reagenti
Appendix 7

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 #SMO0333
GeneRuler Mix
NaOH Fluka 30620
HCI 0,1 M - -
Molekularais tidens ROTH T143.2
Hloroforms SIGMA C0549-1PT
Efidija bromids ROTH 2218.1
EDTA SIGMA E5134-500G
CTAB SIGMA H6269-250G
TopVision agaroze ThermoScientific #R0492
Plant agar Puchefa Biochemie P1001-1000
Trizma base(TRIS) SIGMA T1503-1KG
NACI Fluka Analytical 71376
Etikskabe SIGMA-ALDRICH 27225
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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
Kinetins - -
Kazeins - -
24D - -
NHsNO3 SIGMA-ALDRICH A3795-500G
KNO3 Duchefa Biochemie P0519.1000
CaCl2x2H.0 ANALYTICA 147.02
MgSO4x7H20 ROTH P027.1
KH2PO4 POCH GLIWICE 74202112
Na2HPO4 ROTH P030.1
Kl Duchefa Biochemie P0518.0100
H3BO3 ROTH P010.1
MnSO4 x H20 ROTH 4487.1
ZnS0O4 X 7TH20 ROTH K301.1
NazMoO4 x 2H20 ACROS ORGANICS 10102-40-6
CuSO4x5H20 ROTH P025.1
CoCl; x 6H.0 ROTH 7095.1
Na,EDTA SIGMA E6511-100G
FeSO4 x 7TH20 ROTH P015.1
Saharoze SIGMA S5391-1KG
Myo-inositol SIGMA 1-3011
Pyroxidine-HCI ACROS ORGANICS 58-56-0
Thiamine-HCI ACROS ORGANICS 67-03-8
NH4sNO3 - -
(NH4)2S04 - -
KH2PO4 - -
Nikotinskabe - -
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8.pielikums
Izmantotas iekartas
Appendix 8

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 QIAGEN 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
Termomikseris Eppendorf Thermomixer comfort
1,5 ml
Centrifuiga Eppendorf 5415D
pH metrs HANNA HI18424
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

62



Digitala fotokamera Canon PowerShot G10, 14,7
Mpx
Mikrovilnu krasns Whirlpool Easytronic M591
Pliismas citometrs BD FACS Jazz -
UV-B lampa 220-240V, FAREL 9104 023 38427
50-60 Hz
Spuldze UV-B Philips TLAW/ 12RS J2

Elektroniskie svari

Shinko Denshi

ViBRO DJ-150S

UV gaismas kamera
230V-50 Hz, 180W

Cleaver Scientific Ltd

microDOC, D1HD
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9. pielikums
Izmantotas datorprogrammas
Appendix 9

Used computer programs

Datorprogrammas Versija/gads
nosaukums
NTSYSpc 2.1/2018
Microsoft Office Excel 16.0/2016
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10. pielikums

Klasteru sadalijums Slovakijas un Ukrainas populacijas, izmantojot iPBS 2076 un iPBS
2079 praimerus (1 — Slovakija (Pjestjani); 2 — Slovakija (Bystricka); 3 — Slovakija (Dubrava);
4 — Ukraina (Jaremce)) (Dombrovska 2019)

Appendix 10

Distribution of clusters in Slovakian and Ukrainian populations using iPBS 2076 and
IPBS 2079 primers (1 — Slovakia (Piestany); 2 — Slovakia (Bystricka); 3 — Slovakia
(Dubrava); 4 — Ukraine (Yaremche)) (Dombrovska 2019)
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Magistra darbs ,, LoZnu abolina (7rifolium repens L.) Eiropas populaciju genétiskas

daudzveidibas salidzinajums” izstradats LU Biologijas fakultaté.
Ar savu parakstu apliecinu, ka pétfjums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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Komisijas sekretars/e paraksts
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