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Kopsavilkums

Jurmalas zilpodze (Eryngium maritimum L.) ir Latvija reti sastopama un apdraudéta augu
suga. Pedgjas desmitgades sugas izplatibas areala ziemelaustrumu dala zilpodzes individu skaits
un izplatiba ir samazinajies. Par galveno iemeslu tam uzskata problémas ar generativo vairos$anos.
Ar anatomiskas izpétes palidzibu secinaja, ka zilpodzes saknes satur vegetativas vairo$anas
struktiiras. Audu kulttiru eksperimentos noskaidroja, ka zilpodzes saknu ievadiSanai piemérotaka
apstrade ir ar HgCla, bet zilpodzes pavairoSanai un apsaknoSanai piemérotaka ir Murashige &
Skoog barotnes modifikacija ar pievienotu 6-benzilaminopurinu. Lai parliecinatos par audu kulttira
ilgstos$i uzglabata zilpodzes materiala genétiskas identitates saglabasanos, veica genétiskas

stabilitates parbaudi, izmantojot iPBS markierus.

Atsleégvardi: Eryngium maritimum, audu kultaras, in vitro, iPBS, vegetativa vairo$anas.



Summary

Sea holly (Eryngium maritimum L.) is a rare and endangered species in Latvia. The number
of individuals and distribution of sea holly have decreased in the north-eastern part of the
distribution range in the last decades. The main reason is believed to be problems in generative
reproduction. Using anatomical examination it was concluded that sea holly roots contain
vegetative reproduction structures. In experiments using tissue culture it was observed that HgCl»
is the most suitable method for sterilization during culture establishment by roots and the most
suitable Murashige & Skoog nutrient medium modification for sea holly propagation and rooting
is by adding 6-benzylaminopurine. To verify the preservation of the genetic identity of the sea holly
material in the tissue culture after long storage periods, genetic stability was tested using iPBS

markers.

Keywords: Eryngium maritimum, tissue culture, in vitro, iPBS, vegetative propogation.
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levads

Jurmalas zilpodze (Eryngium maritimum L.) ir reti satopama un apdraudé&ta piekrastes augu
suga. Tas dzivotne ir priekskapas, pelekas kapas un sausas piejiiras plavas (Andersone ef al. 2011).
Baltijas jiiras regiona plaSas sugai piemé&rotu biotopu teritorijas ir sastopamas Latvija un Igaunija
(Ievinsh et al. 2020). Uzskata, ka Latvija sugas izplatibu ierobezojoSais faktors ir zema séklu
digtspgja (Necajeva, levinsh 2013).

P&dgjos veiktajos E. maritimum Latvijas populaciju petijumos ir secinats, ka tas veido relativi
vecu individu neliels skaits, turklat tas galvenokart vairojas vegetativi — ar pazemes dalam (Ievinsh
et al. 2020). Lidz $im literatira nav aprakstiti E. maritimum vegetativas vairoSanas pétijumi, tai
skaita saknu ievadiSana audu kultiira (Isermann, Rooney 2014), bet ir aprakstita veiksmiga daudzu
citu augu sugu pazemes dalu ievadiSana un pavairoSana (da Silva ef al. 2011).

Audu kultiiras sniedz iesp&ju saglabat ex situ, pavairot un veikt eksperimentus ar reti
sastopamiem augiem, minimali ietekm&jot to dabiskas atradnes (Klavina et al. 2006). Lai saglabatu
reti satopamo sugu genétisko identitati, audu kulttiru bankas tiek izmantota minimalas iejaukSanas
un I€nas augSanas stratégija, bet pavairoSanas noliikos izmanto barotnu variacijas ar pievienotiem
augsSanas regulatoriem.

Audu kulttru apstakli rada augam oksidativo stresu (Krishna et al. 2016). Ta ietekmé var
aktivizéties transpongjamie elementi (transposable element, TE) (Wessler 1996). Sis strukturalas
izmainas ir iesp&jams parbaudit izmantojot starppraimeru piesaistes rajonu (inter-primer binding
site, IPBS) markierus, kas amplific€ rajonus starp tuvu eso$am garo terminalo atkartojumu (/ong
terminal repeat, LTR) sekvencem (Kalendar et al. 2010). Ta ir iesp&ja veikt genétiskas stabilitates
parbaudi sugam, kam genétiskas daudzveidibas pétisanu apgritina informacijas trikums par
genoma sekvencém.

Darba meérkis: parbaudit audu kultiru izmantoSanas iesp&jas E. maritimum biologijas
petijumos.

Darba uzdevumi:

1. Nedestruktiva E. maritimum saknu iegiSana un anatomiska izpéte.

2. Saknu fragmentu ievadiSanas audu kulttira eksperimenta veikSana.

3. Biezak lietoto augSanas regulatoru ietekmes novert€Sana uz E. maritimum pavairoSanu
audu kultiira.

4. llgstosi audu kultira uzglabata augu materiala genétiskas stabilitates parbaude izmantojot

1PBS markierus.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Eryngium maritimum raksturojums
1.1.1. Visparigs raksturojums

E. maritimum ir reti satopama litorala suga, kas ir ierakstita Latvijas Sarkanaja gramata 1.
kategorija (LSA 2003), ka arT Ministru kabineta noteikumos Nr. 396 par 1pasi aizsargajamo sugu

un ierobezoti izmantojamo 1pasi aizsargajamo sugu sarakstu.
R T R

1.attels. Eryngium maritimum dzinumi 2021.gada jiinija. Uzavas kapas, Latvija.

Figure 1. Shoots of Eryngium maritimum in june 2021. Dunes of Uzava, Latvia.

Jirmalas zilpodze ir daudzgadigs hemikriptofits ar masivu mietsakni, asam, galigam lapam
un gaisi zilganu ziedkopu (Isermann, Rooney 2014). Augs ir vidgja lieluma (ap 30-60 cm) un pieder
cemurziezu dzimtai (Umbelliferae, syn. Apiaceae) (Prieditis 2014). Ta stumbrs ir zarains, un visu
augu klaj zilgana apsarme, biezi veido kupolveida formu. Augam raksturiga spéciga saknu sist€ma,
ko veido labi attistita mietsakne un biezas sansaknes, kas izplatas laterali no stumbra. Apaksgja
stumbra dala izskatas ka sakne un ir apberta ar substratu (Isermann, Rooney 2014). Apaksgjas lapas
ir ar katu, bet augsejas — s€édosas. Lapas ir staraini daivainas un to malas zobainas ar cietu dzeloni
katra zobina gala. Ziedi ir ieapali bliva galvinveida ¢emura ar zilam vainaglapam (Prieditis 2014).
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Vikala lapas ir lidzigas stumbra lapam, ar1 dzelonainas, bet rombiskas. Sekla ir ovalveidiga ar

akveidigiem sariem augSpus s€klai (Stace 2010; Vétra 2018).
1.1.2. Izplatiba un biogeografija

E. maritimum ir daudzgadigs augs, kas raksturigs Eiropai, Ziemelafrikai un vid&jiem
Austrumiem (Hulten, Fries 1986; Curle et al. 2004). Tas sastopams smilSainu okeana un jiiras
pludmalu augsgja geolitoralaja un epilitioralaja zona. Ziemelu populacijas veido fragmentéti nelieli
laukumi juras piekraste. Talakas atradnes ziemelu virziena konstatétas Botnijas licT un Sarema salu
dienvidos (Tyler 1969; Olsaukas 1996; Isermann, Rooney 2014). Nelielas un izol&tas populacijas
palielina izzuSanas risku, jo $adas populacijas pastav inbridinga depresijas risks (Necajeva, levinsh
2013). Pedéjo gadu laika vairakas zinamas populacijas Norvégija, Zviedrija, Polija, Lietuva,
Latvija un Igaunija ir ievérojami samazinajusas un daudzas pat izzudusas (Curle et al. 2007; Labuz
2007; Zolkos et al. 2007; Aviziene et al. 2008; Olsaukas, Urboniene 2008; Minasiewicz 2011;
Ievina et al. 2019).

Suga ir apdraudéta lielakaja dala Ziemeleiropas, kur arT ir sugas ziemelu izplatibas areala
robeza (Ievina et al. 2010). Latvija ir zinamas divas atradnes — Ziemup€ un Uzava (LSA 2003), ka

ar1 bijusi noverojumi pie Papes ezera un Sarnates (Galenieks 1957; Vétra 2018).
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2. attels. Eryngium maritimum izplatiba Eiropa un pieguloSajas teritorijas.
Figure 2. The distribution of Eryngium maritimum in Europe and adjacent areas.(Isermann,

Rooney 2014)



Vesturiskie dati apstiprina sugas izplatibas fragmentaciju nelielas populacijas, turklat peéd€jo
150 gadu laika raksturiga populaciju skaita un izméra samazinaSanas (Curle et al. 2004).
Fragment&to populaciju veidoSanos saistiba ar auglu izplatiSanos lielos attalums noliedz, jo tiem ir
relativi zema peldsp€ja un izturiba salstideni. Attiecigi iesp€ja izplatities lielos attalumos ar seklam
tiek uzskatita par nelielu.

Suga ir introduc@ta dala Ziemelamerikas ar noluku rekonstruét juras krastus (Lieberman,
O'neill 1988; Isermann, Rooney 2014). Eiropas mérenaja un Vidusjlras regiona ta ir viena no
retakajam un apdraudétakajam augu sugam tieSi piemé&rotu biotopu izzuSanas un zemes
izmantojuma mainas dé€] (Isermann, Rooney 2014). Turklat suga nav konkurétsp&jiga atraudzigu
augu sabiedribas, kadas raksturigas regionam. Lai gan uzskata, ka piekrastes sugu samazinasanas
ir primari saistita ar pieméroto biotopu teritoriju samazinasanos un antropogéno aktivitasu izraisito
krasta eroziju (Levin et al., 2008; Iwasato, Nagamatsu 2018), Baltijas regiona ir plasas sugai

potenciali piemérotu biotopu teritorijas Latvija un Igaunija (Ievinsh et al. 2020).
1.1.3. Genétiska daudzveidiba

Reto un apdraudéto augu populaciju genétiska daudzveidiba var atspogulot populacijas
stavokli, veésturi, mijiedarbibu ar vidi, antropogéno ietekmi un lauj lemt par piemérotako
aizsardzibas stratégiju (levina et al. 2010). Sugas individu genétiska daudzveidiba nosaka ta
vispargjo sp&ju adapteties mainigiem vides apstakliem, tapéc sugas daudzveidibas saglabasana ir
svariga sugas evoliicijai un ilgtsp&jigai dabas resursu izmantoSanai.

E. maritimum @genétiska daudzveidiba ir pétita pedéjas dekadés izmantojot molekularos
markierus (Clausing et al. 2000; Kadereit, Westberg 2007; Ievina et al. 2010; Andersone et al.
2011). Savvalas augu genétisko izpéti apgriitina informacijas trikums par DNS sekvencém. Lidz
Sim ISSR markieru un hloroplastu DNS sekvenéSana nav bijusi pietiekami efektiva, lai noteiktu
genctiskas atkiribas starp ziemelu E. maritimum populacijam (Ievina et al. 2010). Sugas
daudzveidibas petijumos ar OC ISSR praimeru izmantoSanu ir konstateti 12,5% polimorfisma starp
51 paraugu no Latvijas populacijam (Ievina et al. 2010).

Parbaudot sugas ziemelu populaciju genétisko daudzveidibu ar uz retrotranspozoniem
balstitu SSAP molekularo markieru izmantoSanu ieguva 20,4% polimorfo joslu, kas nav daudz
salidzinot ar citam sugam (Ievina et al. 2010). To skaidroja ar zemu ziemelu populaciju genétisko
daudzveidibu un zemu izvéleto retrotranspozonu aktivitati sugas genoma. Nesenakajas

publikacijas minétais norada, ka daudzveidibas parametri butiski atSkiras starp populacijam (Ievina



et al. 2019). Dalai populaciju genétiska mainiba ir izteikti zema, bet dalai mérena. Abas Latvijas
populacijas uzradija Ipasi augstu divergenci un zema genétisko daudzveidibu. Alglu frekvencu
analizes atklaja, ka Latvijas populaciju genétiska atskiriba rodas no kopg&ju al€lu iztrikuma nevis
saistiba ar jaunu alelu veidoSanos. levérojamais unikalo genotipu skaits Latvijas populacijas norada
un klonalo vairoSanos vai pasapputi. Bez tam, diferenciaciju starp ziemelu populacijam biitiski
neietekm@ geografiskais attalums. Balstoties uz Siem rezultatiem izdariti secinajumi, ka Latvijas

populacijas pastavésana ir nopietni apdraudéta.
1.1.4. Seklu biologija un vairosandas

Vairaki autori ir aprakstijusi problémas ar generativo vairo$anos ka galveno iemeslu E.
maritimum sarikoSajam individu skaitam un izplatibai areala ziemelaustrumu dala (Aviziene ef al.
2008; Minasiewicz et al. 2011; Necajeva, levinsh 2013; Ievinsh et al. 2020). To veicina neliels
skaits nobriedusu s€klu un to dig§anai nepieméroti apstakli (Aviziene et a/, 2008; Andersone ef al.
2011). Vidgja gada temperatiira un vegetacijas sezonas nokri$nu daudzums ir svarigi faktori
generativajai reprodukcijai, seklu nobriesanai un digsanai, attiecigi arT genétiska materiala parnesei
(Ievina et al. 2019). Zemu seklu kvalitati veicina augstais nokriSnu daudzums zemas gaisa
temperatiiras apstaklos, novedot pie zemas fotosintetiskas produktivitates, attiecigi arT fiziologiskas
pielagoSanas samazinasanas, ka ari ir vél neidentificéti faktori, kas negativi ietekmé se&klu
nogatavosanos un digSanu (Andersone et al. 2011).

Sugas vairo$anas aprakstita gan ka generativa ar séklam, gan vegetativa ar rizomiem vai
saknu fragmentiem (Curle ef al. 2004). Ziemelu populacijas ir aprakstits neliels nobrieduso seklu
daudzums un zema digtsp€ja (Curle et al. 2007; Aviziene et al. 2008; Minasiewicz et al. 2011,
Ievina et al 2019).

Apiaceae dzimtai, kam pieder ar1 E. maritimum, biezi raksturigs séklu organiskais miera
periods (Finch-Savage, Leubner-Metzger 2006; Andersone et al. 2011). P&tijumos ir pieradits, ka
E. maritimum s€klu organiska miera perioda partraukSanai ir nepiecieSama auksta stratifikacija
(Walmsley, Davy 1997; Curle ef al. 2007; Andersone ef al. 2011).

Par vegetativo pavairoSanos liecina augu sakartojums grupas ar tuvu esoSiem dzinumiem
(Z6ko$ et al. 2007; Andersone et al. 2011). Pateicoties mehaniskiem bojajumiem, no saknu
nodalajam meristtmam sp&j veidoties jauni dzinumi. Tas sekmé vegetativo pavairo$anos,
izdzivosanas iesp&jas un relativi ilgu individa dzives ciklu. Latvijas E. maritimum populacijas

noveérots, ka mehaniski bojatam sakném no 10 lidz 30 cm dziluma veidojas jauni dzinumi un
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sansaknes (Andersone et al. 2011). Par vegetativo vairoSanos ka galveno izplatibas veidu liecina
ziemelu regiona populaciju genétiskas daudzveidibas pétijumi. Abas Latvijas populacijas
konstatéta ekstrémi zema genétiska daudzveidiba, kas liecina par pasSapputi vai vegetativo
vairo$anos (Ievina et al. 2010; levina et al. 2019). E. maritimum vegetativa vairoSanas lidz §im nav

eksperimentali izpétita (Iserman, Rooney 2014; Ievinsh et al. 2020).
1.1.5. Pielagosanas vides apstakliem

P&éc Ellenberga (Hill, Ellenberg 1999) indikatoru vértibam, sugai ir augstas prasibas pret
gaismas pieejamibu. Augiem piemé&rotas méreni mitras augsnes, ir vid€jas prasibas pret slapekla
pieejamibu augsné. Saluma zina suga ir raksturiga piekrastes augu sabiedribas, bet ir biezi
sastopama ar1 saldiidens tuvuma un citviet iek§zem&. Augsnes pH indikatori norada uz augSanu
viegli skabas un neitralas augsnés, bet nekad loti skabas, tutpretim p&c Tyler et al. (2021) indikatoru
vertibam ta aug sarmainas augsnés, kas bagatas ar slapekli un fosforu. Suga sastopama vietas, kur
vid€ja minimala gada temperatiira nav zemaka par 5 °C. Tas izplatibas arealu raksturo ka vaji
okeanisku. Reprodukcija notiek tikai traucéta vai atklata augsné, seklas izplatas pasivi, ir raksturiga
arbuskulara mikoriza.

Vides apstakliem ir liela nozime zilpodzes ziemelu populaciju genétiskaja daudzveidiba.
Ziemelos E. maritimum atradnes ir daudzveidigas no substrata un klimatisko apstaklu skatupunkta
(Ievina et al. 2019). PielagoSanos klimatiskajiem apstakliem galvenokart nodroSina vitala saknu
sist€éma ar augstu regeneracijas sp&ju, laujot veiksmigu augsanu uz dazadiem substratiem pludmalg,
priekskapas, dal€ji nostiprinatas primarajas kapas, fiksétas pelekajas kapas un kapu meza. Sugas
saknu sistémas morfologija ir atkariga no augSanas apstakliem. Uzskata, ka nemot véra saknu
ipasibas, viena individa dzives ilgums varétu biit pat vairakas desmitgades. Alpinas videés dala
individu saglabajas pat vairakus gadsimtus, pateicoties reprodukcijai ar klonalam strukttram.
(Steinger et al. 1996; Andersone et al. 2011). Lidzigs vegetativas vairo$anas veids raksturigs
Brazilijas tropisko savannu augiem ar sarezgitam pazemes struktiram, ko dévé par ksilopodijiem
(Miranda et al. 2018). Lidzigi ka E. maritimum pazemes dalam arT ksilopodiju aug$gjos regionos
raksturiga stumbra struktiira, bet saknu struktiira zemakajas dalas (Hayashi, Appezzato-da-gloria
2007).

E. maritimum sakn€m ir konstatéta relativi augsta mikorizas simbioze vegetacijas sezonas

laika. To biutiski neietekmé lokalie vides faktori (Andersone et al. 2011). P& molekularajam
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analizém to veido vismaz 16 sénu sugas. Tatad simbiozei ir nozime, lai adaptetos piekrastes kapu
apstakliem.

Populacijas genétiska daudzveidiba nosaka sugas vispargjo sp&ju pielagoties specifiskai un
mainigai videi. Attiecigi, nosakot sugas populaciju genétiskas daudzveidibas raditajus, ir iespéjams
pienemt l@mumus par nepiecieSamajiem sugas saglabasanas pasakumiem (Ievina et al. 2010).
Dalgji fikséto kapu biotopos augosie E. maritimum individi ir parstavéti ar neliela skaita relativi
vecam rametam, tap&c So populaciju ilgtermina saglabasanas iesp&jas ir salidzinosi zemas (Ievinsh
et al. 2020). Tomer nav skaidrs, kadi vides faktori ir sekm&jusi §1 briza populaciju izveidoSanos un
nostiprinaSanos un vai klimata parmainas var veicinat dabisku Baltijas regiona atradnu
atjauno$anos.

1.2. Audu Kkultiiru izmantoS$ana reto sugu biologijas pétijumos un saglabasana
1.2.1. Sugu saglabasana ex situ

Aizsargajamo un reto augu saglabasanai ex sifu izmanto lauka kolekcijas botaniskajos
darzos, s€klu bankas, in vitro kultiras un kriosaglabasanu (Holobiuc, Rodica 2008). In vitro
kultaram ir liela nozime reto un aizsargajamo augu gené&tisko resursu saglabasana (Engelmann
1997). Vadoties péc ilguma, tiek izSkirtas divas galvenas saglabasanas kategorijas (Engelmann,
Engels 2002).

o Vidgja perioda saglabasana — auga dalas tiek saglabatas aseptisku audu kultiiru veida,
izmantojot Iénas augSanas procediiras;
o llgtermina saglabasana — auga materials tiek saglabats Skidraja slapeklt

(kriosaglabasana).
1.2.2. Augu audu kultiiras

Augu audu kultiiras ir tehnologija, kura augosas augu $tinas, audi un dalas ir izol&tas no mates
auga un audzetas maksligos apstaklos. IzSkir organiz€tas vai neorganizétas audu kulttras.
Organizeta kultira tiek saglabata konkrétas struktiiras augSana, bet neorganizéta kultiira iztriikst
vairakas auga struktiiras. Neorganizétas kultiiras iedala kallusa, suspensijas, protoplasta un
puteksSnicu kultiiras (Geogre 1993). Kultiiru audzésanai parasti izmanto agariz€tas barotnes, kuru
sastava ir mikroelementi un makroelementi, reducéta oglekla avots, vitamini, aminoskabes un

augSanas regulatori (Skoog, Miller 1957). Augus var pavairot audu kultiiras, jo to Siinam var
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piemist totipotence — sp&ja noteiktos apstaklos regenerét visu augu no vienas $iinas vai $tinu grupas.
Totipotence parasti piemit jauniem augu audiem un meristematiskiem audiem.

Ar augu audu kulttram ir iesp&jams uzglabat ex situ retus un aizsargajamus augus, tai skaita
ar1 E. maritimum, ka ar1 tos pavairot, neietekmgjot to esosas atradnes (Klavina ef al. 2006). Kop$
2003. gada Nacionalaja botaniskaja darza (NBD) augu ekofiziologijas laboratorija in vitro tiek
uzturétas Latvija retas un aizsargdjamas augu sugas, lai sasniegtu globalas augu saglabaSanas
stratégijas mérkus (Global Strategy for Plant Conservation. Decision IV/9. Secretariat of the
Convention on Biological Diversity, 2002). Audz€Sana var izmantot minimalas iejaukSanas
stratégiju, laujot saglabat to genétisko identitati, vai arT izmantot sintétiskos augsanas regulatorus,
ka rezultata biezi attistas kalluss. Kallusa kulttiras lauj iegit daudzveidigu genétisko materialu.
Atkariba no mérka izvélas atbilstoSo stratégiju (Gonzalez-Benito, Martin 2011).

Visefektivak audu kultiru bankas var izmantot 1énas augSanas stratégiju — konkrétajai auga
sugai piemeklgjot tadus apstaklus, kas nodroSina minimalu augSanu un dzivotsp€jas saglabasanos
bez regularas audu parstadisanas jauna kultivésanas vide (Klavina et al. 2006). Sada veida ir lielaka

iesp€ja saglabat augu genétisko identitati, kas ir svarigi retajam populacijam.
1.2.3. Augsanas regulatori

Audu kultiiras biezi izmanto dazadus augSanas regulatorus, lai ietekm&tu augu $tinu attistibas
celu (Jafari et al. 2011), piem@ram, auksinus un citokininus. Tomér to izmantoSanas iespgjas ir
ierobezotas, jo tie var izraisit vitrifikaciju un citus fiziologiskus traucéjumus (Gentile et al. 2014).

Tadi citokinini ka 6-benzilaminopurins (BAP) un kinetins tiek plasi izmantoti, lai mazinatu
apikalas meristémas dominanci un inducétu sanu un adventivo pumpuru attistibu (Madhulatha et
al. 2004). Lai gan BAP lietoSana stimulé dzinumu proliferaciju, ir zinams, ka tam piemit ari
mutageéns efekts, izraisot neraksturigu jauno dzinumu veidoSanos (Bairu et al. 2008). Izmantojot
barotnes ar BAP, tas var uzkraties auga pamatné Iidz pat 6 ned€lam, inhib&jot apsaknoSanos
(Werbrouck et al. 1996). Kinetinu izmanto, piem&ram, lai in vitro ierosinatu kallusa veidoSanos no
Durio zibethinus lapam (Handayani et al. 2019).

Meta-topolina izmantoSana vairakam augu sugam arT ir noderiga vitrifikacijas, novecosanas
un galotnes nekrozes kontrolésana (Gentile et al. 2014). Turklat, izmantojot meta-topolinu, ir
mazak trauc@ta apsaknosanas neka ar BAP.

P&tijumos ar Bixa orellana L. saknu eksplantiem (da Cruz et al. 2014) zeatina izmantoSana

lava iegiit vairak adventivo pumpuru neka izmantojot BAP, bet arT bija novérojamas nevélamas
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morfologiskas novirzes starp jaunajiem dzinumiem. Citokininus izopenteniladeninu (2-iP) un

kinetinu iesaka izmantot izturigu un garu dzinumu iegtiSanai (Ruzi¢, Vujovic¢ 2008).
1.2.4. Audu kultiiru péetijumi ar E. maritimum

Ka potenciali piemérotaka metode genétiskas daudzveidibas palielinasanai ir aprakstita audu
kulttra pavairotu augu ievieSana atradnés. Ka izejas materialu audu kulttirai varétu izmantot saknu
fragmentus no tuvakajam populacijam, jo pat neliela diferenciacija var biit sakumpunkts
evolucionarai izaugsmei (Ievina et al. 2019). E. maritimum vegetativa vairo$anas lidz §im nav
eksperimentali izpétita (Iserman, Rooney 2014; Ievinsh et al. 2020)

NBD kolekcija audzetais E. maritimum materials ir iegiits no Latvijas atradnu séklam
(Klavina ef al. 2006). No izdiguSajam s€klam visam attistijas jaunie dzinumi. Veiksmigam seklu
digSanas procesam nepiecieSams izmantot siltas un aukstas stratifikacijas periodus, lai apturétu
miera stavokli.

Vairaki audu kulttiru pétijumi veikti tiesi £. maritimum vertigas farmakologiskas aktivitates
del, ko izraisa sekundaro metabolitu augstais saturs. Saknu kulttiru petijumos ir pieradijies, ka audu
kultiiru pavairoSana ir vertiga ka reto sugu aizsargaSanas metode un atjaunojama augstas kvalitates
augu materiala iegiiSanas metode sekundaro metabolitu razosanai (Kikowska et al. 2014). Art ar
NBD kolekcijas materialu ir veikti pétijumi ar merki noskaidrot fenola satura izmainas un

antioksidantu aktivitati atkariba no barotnes (Vétra 2016; 2018).
1.2.5. Saknu ievadisana audu kultiira

Gan lapas, gan saknes var izmantot ka eksplantus un ievadit audu kultiira ar MS (Murashige,
Skoog 1962) barotni, kam pievienoti citokinini, lai induc€tu attistibu (Liang et al. 2020). In vitro
organogenézes laika citokinini veicina génu ekspresiju, kas ir atbildigi par de novo dzinumu
meristemu veidosanos (da Cruz et al. 2014). Dzinumi de novo var veidoties no kambija, pericikla
vai parenhimas proliferacijas (Appezzato-da-Gloria ef al. 2008).

Sakne ir augstako augu organs, kas parasti atrodas augsné. Tas funkcijas ir nostiprinat augu
augsné, uznemt tideni ar taja izSkidusajam mineralvielam, ka arT ar sakném augs var vegetativi
vairoties (Bumbura ef al. 1967) Uz sakném adventivie pumpuri veidojas tadiem augiem ka Salix
sp., Populus sp.,Cerasus vulgaris, Syringa sp., Rubus idaeus, Cirsium arvenese, Taraxacum
officinale. Veiksmiga regeneracija no saknu eksplantiem ir aprakstita Populus tremula (Vinocur et

al. 2000), Lycopersicon sp. (Peres et al. 2001), Diospyros kaki (Carvalho, Biasi 2004), Helianthus
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annus x Helianthus tuberosus (Fambrini et al. 2003), Melia azedarach (Vila et al. 2005),
Eleutherococcus koreanum (Park et al. 2005), Arabidopsis (Atta et al. 2009), Azadirachta indica
(Arora et al. 2010), Cleome rosea (Simoes et al, 2009), Solanum melongena (Xing et al. 2010),
Brassica oleraceae (Yang et al. 2010) un citiem péc da Silva et al. 2011. Turklat, ir pieradits, ka
in vitro regeneracijas procesa no saknu eksplantiem netiek inducétas DNS izmainas, salidzinot ar
s€klu eksplantu izmantosanu (da Silva et al. 2011).

Saknes ka eksplantus izmanto Citrus aurantifolia, Spinacia oleracea, Gentiana trifora,
Ocimum basilicum, Populus tremula, Aralia elata, Centaurea ultreiae un citu augu pavairosanai.
Saknes ir pieme@rots eksplantu avots masveida pavairoSanai, jo in vitro tas ir viegli uzturét un ar
tam manipulét (Vinocur ef al. 2000; Rocha ef al. 2012) Eksperimentos ar Arabidopsis sp. saknu
eksplantiem in vitro pieradijies, ka jaunie dzinumi attistas gan tieSi, gan netie$i. TieSas
organogenézes procesa jaunie dzinumi saknu eksplantiem veidojas no meristemoidiem pericikla
zona, bet netie$as organogenézes procesa pumpuri veidojas no meristemoidiem kallusa periférija
(Rocha et al. 2012). Tacu neliels kallusa daudzums ir novérojams gan tieSaja, gan netieSaja
organogenéz€ (Rosa et al. 2016).

levadot in vitro Passiflora edulis saknu eksplantus, jaunie pumpuri veidojas tie$as
organogenézes cela no pericikla, ko uzskata par izstieptu meristému auga (Evert 2006; Smet ef al.
2006; Rocha et al. 2012). Eksperimenta ar Passiflora suberosa, ievadot saknu fragmentus audu
kulttira, bezhormonu barotn€s eksplantiem nenovéroja morfogenétiskas izmainas, bet 4,5 vai 9,0
uM BAP pievienosana veicinaja regeneraciju (Rosa et al. 2016). Optimala citokininu koncentracija
barotné ir atkariga no endogéno auksinu Itmena dazados audos (Dornelas, Vieira 1993; 1994; Rosa

et al. 2016).
1.3. Molekularo metoZu izmanto$ana
1.3.1. Molekularie markieri genétiskas daudzveidibas noskaidrosana

Molekularie markieri tiek plasi pielietoti genétiskas daudzveidibas, radniecibas, izcelsmes,
populaciju strukturalajos un filogenétiskajos pétijumos (Marwal, Gaur 2020). Ilgus gadus Sie
petijumi balstijas uz nelielu sekvencu fragmentu iegiiSanu un salidzinaSanu, pieméram, vienkarso
atkartojumu polimorfismu (simple sequence repeat, SSR) vai viena nukleotida polimorfismu
(single-nucleotide polymorphism, SNP) lokusu analizi. Paslaik tiek pilnveidotas genotip&Sanas

metodes, laujot izmantot daudz plaSaku sekvencu informaciju, pieméram, genotipéSana sekvengjot
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(genotyping by sequencing), tacu §STm metodém joprojam nepiecieSami lieli finansialie un cilvéku
resursi (Narum et al. 2013).

Savvalas sugu genétiskas daudzveidibas pétiSanu apgriitina informacijas trikums par
genoma sekvencém, tapeéc analizei retam sugam ir iesp&jams izmantot molekularo markieru
sisttmas, kam nav nepiecieSamas priekszinasanas par sekvencém (Idrees, Irshad 2014).
Nespecifisko molekularo markieru vidi izskir sekojoSas metodes: nejausi polimorfa DNS
amplifikacija (random amplified polymorphic DNA, RAPD), kas izmanto genoma sekvencu
amplifikaciju ar 1siem, nejausi izvéletiem astonus lidz divpadsmit nukleotidus gariem praimeriem
(Williams et al. 1990); restrikcijas fragmentu garuma polimorfisms (restriction fragment length
polymorphism, RFLP), kur izmanto homologu DNS sekvencu variacijas jeb polimorfismu
(Botstein et al. 1980); amplificéto fragmentu garuma polimorfisms (Amplified fragment length
polymorphism, AFLP), kur unikalas genoma sekvences tiek salidzinatas, izmantojot selektivo
amplifikaciju (Vos et al. 1995); starpretrotranspozonu amplific€tais polimorfisms (inter-
retrotransposon amplified polymorphism, IRAP), kas balstas uz DNS fragmentu amplifikaciju
starp divam retrotranspozonu insercijam; retrotranspozonu mikrosatelitu amplificétais
polimorfisms (retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism, REMAP), kas balstas uz
fragmentu amplifikaciju starp retrotranspozona un mikrosatelita saitiem (Kalendar et al. 1999);
starpsekvencu atkartojumi (Inter simple sequence repeat, ISSR), kur ka praimerus izmanto
mikrosatelitu sekvences, lai generétu multilokusu markierus (Zietkiewicz et al. 1994); mikrosateliti
jeb vienkarso sekvencu atkartojumi (simple sequence repeats, SSR), kas sastav no isiem, divu lidz
seSu nukleotidu motiviem (Tautz et al. 1986); sekvencu specifiskais amplificétais polimorfisms
(sequence-specific amplification polymorphism, SSAP), kam pamata ir LTR retrotranspozonu
inserciju polimorfisms (Waugh et al. 1997); starppraimeru piesaistes rajoni (inter primer binding
site, IPBS), kur ar amplifikaciju starp retrotranspozonu PBS nosaka polimorfismu (Kalendar et al.
2011).

Markieru sist€mas var bt dominantas vai kodominantas atkariba no ta, vai ir iesp&jams
iz8kirt dazadas aléles. Piem&ram, SSR markieri amplificé dazadus viena lokusa variantus, tapéc tie
ir kodominanti un sniedz informaciju par lokusiem no abam hromosomam diploidos organismos.
Nespecifiskie markieri parasti izskir tikai vienu al€les variantu un nav iesp&jams uzzinat, vai
fragments tiek amplific€ts no abam hromosomam diploida organisma vai tikai no vienas, tapéc tie
ir dominantie markieri. Dominanto markieru sist€mas sniedz mazak informacijas par iedzimtibu,

tacu tas tiek kompenséts ar iesp€ju analizét daudz vairak genoma lokusu (Idrees, Irshad 2014).
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SSR markieru priekSrociba pec Idrees & Irshad (2014) ir ta, ka nav nepiecieSama augsta DNS
kvalitate un daudzums, ka arT ir vienkarsa rezultatu interpretacija (Coates, Byrne 2005). Ka trikumi
ir nepiecieSamiba pec zinamas amplific€jamas sekvences (Weising et al., 2005), turklat jaunu
mikrosatelitu veidoSanas process ir dargs un laikietilpigs (Coetes, Byrne 2005) un nulto alelu
varbiitiba var radit kludas, tapéc jalieto daudz dazadu SSR praimeru (Weising et al. 2005).
Nespecifisko markieru, pieméram, AFLP, priekSrociba ir iesp&ja no DNS atri generét simtiem
replicgjamu markieru un veikt augstas izskirtsp&jas genotipeSanu. Tom&r AFLP ir dominanti bi-
aleliski markieri, tapé€c nav sp&jigs izSkirt dominantus homozigotus no dominantiem

heterozigotiem (Brumlop, Finckh 2011).
1.3.2. Mobilo elementu izmantoSana reto sugu genotipésand

Vairaku min€to nespecifisko genotipéSanas metozu pamata tiek izmantoti LTR
retrotranspozonu motivi, kas ir 1idzigi jeb konservativi daudzu sugu un retrotranspozonu gimenu
vidi un tade] tiek izmantoti nespecifisko molekularo markieru veidosana. LTR retrotranspozoni ir
sastopami visos augos liela skaita, attiecigi ta ir nozimiga augu genomu sastavdala.

Retrotranspozoni ir mobilic genétiskie elementi, kas transportéjas ar RNS reversas
transkripcijas palidzibu (Kumar, Bennetzen 1999). Reversa transkriptaze nolasot matricu biezak
ievies kliidas sekvenc@s (Gozukirmizi et al. 2015), kas var palidz&t noskaidrot elementu
parvietoSanas vesturi. Daudzas LTR retrotranspozonu kopijas uzkraj mutacijas un ar laiku zaude
sp&ju parvietoties, dazadu elementu kombinacijas veido unikalu genoma rakstu, kas ir raksturigs
katram genotipam jeb individam. LTR retrotranspozoni ir plasi izplatiti augu genomos replikativas
pavairoSanas mehanisma rezultata, to sekvences visbiezak ir sastopamas daudzas kopijas, kuras ir
vienmerigi izklied@tas visas hromosomas. Strukturalas izmainas, kas ir saistitas ar mobilo elementu
parkartojumiem, ir saistitas ar salidzinosi lielam insercijam vai delécijam genoma. Lidzigas
sekvences genoma sp&j ar1 rekombingties un retrotranspozoni tiek plasSi iesaistiti Saja procesa
(Tenaillon et al. 2010), tadel identificgjamie parkartojumi var atspogulot ne tikai mobilo elementu
transpoziciju, bet ar1 rekombinacijas procesa rezultatu. LTR retrotranspozoni satur tieSos
atkartojumus abos galos, kas ir identiski tieSi péc parvietoSanas. LTR retrotranspozoni spgj
ievietoties dazadas orientacijas, ka ar1 biezi parvietojas viens otra, kas veicina klasteru veidoSanos
augu genomos. Tade] uz retrotranspozoniem balstito molekularo markieru pielietojums rezultgjas
liela informacijas apjoma — iegiita genétiska daudzveidiba ar Siem markieriem parasti ir salidzinosi

augstaka un sp&j nodalit ne tikai populacijas un individus, bet ar1 somaklonali iegiitas augu Iinijas
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un skirnes (Kaeppler et al. 2000; Kalendar ef al. 2011; Gozukirmizi ef al. 2015; Rungis ef al. 2017).
Tade] §1 metode varétu biitu noderiga E. maritimum gadijuma gan vegetativi pavairoto individu
monitoringam, gan genétiskas stabilitates noveért§jumam augiem, kas ilgstosi tiek uzglabati un
pavairoti in vitro apstaklos.

E. maritimum genoms 1idz Sim nav sekvenéts, bet péc Kikowska et al. (2014) aptuvenais
genoma izmérs ir 2,5 pg/2C un uzskata, ka suga ir tetraploids (Curle et al. 2004). Bez sekvencu
priek§zinaSanam genotipéSanai piemeérotas ir nespecifisku markieru sist€mas. E. maritimum
Ziemeleiropas populaciju pétijumos ir pielietota SSAP metode (Ievina et al. 2010). Rezultata
secinaja, ka Sajas populacijas ir relativi zems polimorfisms, ko skaidroja ar nelielu Ziemeleiropas

populaciju genétisko daudzveidibu un zemu izvél&to retrotranspozonu aktivitati sugas genoma.
1.3.3. Transpozonu aktivitate audu kultiras saglabajamo augu genoma

Augu in vitro pavairo$ana un saglabasana ir svarigs pavairojamo augu genétiskais
viendabigums, tomér in vitro apstakli var izraisit hromosomu skaita izmainas, inversijas,
translokacijas, insercijas, delécijas un substitiicijas (3. attels) (Krishna et al. 2016).

Jau 1984. gada Barbara McClintock aprakstija, ka dazadi stresa veidi, ka arT in vitro apstakli
veicina genoma modifikacijas, p€tot Ac elementa mobilizaciju kukurtizas audu kultura
(McClintock 1984; Peschke et al. 1987). Pirmas liecibas par potencialu LTR retrotranspozonu
aktivaciju stresa ietekme ir Bs/ elementa transpozicija ar mieZu svitru mozaikas virusu inficétas
kukuriizas pécnac€jos (Johns et al. 1985). Tabakas protoplastu Stinu kultira ir novérota 7ntl/
transpozicija (Grandbastien et al. 1989; Hirochika 1993). Atskiriba no citam sugam pétijjumos ar
Arabidopsis thaliana audu kultiram nav noveérota transpong&jamo elementu (TE) aktivitate (Jiang
et al. 2011). Par iemeslu tam ir citada genoma arhitektiira un vismazakais genoms augu vidd. Ir
izpétits, ka no in vitro kallusa kultiiras iegiitiem risiem ir vismaz 13 aktivas TE saimes, kas
izraisTjuSas 34 jaunas insercijas (Sabot et al. 2011). Saja pétijuma visaktivakie no TE ir identificétie
LTR retrotranspozoni — astonas gimenes, kas izraisija 22 mutacijas. /n vitro apstaklos galvenokart
uzmaniba tiek veltita retrotranspozicijas pakapei kultiiras, kur ir notikusi Stnu diferenciacija.
Tomer ir pieradits, ka augiem retrotranspozicija audu kultiira var notikt arT nenotiekot Stnu

diferenciacijas procesam (Yamashita, Tahara 2006).
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Somakmnéf;s variacijas
3. attels. Oksidativa stresa izraisitu somaklonalo variaciju mehanisms audu kultiira.
Figure 3. Mechanism of somaclonal variation in micropropagated plants as a result of oxidative
burst upon in vitro culture. (Krishna et al. 2016)

TE ekspresija un transpozicija ir saistita ar genoma epigenétiskajiem kontroles
mehanismiem, kas ir nepiecieSami normalai genoma darbibai (Le et al. 2015). TE transkripcionala
aktivéSanas un transpozicija notiek dazadu stresa faktoru ietekmé, kamér normalos apstaklos TE ir
neaktivi (Wessler 1996). TE parasti ir klusinati ar metilacijas mehanismu palidzibu, visbiezak
neaktivo TE klasteri atrodas starpgénu rajonos un ir saistiti ar heterohromatina veidosanos (Le et
al. 2015).

Géni, kas atrodas TE tuvuma var tikt metiléti kopa ar TE noteiktajos apstaklos, tada veida
ietekmgjot génu darbibu (Tenaillon ef al. 2010). Paslaik plasi tiek pétita nekod&joso RNS molekulu
ietekme genu regulacija, daudzi nekodg€josie RNS tiek veidoti pateicoties vairs neaktivo TE

motiviem, kuri saglaba sp&ju inici€t ekspresiju. Génu darbiba var tikt dazados veidos ietekméta ar
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TE parvietoSanos: génu sekvencu bojasana TE ietekmé izsléedz géna produkta veidoSanos vai
veidojas defektivs proteins; TE ieslégSana géna introna sp& mainit géna splaisingu vai noteiktajos
apstaklos veicinat alternativo produktu veidoSanos; transpozicija var izjaukt dazadus géna darbibu
regulativos motivus vai ar1 pievienot regulativus motivus; TE transpozicija pret€ja orientacija géna
3’ rajona spg€j inici€t apversto géna transkriptu veidosanos, Sie transkripti sp€j saistities ar parasto
transkriptu laicigi inaktivgjot to; TE sastava esoso vienado regulativo motivu izplatiba génu rajonos
spg&j apvienot génus regulativos tiklos (Wessler 1998; Feschotte 2008), turklat savvalas augiem ar
izteiktu pielagoSanos vides apstakliem, Sie tikli var biit savstarp€ji reguléti ar nekod€joso RNS
starpniecibu un atkarigi no TE lokalizacijas génu UTR vai intronos (Voronova et al. 2020). TE tiek
arT atrasti svarigo konstitutivo génu sastava, kas norada uz dalibu jauno génu veidoSana un tatad
evolucijas procesos (Feschotte et al. 2002; Gao et al. 2015; Lee et al. 2019).

Audu kultiiras apstakli rada augam oksidativo stresu (Krishna ef al. 2016). Ta ietekmé var
aktivizéties TE (Wessler 1996), ka ari paaugstinaties rekombinacijas frekvence (Wang, Wang
2012). Sis strukturalas izmainas ir iesp&jams parbaudit izmantojot iPBS markierus, kas amplifice
rajonus starp tuvu eso$am LTR sekvencém (Kalendar ef al. 2010). Ja augi ir pavairoti vegetativi,
tad to genotipam in vitro un dabiskajos apstaklos jabiit vienadam. Ja ir notikuSas genoma izmainas,
tad tas atspogulosies ka atSkirigs iPBS fragmentu amplifikacijas profils, noradot uz genoma
iesp€jamo nestabilitati. iPBS markieri ir sekmigi izmantoti arT retas un aizsargdjamas Igaunijas
rugtlapes (Saussurea esthonica) dabisko populaciju genétiskas daudzveidibas noteik$ana (Gailite

2012).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Petijjuma objekts

Par pétijuma objektu izv€l&jas E. maritimum, jo ta ir Latvija reti sastopama kapu biotopa
suga, kuras izplatiSanas un pastavésanas iesp€jas ir apdraudétas. Lai eksperimentali parbauditu
sugas sp&ju vairoties vegetativi ar pazemes dalam, veica no dabiskas atradnes iegiitu
mikrospraudenu dezinficéSanu ar HgCl, un NaClO $kidumiem un ievadiSanu in vitro. Veica arl
ieglito E. maritimum saknu $kérsgriezumu anatomisko izpé&ti, lai parliecinatos par vegetativas
vairoSanas strukttiru klatbiitni. Lai ieglitu sugas pavairoSanai piemérotako audu kulttiru barotnes
sastavu, veica eksperimentu ar in vitro ilgstosi uzglabatu E. maritimum augu materiala pavairosanu,
izmantojot barotnes ar dazadam augSanas regulatoru, slapekla un saharozes koncentracijam.
Eksperimenta izmantotie augi iegtiti no NBD kolekcijas [audu kultiiru kolekcijas numuri — 911,
913,915, EM11, EM4 | un to, ka arT saknu mikrospraudenu ievadiSanu veica Nacionala botaniska
darza Augu ekofiziologijas laboratorija. Pirms eksperimenta uzsakSanas augus pavairoja audu
kulttra, atdalot sandzinumus un parstadot tos mégenés ar agarizétu 1/2 Murashige & Skoog
bezhormonu barotni (1. pielikums). ParstadiSanu veica divas reizes, lai noverstu iesp&jamibu, ka
iepriek$€jo barotnu sastavs ietekmé eksperimenta rezultatus. Eksperimenta izmantoja atlasitu
vienveidigu dzinumu materialu. Lai parliecinatos par in vitro ilgstosi uzglabata materiala gengtisko
stabilitati, no izmantotajiem NBD kolekcijas merikloniem, ka ar1 dabiskaja atradné ievaktiem
paraugiem izdalija DNS. Izmantojot iPBS praimerus veica iegtita DNS materiala genétisko analizi.
Darba genétikas dalas izstradi veica Latvijas Valsts mezzinatnes institita “Silava” (LVMI)

Gengtisko resursu centra.
2.2. Anatomisko griezumu pagatavoSana un izpéte

E. maritimum dabiskaja atradn€ Uzava 2020. gada rudeni ievaca tas saknu materialu, kas péc
vétras bija atrauts no augiem un izkliedets liedaga. To ievaca ar mérki eksperimentali parbaudit,
vai E. maritimum sakném piemit sp&ja veidot jaunus dzinumus. Merkis bija ievadit saknu
fragmentus audu kultiira, bet pirms tam iegitajam materialam veica anatomisko griezumu
pagatavoSanu un izpé€ti, lai parliecinatos, vai tas satur struktiiras, kas pieme&rotas jaunu dzinumu
veidoSanai.

Saknu anatomijas izpé€tei izmantoja ar rokas mikrotomu un bardas nazi pagatavotus pagaidu
preparatus. Atlasitos labakos griezumus novietoja uz priekSmetstiklina un krasoja ar astra zila un

safranina maistjumu. Neparkoksnétie Stinapvalki iekrasojas kosi zili, bet parkoksnétie — violeti
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(Braune et al. 1999; Megre et al. 2004). Krasu skaloja ar ideni un etanolu. Kad krasa bija noskalota,
uzpilinaja pilienu Gidens un parklaja ar segstiklinu.

Preperatus aplikoja un ieguva att€lus ar gaismas mikroskopu Leica DM5500B un digitalo
kameru Leica DFC490. legitos attelus apstradaja ar Inkscape vektoru grafikas apstrades

programmu (Inkscape Project, 2020. Inkscape, Available at: https://inkscape.org.).
2.3. Saknu mikrospraudenu ievadiSana in vitro

E. maritimum saknu ievadiSanas eksperimentu audu kultuira veica ar primaro meérki
eksperimentali kontrol&tos laboratorijas apstaklos parbaudit, minétas sugas saknu sp&ju veidot
jaunus vegetativos dzinumus, respektivi, speju vegetativi vairoties ar sakném. Ka arT, ar sekundaro
meérki iegiit kolekcija péc iesp&jas genétiski tuvaku materialu dabiski Latvija sastopamajiem
individiem. levadiSanas eksperimentus veica divas reizes — septembri, uzreiz péc ievakSanas, un

janvari, p&c aukstuma perioda.

1. tabula. Saknu materiala sagatavoSana in vitro pavairosanai.

Table 1. Preperation of root material for in vitro propogation.

SagatavoSana dezinfekcijai un ievadiSanai

1. | Saknes sagrieza aptuveni 2 cm garos posmos.

Tr1s reizes mazgaja ziepjideni (kopa ~ 30 min).

2
3. | Noskaloja ar destilétu tdeni.
4. | Vairakkart apstradaja ar vieglu kalija permanganata Skidumu, Iidz Skidums vairs

neatkrasojas.

5. | Noskaloja ar destilétu tdeni.

Dezinfekcija un ievadiSana in vitro

(darbu veica ar UV gaismu 30 min izstarota laminaras gaisa pliismas boksa):

1. | Saknu fragmentus sterilizéja ar ACE balinataja Skidumiem attiecibas 1:1 un 1:2, ka ar1 0,1%

HgCl> skiduma 5 min.

2. | P&c sterilizacijas fragmentus skaloja tris reizes ar sterilu tideni, secigi — 5; 10 un 15 min.

3. | Fragmentus ar skalpeli sagrieza aptuveni 5 mm garos posmos un ievietoja mégenés, kas

saturgja sterilu MS 1/2 barotni (1. pielikums).
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Mgégenes novietoja audzéSanas telpa ar maksligo apgaismojumu (16 h gaismas periods, 40
umol m™ s™! fotosint&tiski aktivas radiacijas fotonu pliismas blivums) istabas temperatiira (~22 °C).
Vairaku méneSu garuma regulari apsekoja augu, lai konstatétu, vai ir notikusas ar€ji redzamas
fiziologiskas izmainas vai paradijusas infekcijas. Katra méginajuma ieguva vismaz 20 mégenes,

katru ar vienu saknes fragmentu.
2.4. E. maritimum pavairo$ana in vitro

Lai parbauditu un giitu prieksstatu par piemérotako sugas pavairoSas audu kultiiru barotnes
sastavu, veica eksperimentu, kura novéroja E. maritimum eksplantu fiziologisko reakciju pret
dazadam saharozes, slapekla (N) un augSanas regulatoru koncentracijam in vitro apstaklos. Veica
divus audu kultiiru eksperimentus. [zmantotais augu materials sakotngji tika iegtits no s€klam, kas
ievaktas Uzavas atradn€ un ievaditas audu kultura. /n vitro apstaklos materials tika uzturéts vairak
neka desmit gadus, izmantojot minimalas iejaukS$anas strateégiju.

Pirmaja eksperimenta izmantoja MS barotnes ar tris dazadam N avota koncentracijam.
Katram variantam pievienoja vienu augSanas regulatoru (meta-topolinu [top], BAP [ba], zeatinu
[zeat], iP, kinetinu [kin]) koncentracija 0,25 vai 0,5 mg L' (2. tabula). Attiecigi ieguva 30
eksperimenta barotnu variantus. Kopa izmantoja 322 mégenes ar augiem. Otru eksperimentu veica
ar mérki noteikt labako eksplantu apsaknoSanas barotni, kur tika izmantotas MS barotnes ar tris jau
ieprieks izmantotajam N un C avotu koncentracijam un divam BAP koncentracijam — 0,25 un 0,5
mg L~!. Kopa izmantoja 97 mé&genes ar augiem. Par eksplantiem abos eksperimentos izvélgjas
vizuali vienveidigu augu materialu — lapu rozeti ar vismaz divam lapam, bez manamiem
sandzinumiem. Barotn€m izmantoja 15 cm augstas stikla mé€genes ar 2 cm diametru un folijas
vakiem. Pirms izmato$anas, lai mégenes ar barotném biitu sterilas, tas autoklavéja 1,5 atm 100 °C.
Augus ménesi kultivéja audzeSanas telpa ar maksligo apgaismojumu (16 h gaismas periods, 40

pumol m2 s™! fotosintétiski aktivas radiacijas fotonu pliismas blivums) istabas temperatiira (~20 °C).

2. tabula. Eksperimenta barotn&s izmantotas slapekla un oglekla avota koncentracijas.+

Table 2. Used concentrations of nitrogen and carbon source for nutrient media.

ApzIm&jums N avots (mg L) Saharoze (mg L")
MS NH4NO3 - 1650; KNO3 — 1900 30
1/2AMS NH4NO; - 825; KNO3 — 1900 20
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1/2ABMS NH4NO3 - 825; KNOs3;—- 800 20

Augu attistibas morfologiskos parametrus noteica, ménesi p&éc eksperimenta uzsaksanas. Tie
bija kallusa attistiba vertéta pakapes [1-3,5] (9. att€ls), sandzinumu skaits, saknu skaits un saknu
garums (pakapes [1-3], kur 1 — loti Tsas saknes, 2 — aiznem pusi barotnes augstuma, 3 — tiecas lidz
mégenes dibenam) (9. attéls). Datus apstradaja, izmantojot RStudio vidi (RStudio Team (2020).
RStudio: Integrated Development for R. RStudio, PBC, Boston, MA URL http://www.rstudio.com/).

2.5. DNS izdaliSana

Lai parbauditu in vitro ilgstosi uzglabatu augu genétisko stabilitati, no tiem vispirms
nepiecieSams izdalit DNS. Augu materialu ieguva no NBD in vitro audzetu E. maritimum eksplantu
lapam (58 paraugi, to skaita seSiem veica biologiskos atkartojumus) (4. tabula). Kontrolei

izmantoja dabiskaja atradn€ UZzava augosu augu lapas (13 paraugi), kas tika ievaktas 2021.gada

—-80 °C.

DNS no augu lapam izdalija pé&c CTAB metodes (Padutov et al. 2007) ar nelielam
modifikacijam (3. tabula), kopa izdalot DNS no 58 in vitro paraugiem un 13 Uzava ievaktiem
paraugiem. legutajiem paraugiem ar NanoDrop8000 spektrofotometru noteica koncentracijas un
tiribas pakapi. Ja 260/280 nm absorbciju attieciba bija zemaka par 1,80, tad paraugus attirija ar
polivinilpolipirolidonu (PVPP). No iegiitajiem paraugiem izmantojot noteiktas koncentracijas, ar

TE buferi atikaidtja darba $kidumu, kur DNS koncentracija bija 50 ng uL™".

3. tabula. DNS izdaliSanas protokols peéc CTAB metodes.
Table 3. CTAB protocol of DNA extraction.

1. | 2 mL stobrinos ar augu materialu ievietoja nertis€josa térauda bumbinu, pievienoja 150 pL

ekstrakcijas bufera un ievietoja kratities homogenizatora ( ~1 min 29 Hz; Retsch).

P&c kratiSanas 1si centrifug€ja un pievienoja Iidz 850 pL ekstrakcijas bufera (2. pielikums).

Stobrinus ar paraugiem inkubgja tidens termostata 65 °C 30 min.

P&c inkubacijas pievienoja 900 puL hloroforma un samaisija.

Paraugus centrifuggja 20 min pie 12000 rpm, supernatantu parnesa jauna 2 mL stobrina

ISAY Il Bl o

Paraugiem pievienoja lidz 65 °C uzsilditu 5x CTAB buferi (2. pielikums) 1/5 no
supernatanta tilpuma un samaisija, vairakkart apgriezot otradi, tad inkubgja idens

termostata 10—15 min.

23



7. | Péc tam pievienoja hloroformu attieciba 1:1 un kratija 3—5 min, tad centrifug€ja pie

maksimalajiem apgriezieniem 20 min.

8. | Péc centrifugacijas supernatantu parnesa 1,5 mL stobrina, tam pievienoja izoproponolu

70% no tilpuma un invertgja.

9. | Paraugus inkub&a 20-30 min istabas temperatiira vai 4 °C, p&c tam centrifug€ja pie

maksimalajiem apgriezieniem 20 min.

10. | No storbina izlgja Skidrumu, taja palika DNS nogulsnes, kuras mazgaja ar 1 mL —20 °C

70% etanolu.

11. | Storbinus centrifuggja pie maksimalajiem apgriezieniem 3—5 min, nol&ja visu Skidrumu,

atkartoja mazgasanu ar 70% etanolu, tad izzaveja.

12. | Kad spirts izgaroja, pievienoja 100 uL TE bufera (3. pielikums), ievietoja 4 °C uz 24 h, lai
DNS izskistu.

4. tabula. legtito DNS paraugu skaits un izcelsme.

Table 4. Number and origin of DNA samples obtained.

Kolekcijas meriklona nr. Paraugu skaits Izcelsme

915 16 Latvija (Uzava)
914 18 Latvija (Uzava)
913 19 Latvija (Uzava)
EMI11 4 Italija

EM4 1 Vacija

Uzava (dabiska atradne) 13 Latvija (Uzava)

Ar NanoDrop8000 (ThermoFisher scientific) spektrofotometru noteica iegtito paraugu DNS
koncentracijas un tiribas pakapes péc 260/230 nm absorbciju attiecibas. Par tiru DNS liecina
absorbciju attiecibu vertiba pie 260/230 nm vismaz 1,80 (Sambrook et al. 1989; Thakuria et al.
2008). Paraugus, kam 260/230 nm attieciba bija zemaka par 1,60, attirija ar PVPP (5. tabula).

24




5. tabula. DNS attiriSana ar PVPP (modificéts no Picard et al. 1992; Tessonnicre et al. 2009;
Rubio-Pifia, Zapata-Pérez 2011).

Table 5. Purification of DNA with PVPP.

1. | DNS tilpumu palielinaja 1idz 400 pL ar TE buferi.

2. | Pievienoja neskistoso PVPP (polyvinyl polypyrrolidone, crospovidone; E1202;

1-ethenylpyrrolidin-2-one), apmaisija un inkub&ja 65 °C 20 min.

3. | Centrifuggja ar maksimalajiem apgriezieniem 10 min un parnes $kidumu jauna stobrina.

4. | Pievienoja attieciba 1:1 hloroforma/izoamilspirta (24:1) maistjumu, sakratija 30 s,

centrifuggja ar maksimalajiem apgriezieniem 20 min.

Pievienoja 0,1 tilpumu natrija acetata (3M) un uzmanigi apmaisija.

Pievienoja divus tilpumus ledusauksta 96% etanola.

Inkubgja —20 °C vismaz 2 h.

I B Y

Attirfja nogulsnes ar 800 pL auksta 70% etanola, centrifugéja 10 min dzes€joSaja

centrifiigd, lai nezaudétu nogulsnes. Nolgja atlikuSo etanolu.

9. | Zavgja 5 min sterilos apstaklos.

10. | Skidinaja nogulsnes 50 uL TE bufera (3. pielikums).

Péc attiriSanas atkartoti veica mérjjumus ar spektofotometru NanoDrop 8000. Iegiitos
koncentraciju rezultatus izmantoja paraugu atskaidiSanai Iidz 50 ng pL~"' . Cetrus paraugus, kuros
DNS koncentracija nebija pietickama atbilstosas darba Skidumu koncentracijas iegiiSanai,

neizmantoja.
2.6. iPBS praimeru atlase un amplifikacija

Darba izmantoja praimerus, kas min&ti Kalendar et al. (2010) protokola. Sakotngji, izmantoja
astonus DNS paraugus, veica polimerazes k&des reakciju (polymerase chain reaction, PCR) testu
ar visiem pieejamajiem darba minétajiem praimeriem (kopa 17) (8. tabula). Sakotngji reakcijas
produktu amplifikaciju parbaudija ar agarozes géla elektroforézi (90 min, 90 V), izmantojot 1,7 %
agarozes g€lu iekrasotu ar etidija bromidu TAE bufert (4. pielikums). Noskaidroja, ar kuriem
praimeriem notika veiksmiga amplifikacija E. maritimum paraugos (kur§ praimeris amplificé
spilgtas un skaidri atSkiramas vairakas joslas) (5. pielikums). Analizét paraugus bija paredzets ar
kapilaras elektroforézes iekartu Labchip GX-touch (PerkinElmer), tapec veiksmigi izdevuSos
amplifikacijas produktus analiz&ja arT ar So metodi. Balstoties uz Labchip kapilaras elektroforézes

datiem, izvélgas astonus iPBS praimerus (6. tabula). Polimorfas informacijas satura

25



(Polymorphism Information Content, PIC) vertibas praimeriem aprékinatas ar formulu PIC =1 —
(p? + ¢°) pec Singh, Singh 2015. P&c PIC vértibas var pateikt, cik piem&rots praimeris ir genétiskas

daudzveidibas noteikSanai — jo augstaka vertiba, jo piemérotaks praimeris.

6. tabula. Atlasitie iPBS praimeri un to PIC vértibas.
Table 6. Selected iPBS primers and their PIC values.

Praimeris Sekvence 3°-5° PIC vertiba
2081 GCAACGGCGCCA 0,12
2095 GCTCGGATACCA 0,12
2220 ACCTGGCTCATGATGCCA 0,11
2374 CCCAGCAAACCA 0,06
2378 GGTCCTCATCCA 0,16
2380 CAACCTGATCCA 0,06
2384 GTAATGGGTCCA 0,21
2385 CCATTGGGTCCA 0,01

7 tabula. NepiecieSamie PCR reagenti (¥pievieno pédgjos)

Table 7. Reagents required for PCR preperation (*added last)

Reagents Tilpums 1x paraugam (pL)
ddH>0O 15,48

Dream Taq 10xBuferis 2,5

MgClz (25mM) 0,5

DMSO 1,5

dNTPs (0,2 mM) 0,3

Praimeris (10 uM) 2,5

Dream taq polimeraze™ 0,2

Pfu polimeraze* 0,02

DNS (50ng/uL) 2

Dream Tagq polimerazes (TFS) un Pfu polimerazes (TFS) PCR reagentus (7. tabula) sagatavoja ar
UV apstarota laminaras gaisa pliismas boksa ar atdzes€tiem paliktniem un reagentiem péc
protokola aprakstita (Kalendar et al. 2010). Udeni molekularam analizém (ddH,O) pagatavoja,

izmantojot filtrétu dejonizetu tideni, kas sterilizéts autoklava 20 min 120 °C un atdzeséts. Péc tam
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So ideni apstradaja ar 0.01% DEPC inkubgjot 8 h un atkartoti autoklavéja 20 min 120 °C. Atdzesetu

to fas€ja 2 mL stobrinos un uzglabaja saldétava.

8. tabula. iPBS PCR reakcijas apstakli.
Table 8. iPBS PCR reaction.

Sakotngja denaturacija 95°C 3 min
40 cikli Denaturacija 95 °C 15s
Praimeru pielipSana 50 °C 60 s
Elongacija 68 °C 60 s
Beigu elongacija 72 °C 20 min
Uzglabasana 4°C

2.7. iPBS produktu analize

Iegiitos PCR produktus analiz&ja ar kapilaro g€la elektroforézi mikrofluidiska sisteéma
LabChip-GX touch (PerkinElmer). Izmantoja Cipa reagentus DNA 5K Reagent Kit (PerkinElmer)
un DNA 5K/RNA/CZE ¢Cips (PerkinElmer), kas tika sagatavoti atbilstoSi razotaja instrukcijam (9.
tabula). Katra praimera iPBS paraugus atSkaidija atbilsto$i ieprieks€ja testa rezultatiem.
Mikrofluidiska sistéma lauj veikt augstas veiktsp&jas analizes izmantojot niecigus paraugu
apjomus, kas bitiski paatrina fragmentu garuma analizi. Tapat §1 sisteéma lauj izmantot vairakas
garuma kontroles precizai fragmentu garuma noteikSanai — viena kontrole tiek panemta kopa ar
katru paraugu, bet otra — ik pa 12 paraugiem. Visus paraugus analizgja ar vienu Cipa sagatavi, lai

noverstu iesp&jamas atskiribas fragmentu migracija izmantoto reagentu dgl.

9. tabula. LabChip-GX touch ¢ipa sagatavoSana un izmantoSana.

Table 9. Preperation and use of LabChip-GX touch chip.

Cipa sagatavosana (pirms ¢&ipa pildiSanas to un paredzétos reagentus inkubgja istabas

temperatiira 20—30 min).

1. Ar vakuumsiikni nostica buferi no Cipa tvertném, skaloja aktivas Cipa tvertnes 2x ar
ddH20; ar 70% izopropanolu attirija detekt€Sanas lodzinu no abam pusém, pildija Cipu

ar reagentiem.

2. DNS krasvielu vorteksgja 15 s. Pievienoja 6,5 pL krasvielas stobrinam ar 500 puL. DNS

g€la matricu. Vorteks€ja 15 s, 1si nocentrifuggja. Parnesa maisijumu uz komplekta
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centrifug@Sanas koloninu. Centrifuggja 9300 rcf 8 min., atzZimgja sagatavosanas datumu

uz saniem, glabaja tumsa 4 °C Iidz 3 nedélam.

3. DNS garuma markieri vortekséja 10 s, centrifugéja. Eppendorfa pievienoja 12 pL
markiera pie 108 uL I1mM EDTA bufera. Samaisija vorteks&jot, centrifuggja, uzmanigi
parnesa 120 pluz 0,2 mL komplekta stobrina (bez vacina), ievietoja tam paredzetaja vieta

plates nodalijuma blakus buferim.

4. Bufera stobrina iepildija 750 uL 1 mM EDTA buferi bez burbuliem, ievietoja to tam

paredz€taja vieta aparata (plates nodalijuma).

Cipa uzpilde.

1. Izmantojot reversas pipet€sanas tehniku, pievienoja 75 pL (min.50 puL) gela-krasvielas

sagataves Cipa 3., 7., 8. tvertn€ un 120 puL (50 pL) 10. tvertné

2. DNS markiera maistjumu vorteksgja, 1si centrifuggja. 120 uL DNS markieri pildija 4.

tvertné. So tvertni papildinaja ik péc 240 paraugiem, jo tas izlietojas darbibas laika.

3. Parliecinajas, vai tvertne Nr. 1. ir tukSa, vai Cipa tvertnes malas ir sausas, uz detektéSanas

lodzina nav puteklu/netirumu.

4. Uz aparata ekrana atzimé&ja “Unload Chip”, ielika ¢ipu aparata ta, lai kapilars trapa bufera
tvertne.
5. Atzime “unload plate”, ievietoja sagatavoto 96 paraugu plati. (DNS garuma markieri un

bufera tube jau ielikti). Konfigur&ja analizi un palaida analizi ar pogu “Run”.

2.8. iPBS rezultatu analize

Rezultati tika analizeéti ar LabChip-GX programmatiiru v.4.2, kas biitiski atviegloja un lava
standartizét fragmentu analizi. Noteica tikai tos fragmentus, kuru koncentracija tika noteikta
augstaka par 0.2 (ng pL'). Datu kopas tika analizéta izmantojot populaciju gengtiskas analizes
programmatiiras pielikumu Microsoft Excel — GenAlEx programatiirai (Peakall, Smouse 2012),
tika veikta al€lu frekvencu, heterozigositates, polimorfisma, molekularas variances un genotipu
analize, ka arT aprékinatas markieru PIC véribas.

Visas kopas tika analizétas - GenAlEx 6.5 (Peakall, Smouse 2012).
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3. REZULTATI

3.1.Anatomisko griezumu izpéte

Lai parliecinatos, vai ievaktajas E. maritimum sakngs ir atrodamas jaunus dzinumus
veidojosas struktiiras, veica liedaga ievakta materiala anatomisko griezumu sérijas. To darTja divas
reizes. Pirmo reizi rudeni nesen ievaktam sakném (5. attéls B). Saja laika arf veica pirmo saknu
ievadiSanas eksperimentu audu kultiira. Otro reizi janvari, péc aukstuma perioda 4 °C (5. attels C,
D), Saja laika arT veica saknu ievadiSanas audu kultiira eksperimentu. P&c iegiitajos Skérsgriezumos
redzama centra (4. attéls A) konstat€ja, ka izmantotais materials anatomiski ir saknes, jo centra

nebija serdes.

e S S
. N A : .‘ 2 . 3 ¥ ¥ D 4
4. attels. E. maritimum saknes Sk€rsgriezuma centrs (x5). Centralais cilindrs (A), pericikls (B),

koksnes stars (C), traheja (D).
Figure 4. Cross section of E. maritimum root center (x5). Vascular cylinder (A), pericycle (B),

xylem ray (C), vessels (D).
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(C) E. maritimum saknes Skersgriezums péc aukstuma perioda, (D) kambija zona. (M&rogs — 10

uM).

Figure 5. (A) used roots of E. maritimum,,; (B) cross section of fresh E.maritimum roots before,

(C) cross section of E. maritimum roots after cold storage, (D) area of cambium. (Scale - 10 uM).

Pirmaja griezumu s&rija, ko veica rudeni (5. att€ls B), salidzinot ar otro ziemas griezumu
seriju (5.att€ls C, D), bija manamas atskiribas. Rudens griezumos starp koksnes staru un segaudiem
bija parenhima — noapalotas daudzstiirainas S$iinas. Ziemas griezumos konstat€ja izmainas — péc
aukstuma perioda starp koksnes staru un segaudiem bija novérojamas kambija Stinas, nevis
parenhima (D).

Secinaja, ka no E. maritimum sakném veidojas morfologiskas struktiiras, kas piemé&rotas
jaunu dzinumu veidoSanai — Saja gadijuma no koksnes stariem. Citadi griezumos redzamais
neatskiras pirms un péc aukstuma perioda. Nevar izslégt iesp€ju, ka kambijs bija izveidojies jau
pirms aukstuma perioda. Tomér $aja gadijuma svarigi, ka kambija klatbiitne saknu Sk&rsgriezumos

tika konstatéta.
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6. attels. E. maritimum koksnes stars (x10). Vadaudu elementi (K), kristalu driizas (H), sveku
ailes (G).
Figure 6. Xylem ray of E. maritimum. (x10) Tracheids (K), druse crystals(H), resin canals (G).

7. attéls. (A) E. maritimum saknes, ar sarkanu noraditas potencialas jauno dzinumu vietas, (B)
izrakts E. maritimum eksemplars no NBD ara ekspozicijas.
Figure 7. (A) roots of E. maritimum, red indicates potential sites for young shoots, (B) E.

maritimum specimen from NBD outdoor exposition.
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Pirmaja griezumu sérija saknu Skérsgriezumos konstatéja koksnes staru (6. attéls), ar vadaudu
elementiem — traheidam — ta sastava (K). To sekundarie Stnapvalki bija uzbiezinati gredzenu vai
spiralu veida. Ap koksnes staru atradas daudz sveku ailu (G) un kristalu driizu (H). No NBD
apstadijumiem izraka E. maritimum eksemplaru, kas ieguts in vitro pavairoSanas rezultata (7. att€ls
B). Konstatgja, ka ta pazemes dalas tiecas gan dziluma, gan uz saniem. Ar sarkanu atzimetas dalas
uzskatfja par potencialajam jauno pumpuru vietam (A). Anatomisko griezumu iegliSana

koncentrgjas uz $o potencialo jauno dzinumu zonu izpéti.

3.2. Saknu mikrospraudenu ievadiSana in vitro

8. attéls. (A) inficeti saknu fragmenti p&c apstrades ar NaClO, (B) infic&ti saknu fragmenti p&c
apstrades ar HgCl, (C) apstrade ar KMnOs skidumu, (D) neinficéts saknes fragments péc
apstrades ar HgCl,.

Figure 8. (A) infected root fragments after treatment with NaClO, (B) infected root fragments
after treatment with HgCly, (C) treatment with KMnOs, (D) uninfected root fragment after
treatment with HgCla.
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Ar mérki eksperimentali kontrol€tos apstaklos parbaudit E. maritimum saknu sp&ju veidot
jaunus dzinumus, veica saknu materiala in vitro ievadiSanas eksperimentus. Saknu dezinfekcijas
metodi izvelgjas nemot vera 11dzsingjo laboratorijas pieredzi ar Iidziga tipa materialu. Materiala
dezinfekcijai tika izmantoti tris varianti — apstrade ar 0,1% HgCl, un NaClO, kas atSkaidits ar
sterilu Gideni attiecibas 1:1 un 1:2.

No Siem dezinfekcijas panémieniem neviens nebija pietieckami efektivs, lai in vitro ievaditu
atbilstoSu daudzumu materiala eksperimenta turpinasanai. Abos ievadiSanas méginajumos katra
ieguva vienu mégeni bez infekcijas péc apstrades ar HgCl, (8. attéls, D). Novérotas infekcijas
galvenokart bija sénu izraisitas (A, B).

Tomeér kopa divus saknu fragmentus izdevas ievadit bez infekcijas, izmantojot 0,1% HgClo.
Attiecigi So dezinfekcijas metodi varétu uzskatit par piemerotako E. maritimum saknu ievadiSanai

in vitro.
3.3. PavairoSana in vitro

P&c ménesa audzesanas eksperimenta barotn€s ar dazadiem augsSanas regulatoriem noteica
tadus parametrus ka saknu garums, kallusa veidoSanas pakape un sandzinumu skaits. No tiem,

kallusa attistibu un saknu garumu noteica péc gradacijas (9. attéls).

9. att€ls. Saknu garuma un kallusa attistibas pakapes vizualizacija. (A) Skaitli parada saknu
garuma pakapes. (B) Skaitli parada kallusa attistibas pakapi.
Figure 9. Visualization of root length un callus development degree. (A) The numbers represent

degree of root length. (B) The numbers represent degree of callus development.
33



10. tabula. Pirma in vitro eksperimenta parametru p vértibas pec ANOVA.

Table 10. P values by ANOVA of the parameters of the first in vitro experiment.

Parametrs

Sandzinumu skaits

Kallusa pakape Saknu garums

<2e-16 ***

< 2e-16%** 2.52e-06%**

p vertiba péc ANOVA

Pirmaja eksperimenta iegiitajam vertibam veica ANOVA testu, lai uzzinatu, vai p veértibas (<

0,05) liecina par nozimigam rezultatu atSkirtbam (10. tabula). Eksperimenta tieSais mérkis bija

noskaidrot dazadu augSanas regulatoru un slapekla koncentraciju ietekmi uz E. maritimum

pavairoSanas iesp€jam in vitro, tapec izveidoja boxplot grafikus, kuros atteloja kallusa veidosanas

pakapi un sandzinumu skaitu, jo tie ir nozimigakie augu atras pavairoSanas aspekti (10., 11. attéls).
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10 attels. Kallusa veidoSanas pakape atkariba no izmantotas barotnes un augsanas regulatora.

Figure 10. Degree of callus formation depending on the medium and the growth regulator used.

Lielako vid&jo sandzinumu skaitu ieguva, izmantojot 1 mg L' topolinu, nedaudz mazaks

skaits bija ar 0,5 mg L! topolinu, 0,5 mg L' BAP un 1 mg L' BAP. Augstakas kallusa attistibas
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pakapes ieguva, izmantojot zeatinu. Pie tik izteiktas kallusa veidoSanas jauni sandzinumi
neveidojas. Zemakas kallusa pakapes ieguva, izmantojot kinetinu, kas nestimul&ja art sandzinumu
veidoSanos. Ar pargjiem augsanas regulatoriem kallusa pakapes vertibas bija no divi lidz tris, bet
kopuma vairak mazaku vértibu ieguva, izmantojot zemaku koncentraciju (0,5 mg L™!). Biitisku

slapekla un saharozes koncentracijas ietekmi nekonstatéja.
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11. att€ls. Sandzinumu skaits atkariba no izmantotas barotnes un augsanas regulatora.

Figure 11. Number of side shoots depending on the medium and the growth regulator used.

Otraja eksperimenta iegiitos datus sadalija péc ta, kada bija izmantota pamatbarotne un kada
BAP koncentracija, iegistot trTs grupas péc pamatbarotnes — MS, 1/2AMS un 1/2 ABMS, un divas
grupas péc BAP koncentracijas — 0,25 un 0,5 mg L~!. Eksperimenta mérkis bija noskaidrot, kada
ir piemérotaka BAP koncentracijas un pamatbarotnes kombinacija eksplantu apsaknoS$anas un

augSanas veicinasanai, ar noliiku sagatavot materialu izstadiSanai ex vitro.
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11. tabula. Otra eksperimenta parametru p vértibas péc ANOVA.
Table 11. P-values by ANOVA of the parameters of the second in vitro experiment.

Variants Sandzinumu Kallusa Saknu garuma Saknu

skaits pakape pakape daudzums
p vertiba péc 0,914 2,95957E-11 | 0,045192899 0,088372182
ANOVA

Otra eksperimenta datiem veica Kendall rangu korelacijas analizi un ieguva Cetras statistiski
bitiskas korelacijas — starp saknu garumu un N koncentraciju barotné (—0,20), saknu skaitu un N
koncentraciju barotné (-0,17), BAP koncentraciju un saknu garumu (-0,24), BAP koncentraciju
un kallusa pakapi (0,61), jo attiecigas p vertibas bija mazakas par noteikto butiskuma Itmeni (0,03;
0,04; 0,01 un 8.306e-11 < 0,05). Peéc ANOVA testa p vertibam nozimigas atSkiribas, izmantojot
eksperimenta barotnes, ieguva kallusa un saknu garuma pakapju attistibai (11. tabula).
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12. attels. Saknu garuma pakape atkariba no barotnu tipa un izmantotas BAP koncentracijas.
Figure 12. Degree of root length depending on the medium and the growth regulator and the

concentration of BAP used.
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13. attels. Saknu garuma pakape atkariba no pamatbarotnes.

Figure 13. Degree of root length depending on the medium used.
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14. attels. Kallusa veidoSanas pakape atkariba no barotnu tipa un BAP koncentracijas.
Figure 14. Degree of callus formation depending on the medium and the concentration of BAP

used.

37



101
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15. attels. Saknu skaits atkariba no pamatbarotnes veida.

Figure 15. Number of roots depending on the medium used.

Balstoties uz Kendall rangu korelacijas analizes iegiitajam statistiski biitiskajam korelacijam,
izveidoja boxplot grafikus ar §STm vértibam. Attiecigi att€loja saknu garuma pakapes un BAP
koncentracijas saistibu (12. attéls). Secinaja, ka zemaka BAP koncentracija (0,25 mg L) saknu
garuma pakapes bija lielakas. Turklat ieguva saistibu ar slapekla koncentraciju barotné — visvairak
garo saknu bija viszemakaja slapekla koncentracija (1/2 ABMS). Atteloja saistibu starp saknu
garuma pakapi un izmantoto pamatbarotni jeb slapekla koncentraciju barotn€, nenemot véra
pievienota BAP koncentraciju (13. att€ls). Rezultata visvairak paraugu ar maksimalo vertibu
ieguva, izmantojot 1/2 AMS barotni. Atteloja art BAP koncentracijas ietekmi uz kallusa attistibas
pakapi (14. attels), ka arT pamatbarotnes ietekmi uz saknu skaitu, neatkarigi no pievienotas BAP
koncentracijas (15. attéls). Secindja, ka pie augstakas BAP koncentracijas (0,5 mg L) iegiist
augstakas kallusa pakapes vertibas. Izteiktu slapekla koncentracijas ietekmi nenovéroja. Salidzinot
pamatbarotnes saistibu ar saknu skaitu, noveroja, ka kopuma pie zemakas slapekla koncentracijas
(1/2 ABMY) attistas vairak saknu. [zvertgjot visus aspektus, secindja, ka piemerotaka E. maritimum
in vitro apsakno$anas barotne ir 1/2 AMS vai 1/2 ABMS ar 0,25 mg L' BAP, jo $ados apstaklos

ieguva augstakas saknu attistibas vértibas un zemakas kallusa attistibas vertibas.
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3.4. Genétiskas stabilitates parbaude

Gengtiskajai analizei izmantoja 71 paraugu, no tiem cetri bija no Vacijas, viens no Italijas,
53 no in vitro kolekcijas (s€klas no Uzavas) un 15 no Uzavas atradnes. Ka ari, izv€lgjas devinus
piemerotakos praimerus, tiem amplifikaciju ar sekojoSu produktu garuma analizi atkartoja divas
reizes. Izmantojot kvalitativako no atkartojumiem, ieguva datu kopu no 127 lokusiem. P&c zemas

kvalitates piku iznems$anas no analizes, ieguva 115 lokusus (10% samazinajums).
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16. attels. (A) Labas kvalitates atkartojumu hromatogrammas, (B) atkartojumu hromatogrammas
ar ieveérojamu atskiribu.
Figure 16. Good quality replicate chromatograms, (B) replicate chromatograms with significant

difference.

Analizgjot amplifikacijas atkartojumus, atklaja 23% varigjosu lokusu, kas norada uz zemu
atkartojamibu starp analizém. Dala viena DNS parauga atkartojumu hromatorgammu ievérojami
atSkiras péc programmatiiras noteiktas vid€jas kop€jas produktu koncentracijas visiem paraugiem,
noradot uz kop&ju zemaku amplifikacijas kvalitati kada no atkartojumiem (16. attéls). Ta ka
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reagentu tilpumi un reakcijas apstakli bija nosaciti vienadi, Sis rezultats atspogulo pipeté$anas
atskiribas, iesp&jamas izmantoto reagentu atskiribas, Cipa sagataves iesp&jamas atkiribas nelielu
paraugu tilpumu analiz€ un rosina turpmak izmantot vismaz tris atkartojumus.

Lai parliecinatos par metodes atkartojamibu no in vitro augiem iegttajiem DNS paraugiem
veica biologiskos atkartojumus (t.i. DNS izdala no vairakam atseviskam viena auga lapam). Veicot
MM MS (multilocus matches analysis for binary (diploid) data) analizi ar 88 iegiitajiem lokusiem
starp biologiskajiem atkartojumiem visi iegitie genotipi bija unikali. PCoA (principal coordinate
analysis) testa ieguva grafiku ar izkliedétiem datiem (17. att€ls). Vadoties p&c Siem datiem, no

analizes izslédza Cetrus “nedroSos” lokusus, tapec turpmako analizi veica ar 84 lokusiem.
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17. attéls. Biologisko atkartojumu PCoA tests, izmantojot 88 lokusus.

Figure 17. PCoA test for biological replicates using 88 loci.

Salidzinot rezultatus starp in vitro uzturétajiem E. maritimum merikloniem tapat ka
biologiskajiem atkartojumiem PCoA testa, ieguva grafiku ar izkliedétiem datiem bez izteiktam
populaciju tendencém (18. attels). Ar MM MS testu ieguva seSus atkartojamus genotipus un 30
unikalus. Atkartojamie genotipi bija identiski dazadu meriklonu paraugiem. Tatad in vitro ilgstoSas
uzglabasanas apstaklos var€tu bt notikuSas somaklonalas izmainas. Tome@r ir nepiecieSamiba

pieveérst uzmanibu ar1 metodikas precizitates nepilnibam.
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18. attels. In vitro ilgstosi uzglabato meriklonu PCoA tests, izmantojot 84 lokusus.

Figure 18. PCoA test of in vitro long-term storage mericlones using 84 loci

Kopg€jo populaciju analizi veica gan izmantojot 88 lokusus (A), gan atlasitos 84 “droSos”
lokusus (B) (19. attéls). Analiz€ ar visiem lokusiem PCoA testa noveroja, ka atseviski grupgjas
Uzavas, Vacijas, Italijas un in vitro paraugi. Tomér starp in vitro paraugiem 913 meriklonam 10
paraugi, ka arT divi 915 meriklona paraugi izkliedeti grup&jas atseviski no pargjiem in vitro
paraugiem. Nobidi skaidroja ar datu iztriikumu konkré&tajos genotipos. Veicot PCoA bez Cetriem
“nedroSajiem” lokusiem kopg€ja tendence bija tada pati un minétie 913 un 915 meriklona paraugi

nenobidijas.
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19. attels. Kopgjais populaciju PCoA tests izmantojot 88 lokusus (A), 84 lokusus (B).
Figure 19. PCoA test of all populations using 88 loci (A), 84 loci (B).

Veicot PCoA testu ar vid€jiem populaciju rezultatiem, izmantojot 84 lokusus, ieguva grafiku,
kura cies$i grupgjas in vitro populacijas — 911, 913 un 91s. No tam savstarpgji tuvakas bija 915 un
911, kas ar fenotipiski atSkiras no 91;. UZavas, Vacijas un Italijas populacijas grafikos bija ar

lidzigu genétisko distanci pret in vitro populacijam.
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12. tabula Populaciju molekulara variance.

Table 12. Molecular variance of populations.

Molekulara variance, izmantojot 88 lokusus
Starp populacijam Populaciju ieksiene
42 % 58 %
Molekulara variance, izmantojot 84 lokusus
56 % 44 %
s okusi unikalie lokusi heterozigositate
80 0,140
70 - | - 0,120 o
60 - | I | 0,100 i®
20 | 0,080 $
T 40 - o
% 30 0,060 §
d | o
20 - | 0,040 E
10 0,020
0 - ~ 0,000
EM_11 4 91 1 91 5 91 3 Uzava
populacijas

20. attels. Populaciju heterozigositates raditaji.

Figure 20. Heterozygosity indicators of populations

Pec AMOVA (analysis of molecular variance) PhiPT testa ieguva salidzinoSi augstu,
molekularo varianci starp populacijam un to iekSieng (12. tabula), liecinot par daudzveidigam
populacijam. fq BAFL testa polimorfisma un fq BAPT testa heterozigositates rezultatos starp
populacijam bija atSkiribas daudzveidiba (20. attels). No in vitro glabatajiem merikloniem 913 bija
augstaka heterozigositate, lidzigi ka Uzavas izcelsmes paraugiem. Tomeér dabiskas Uzavas
populacijas heterozigositate bija nedaudz augstaka, liecinot par lielako genétisko mainibu starp

analiz€tajam populacijam. Tomér, nemot vera, ka 911, 91sun 915 populacijas veidoja kloni, iegiitie

rezultati noradija uz in vitro apstaklu izraisitam izmainam genoma.
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4. DISKUSIJA

Darba izstrades procesa parbauditas audu kultiru izmantoSanas iesp&jas E. maritimum
biologijas pétijumos. Viens no darba uzdevumiem bija eksperimentali parbaudit E. maritimum
vegetativo vairoSanos ar sakném. Lai to izdaritu veica ievadiSanas in vitro izméginajumu ar daba
ievaktam sakném. Pirms saknu ievadiSanas veica to anatomisko izpétiti, lai noskaidrotu, vai tas
satur struktiiras, kas liecinatu par adventivo pumpuru veidoSanos.

Augu sakn@s ir sastopami divu veidu adventivie pumpuri — papildus (additional) un
reperativie (reperative) (Bosela, Ewers 1997; Hayashi et al. 2001; Appezzato-da-Gloria et al.
2008). Papildu pumpuri veidojas nesavainotu saknu agrinas augsanas laika. Tie saglabajas augot
uz aru kopa ar kambiju un tiem veidojas pumpuru p€das sekundaraja ksiléma. Reparativie pumpuri
veidojas de novo, reag€jot uz novecoSanos, ievainojumiem vai cita veida traucEjumiem. Tie
veidojas no kambija, pericikla vai parenhimas proliferacijas un tiem nav pumpura pédu sekundaraja
ksiléema. Papildu pumpuru klatesamiba liecina par vegetativo izplatiSanos ar pazemes dalam
(Bosela, Ewers 1997; Appezzato-da-Gloria et al. 2008).

Appezzato-da-Gloria et al. 2008. gada publikacija iegttajos att€los no Chresta
sphaerocephala saknu Sk€rsgriezumiem redzama adventivo pumpuru veidoSanas, lidzigi ka
redzams Saja darba iegiitajos Skérsgriezumos no E. maritimum sakném. Tatad var secinat, ka E.
maritmum sakném veidojas adventivie pumpuri, attiecigi notiek vegetativa izplatiba ar pazemes
dalam. Publikacija aprakstito Brazilijas savannas un klinSaino apgabalu augu sugu pazemes dalas
tiek devetas par ksilopodijiem (xylopodium). Pirmo reizi $adu terminu lietoja Lindman 1900. gada,
aprakstot augus, kam pazemes dalas ir koksnainas, bet virszemes dalas katru sezonu nomainas,
nelabveligos apstaklus parcieSot ar pazemes sisttmam (Appezzato-da-Gloria 2008). Tas ir
kompleksas struktiiras, kas var veidoties no vasas un saknes (Lopes-Mattos et al. 2013). Tie veido
jaunus dzinumus un lauj augiem izdzivot skarbos apstaklos. E. maritmum dzivotnu apstakli ir
lidzibas ar aprakstitajiem augiem, tapéc to pazemes dalu morfologijai un augsanas raksturam ir
daudz analogiju.

Literatura ir aprakstits, ka piesaknes un sansaknes veidojas endogéni, attistoties no saknes
centrala cilindra dzivas Siinu kartas jeb pericikla (Bumbura et al. 1967). Tapéc var pienemt, ka no
iegiitajos att€los redzamajam struktiram, kas veidojas no koksnes stariem, var attistities jauni
dzinumi un sugai piemit vegetativa vairoSanas ar saknu adventivajiem pumpuriem. Attiecigi ieguva

secinajumu, ka ir pamats talakiem E. maritimum saknu vegetativas pavairo$anas eksperimentiem,
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izmantojot audu kultiiras, iegiistot no tiem jaunus dzinumus caur tieSo organogenézi no saknu
adventivajiem pumpuriem.

Lidz §im literatira nav aprakstita £. maritimum saknu ievadiSana in vitro (Isermann, Rooney
2014). Bakalaura darba parbaudija, vai ir iespgjams izmantot daba ievaktus E. maritimum saknu
fragmentus ievadiSanai in vitro. Veica divus ievadiSanas eksperimentus, no kuriem katra tikai viena
meégené ar saknes fragmentu no vismaz 20 sagatavotajam nebija infekcijas ar séni vai bakteriju.
Sads skaits nebija pietiekams, lai varétu veikt talaku eksperimentu, kura parbauda jaunu dzinumu
veidoSanos no saknu fragmentiem un to reakciju pret dazadiem augSanas regulatoriem.
Galvenokart mégenés novérotas infekcijas bija sénu izraisitas. Tas varStu but saistits ar to, ka
Latvijas atradn€s sugai ir relativi augsta mikorizas simbioze visu vegetacijas sezonu neatkarigi no
vides faktoriem (Andersone ef al. 2011).

Nemot veéra, ka tomér divi no ievaditajiem fragmentiem tika veiksmigi dezinficéti, var
secinat, ka saknu fragmentus ir iesp&jams ievadit in vitro. Biitu ieteicams parbaudit citas literatiira
aprakstitas augu materiala dezinfekcijas metodes, pieme&ram, apstrade ar 7% etanolu (da Silva et
al. 2011), pec dezinfekcijas ar balinataju vai HgClz veicot vairak neka trTs skaloSanas ar sterilu
tdeni (da Cruz et al. 2014; Liang et al. 2020), apstradajot ar 2% Bavistin® 30 min (Franklin et al.
2004).

No sakném ievadits materials ir vertigs, 1pasi reto un aizsargdjamo augu gadijuma. Tas
nodro§ina dabisko populaciju klonu iegiianu. Sadi kloni ir vértigi gadijumos, kad sugai ir
farmaceitisks potencials un kad ir nepiecieSams pavairot un veikt eksperimentus ar individiem, kas
reprezenteé dabisko atradnu augu ipasibas. E. maritimum atradnes Latvija ir aprakstitas ka kritiski
apdraudétas un to se€klu kvalitate ir zema, tapéc ieteicams turpinat metodikas izstradi to saknu
ievadiSanai in vitro.

Jau vairak neka 10 gadu NBD aizsargajamo un reto augu sugu in vitro kolekcija tiek uzglabati
tris E. maritimum merikloni, kas iegiiti no Uzavas atradn€ ievakta s€kla materiala. To izmantoja,
lai noskaidrotu efektivako darba objekta pavairoSanas metodi in vitro. Veica divus audu kultiiru
eksperimentus. Eksperimentu mérkis bija noskaidrot, ka augSanas regulatori un to koncentracijas,
ka ar1 slapekla un saharozes daudzums barotné ietekmé saknu, sandzinumu un kallusa veidoSanos.

Pirmaja eksperimenta izmantoja biezak izmantotos augSanas regulatorus (13. tabula) un tris
dazadas pamatbarotnes. Saja eksperimenta visiem noteiktajiem parametriem starp barotném péc
ANOVA ieguva nozimigas atSkiribas, kam bitiskuma limenis ir < 0,05. Ka nozimigakos

parametrus uzskatija kallusa veidoSanos un sandzinumu skaitu, jo eksperimenta mérkis bija
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noskaidrot piemé&rotako barotnes variantu vienveidiga materiala pavairoSanai. Lielako sandzinumu
skaitu ieguva barotnés ar BAP un topoliu. Nemot véra lidzigo sandzinumu skaitu Siem variantiem
un to izmaksas, var secinat, ka BAP ir labaks augSanas regulators intensivai vegetativajai in vitro

pavairoSanai, jo viens grams $1s vielas maksa aptuvenil4 reizes mazak neka topolins (13. tabula).

13. tabula. In vitro izmantoto augsanas regulatoru cenu salidzinajums péc
Table 13. Price comparison of in vitro growth regulators

(https://www.duchefa-biochemie.com/)

AugSanas regulators Cena (eur) par 1g
Zeatins 1005.00
Meta-topolins 118.50

2-iP 47.00

Kinetins 17.00
6-Benzilaminopurins (6-BAP) 8.60

Kalluss ir nediferencetu $iinu masa, kas veidojas griezuma vietas ka rétas dziedejosa forma
pec svaigi griezta eksplanta ievietoSanas augSanai labvéligos apstaklos (Neumann et al. 2009;
Vetra 2016). Kallusa veidosanos uzskata par nevélamu faktoru gadijumos, kad nepiecieSams iegiit
genétiski identisku materialu, jo pastav uzskats, ka ta veidoSanas veicina somaklonalas mutacijas
(Wang, Wang 2012). Saja eksperimenta kopuma starp visiem variantiem kallusa veido$anas bitiski
atSkiras, tomer starp topolina un BAP variantiem, kuros bija visaugstakais sandzinumu skaits,
bitiskas atSkiribas nebija. No parbauditajiem variantiem par visveiksmigako var uzskatit
0,5 mg L' topolina 1/2 AMS, jo veidojas visvairak sandzinumu un kallusa pakape ir zemaka, neka
izmantojot 0,5 mg L™' BAP. Tomér, nemot véra lielo cenas atskiribu, masveida pavairo$anai
izdevigak ir izmantot 0,5 mg L' BAP, jo tas ir daudz 1&taks, bet iegiitie rezultati ir lidzigi.

Otro audu kulttru eksperimentu uzsaka ar mérki noskaidrot piemérotako barotni eksplantu
apsaknosSanai un sagatavoSanai izmantoSanai ex vitro. Kopuma biitiskas atSkiribas starp variantiem
bija kallusa pakapei un saknu garuma pakapei. Vertgjot péc kallusa pakapes, mazak izteikti kalluss
veidojas, izmantojot 0,25 mg L' BAP. Vértejot péc saknu garuma pakapes, augstakie rezultati tiek
iegiiti ar 1/2 ABMS pamatbarotni, neatkarigi no pievienotas BAP koncentracijas. Tatad var secinat,
ka no parbauditajam barotném piemérotaka in vitro apsakno$anai ir 0,25 mg L™' BAP vai 1/2
ABMS. Sada barotne ir ne tikai piemérotaka sugas apsaknoanai, bet nodrofina ari zemakas

izmaksas, kas ir bitisks faktors.
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Slapekla uznemsSanas efektivitate augiem ir augstaka no amonija, neka no nitrata, jo nitratu
asimilacijai ir nepiecieSams patérét vairak energijas, ka ari to asimilacija veicina pasarminasanos
(Zhang et al. 2019). MS barotn@ nitratu un amonija attieciba ir 2:1. Ka piemérotaka barotne $aja
darba apsaknoSanai ir ar samazinatu nitratu un amonija saturu (1/2 ABMS). Tas varétu bt saistits
ar to, ka pie samazinata slapekla daudzuma ir nepiecieSamas veidot vairak saknu, lai uznemtu
pietickami daudz slapekla. Ka ari, BAP pievienoSana neliela koncentracija veicina saknu
veidoganas procesu. ST eksperimenta rezultati ir noderigi, lai izvélétos piemérotakas eksperimenta
barotnes saknu ievadiSanas in vitro gadijuma. Jo bieZi vien ievadiSanas procesa tiek iegits
ierobezots daudzums materiala, kuru nedrikst izSkérdet ievietojot barotn€s ar augSanas
regulatoriem, kas nav bijusi efektivi §1s sugas pavairoSanai.

Augu materiala pavairoSanai ar audu kultiram var biit ar negativi aspekti. Ir zinams, ka audu
kultiiru apstaklos augiem ir novérojamas mutacijas, ko izraisa oksidativais stress (Krishna et al.
2016). Vides un populaciju faktori, ka arT stress var inducét migréjoso elementu aktivitati. Sekas
paaugstinatai migrgjoso elementu aktivitatei ir jauna genétisko variaciju veidosanas, kas var bt
izdevigi stresa apstaklos (Capy et al. 2000). Stresu iedala divas klaseés — tads, kas izraisa
fiziologisku atbildi, un tads, kas izraisa fenotipisku un/vai genétisku atbildi. Svarigi nemt véra, ka
atbilde uz stresu var bt lokala, ja stress ir izraisits lokali.

E. maritimum ir Latvija reti sastopama un apdraudéta suga, kam piemit ar1 farmakologiski
vertigas Tpasibas. Ir nepieciesams verst uzmanibu gan tas dabisko populaciju, gan genétisko resursu
identitates saglabasanai. In vitro kolekcijas ir viena no reto augu ex situ saglabasanas metodém.
Nemot vera literatiira aprakstito par mutaciju veidoSanos in vitro apstaklos, NBD in vitro kolekcija
ilgstosi uzglabatajiem merikloniem veica genétiskas stabilitates parbaudi, izmantojot iPBS
markierus.

DNS izdaliSanai no augu lapam izvélgjas izmantot CTAB metodi, balstoties uz iepriekseju
DNS izdaliSanas no augu materiala pieredzi. Ar1 literatira So metodi novért€ ka vienu no
labakajam. Pieméram, petijuma, kur tika parbauditi tris dazadi protokoli DNS ekstrakcijai no
kukuriizas un sojas — CTAB, DNeasy, Wizard Genomic, ar CTAB metodi ieguva augtako DNS
saturu, zemako proteinu saturu un augstu tiribas pakapi (Jensen 2003). Darba no E. maritimum
izdalitajam DNS iegiita tiribas pakape, ka art DNS saturs bija salidzinoSi zems. Zema tiribas pakape
apgritina kapilaras elektroforézes izmantosanu, jo metode ir arkartigi jutiga. Attiecigi paraugiem
ar zemu tiribas pakapi rezultati var but neprecizi, jo piesarnojums var gan uzradities ka pikis

rezultatu hromatogrammas, gan ari var piesarnot ¢ipa kapilaru. DNS sekvencu kvalitate ir tiesi
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atkariga no izejas materiala kvalitates (Barry, Cohen 2013). Nukleinskabes biezi tiek paklautas
trauméjosSiem procesiem laika no ievakSanas l1dz attiriSanai. NeatbilstoSa uzglabasana un agresivi
ekstrakcijas procesi var inducét mehaniskus un kimiskus DNS molekulu bojajumus.

Zema izdalita DNS kvalitate var bt saistita ar £. maritimum dzivotnes apstakliem. Ka kapu
augam tai, lai pielagotos augSanas videi, ir vaskainas un cietas lapas, ka arT augsts fenolu saturs,
kas padara to par vértigu sugu farmakologiskiem mérkiem. Tomér §is ipasibas apgritina
kvalitativas DNS ekstrakcijas iespgjas, tapec Sadam sugam, kas aug specifiskos apstaklos un ir ar
papildus aizsargmehanismiem, biezi ir nepiecieSams pielagot ipasus DNS ekstrakcijas protokolus.
Ar CTAB metodi var iegiit kvalitattivu DNS no augiem, kam nav specifisku aizsargmehanismu. Ka
viena no metodeém, ko ieteicams parbaudit Sai sugai, ir DNS ekstrakcija ar sarmainu PVPP
izdali$anas buferi un attirisanu ar CsCl (Kasajima et al. 2013). ST metode ir veiksmigi parbaudita
uz tadam gintim ka camelia, chrysanthenum, orchid, pine, rose, tea. PVPP parasti izmanto, lai
atbrivotos no polifenoliem, tap€c varétu uzlabot iespg&jas iegiit kvalitativu DNS no E. maritimum.

Veica 58 in vitro un 13 Uzavas DNS paraugu genétisko analizi ar kapilaro géla elektroforézi
mikrofluidiska sisttma LabChip-GX touch (PerkinElmer). Kapilara mikrocipa elektroforézes
tehnologija tiek automatizéta ar LabChip elektroforézes sistému, nodroSinot DNS fragmentu
sadaliSanu, detekciju un analizi (Panaro et al. 2000; Fajardo et al. 2009). MikroCipu elektroforézes
ieguvums ir samazinats analizu veikSanas laiks, toksisku reagentu un paraugu patérins, jo
analitiskas laboratorijas procediiras tiek veiktas un mikrofluidu ¢ipa (Castro, Manz 2015).
Ieverojami tiek paaugstinata veikSanas kapacitate, jo diena ir iesp&jams izanalizét 576 paraugus,
jeb lidz 1152 paraugiem divas dienas ar vienu Cipa sagatavi, kamér tris standarta elektroforézes
iekartas lauj izanaliz&t ap 108 paraugiem diena. Tomér mikrofluidu ¢ipa tehnologija ir salidzinosi
jauna un netika plasi pielietota multilokusu analizei, ko sniedz iPBS markieru metode.

Lai parbauditu metodes precizitati, izmantoja biologiskos atkartojumus, t.i. DNS tika izdalits
ar1 no vairakam viena auga lapam, ka ar1 divus PCR reakciju atkartojumus. No in vitro paraugiem
ieguva sesas biologisko atkartojumu sérijas. Izmantojot strikti atlasitus 88 lokusus PCoA testa
ieguva grafiku, kura veidojas tr1s grupas - in vitro ilgstosi uzglabatie tris merikloni, UZavas atradne
un Italijas séklu paraugi, ka arT viens Vacijas seklu paraugs (19. attls). Sads rezultats ir gaidams,
jo grupas veido paraugi ar tuvu izcelsmi. Izmantojot 88 lokusus, MM MS testa starp visiem
paraugiem konstatgja trTs identiskus genotipus un 65 unikalus. Art dalai biologisko atkartojumu

genotipi nesakrita. Sads rezultats norada uz to, ka metodei nav augsta atkartojamiba. Tas liecina
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par metodikas klidam un zemu piemérotibu multilokusu analizei. Attiecigi ari nepiecieSamibu
izmantot vairakus atkartojumus, lietojot iPBS metodi.

Nemot veéra Sos rezultatus, no analizes izslédza cetrus lokusus, kurus uzskatija par
“nedroSiem” — analizi turpinot ar 84 lokusiem. Ar MM MS metodi starp visiem paraugiem ieguva
seSus identiskus un 46 unikalus genotipus. Japiebilst, ka dazi no identiskajiem genotipiem
atkartojas dazadu ilgstosi uzglabato meriklonu paraugiem. Tas liecina par metodes precizitates
nepilnibam, lai varétu noteikt atSkiribas radniecigi tuvu populaciju [imeni. Bez tam, tas arT rosina
domat par to, vai ilgstoSas uzturéSanas laika in vitro apstaklos augiem ir veidojusas mutacijas.

Starp visiem izmantotajiem paraugiem PCoA testa ieguva ainu, kura kopa grupgjas visi
Latvijas in vitro merikloni, tiem tuvu grup&jas no Uzavas atradnes ieglitie paraugi, tuvak ir ari
vienas atsevisks paraugs ar Vacijas izcelsmi, un vistalak ir visi paraugi ar Italijas izcelsmi (19.
attels, B). Saja testa izteikti no grupas atskiras dala 915 meriklona paraugi. Tas skaidrojams ar to,
ka 10 no 19 915 meriklona paraugiem iztriikka dati. Datu iztrukums visticamak rodas no sliktas
kvalitates DNS, kas ietekmé visu talako darbibu kvalitati. Tomér véra janem tas, ka tieSi $im
meriklonam no audu kultira uzturétajiem ir izteikti labaka vitalitate. Tatad in vitro apstaklos tieSam
varétu biit veidojusas genoma izmainas. Ka ar1 no vienas populacijas iegiitu seklu augiem var bt
atSkirigas 1paSibas. Lai var€tu dro$i runat par genotipa izmainam, biitu japarliecinas, vai §im
meriklonam jau no pirmsakumiem ir bijusi labaka vitalitate.

Ar PCoA testu apskatot vid€jos katras populacijas rezultatus var redzet, ka 911 un 91s
populacijas salidzinot ar 913 ir tuvakas. Ari fenotipiski Sie merikloni ir [idzigaki. 913 meriklons
izcelas ar lielaku sandzinumu skaita veidoSanos, ka ar1 spilgtak zalam un biezakam labam (vizuali
izskatas veseligaks). Nemot vera heterozigositates rezultatus no visiem merikloniem LV3 tie ir
augstakie un tuvakie dabiskds Uzavas populacijas rezultatiem (20. attels). Augstaka
heterozigositate nozimé 913 lielaku genétisko mainibu, attiecigi ari potenciali labakas pielagoSanas
sp&jas vides apstakliem. No ta var secinat, ka, izmantojot iPBS metodi, 913 meriklons vislabak
reprezent€ dabisko UZavas populaciju. Attiecigi ar1, ka $is meriklons ir piem&rotakais eksperimentu
veik$anai, reintrodukcijai un sekundaro savienojumu iegtiSanai.

Lai gan zemas PIC vértibas liecina par to, ka analizetas populacijas ar nelielam atskiribam,
tomer analiz€jot tuvradniecigas populacijas ar1 nelielam atskiribam ir liela nozime. DaZadie klonu
genotipi péc kvalitates riipigi atlasitiem datiem liecina, ka ilgstoSas in vitro uzglabasanas laika var
rasties epigenétiskas izmainas. Katru individu uzglabasanas laika ir ietekmgjis unikals apstaklu

kopums, kas var novest pie dazadam izmainam.
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Atsaucoties uz Kaeppler et al. (2000) rezultatiem, DNS modifikacijas, kas radusas audu
kultiira, biezak ir atgriezeniskas, salidzinot ar tam, kas radusas dabiskos apstaklos. ArT Bednarek,
Orlowska 2020 (un Saja darba minétie pétijumi) ir aprakstijusi, ka in vitro apstaklos ir biezi
noverotas mutacijas un fenotipiskas izmainas. Noverots, ka audu kulttiras rodas arT stresa izraisiti
hromosomu plisumi (McClintock 1984), ka ar1 izmainas migréjoSo elementu aktivitate. Tomeér
mehanismi, kas izskaidro somaklonalo variaciju, joprojam tiek pétiti. Literatiira ir aprakstitas
somaklonalu variaciju izraisitas fenotipiskas atSkiribas, kas rodas audu kulttaru apstaklos (Gimenez
et al. 2016). Petijuma ar Allium sativum L. in vitro apstaklos epigenétiskais polimorfisms sasniedza
maksimalo variaciju 6 méneSus péc ievadiSanas kultira, bet tad stabiliz€jas, tomér genétiskas
izmainas uzglabasanas laika akumulgjas.

P&dgjo gadu petijumi liecina par to, ka somaklonalas izmainas audu kulttira ir saistitas ar
mobilo elementu aktivitates izmainam (Kaeppler et al. 2000; Gozukirmizi et al. 2015;
Grandbastien 2015) Tos aktivize stresa apstakli — paaugstinata temperatiira (Cavrak et al. 2014),
aukstums, sausums, salums, ievainojumi, UV gaisma, patogéni (Grandbastien 2015). Normalos
apstaklos aktivas skabekla formas (reactive oxygen species, ROS) tiek partvertas ar antioksidantu
palidzibu, bet stresa apstaklos arT to raZoSana un izslégS8ana nav balansa un ietekmé mobilos
elementus (Bednarek, Orlowska 2020). Stresa apstakli in vitro metodes ir vienmer klatesosi un ka
bitisku LTR regulacijas izmainu faktoru min augSanas regulatoru, piemé&ram auksinu, lietoSanu
(Grandbastien 2015).

Nemot véra literatira aprakstito, turpmak biitu velams veikt eksperimentu ar mérki
noskaidrot, vai radusas genétiskas izmainas ir atgriezeniskas un ietekmé fenotipu. Pieméram,
atkartojot So metodiku ar DNS materialu, kas iegiits no lauka apstaklos audzetiem izmantotajiem
merikloniem. Tas ir svarigi, lai objektivi novérteétu iesp&u izmantot in vitro ilgstosi uzglabato
materialu sugas reintrodukcijai nepiecieSamibas gadijuma. Uzskata, ka gan ex situ uzglabaSanas,
gan reintrodukcijas gadijuma izmantotajam augu materialam ir jareprezenté dabisko populaciju
(Gonzélez-Benito, Martin 2011). Ka arT ieteicams sekot Iidzi in vitro uzglabata materiala
genéctiskajai stabilitatei, Tpasi, ja ir pieejams svaigi ievadits materials. Tada veida pastav iespgja
identificét dalu genétiskas parmainas ierosinosos faktorus un no tiem izvairities vai mazinat to
ietekmi.

Viens no iemesliem, kap&c retos augus uzglaba in vitro kolekcijas, ir biologiski aktivie
savienojumi, ko tie satur. Ar1 E. maritimum uzskata par farmakologiski vértigu augu, jo ta ir ar

augstu saponinu un fenolu saturu (Kikowska et al. 2014). Turklat augiem raksturigs, ka sekundarie
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savienojumi veidojas vairak sugas izplatibas areala robezu populacijas (Hohtola 2010). Attiecigi,
lai materialam butu v€lama vértiba, ir svarigi, lai uzglabata augu materiala pasibas nav krasi
mainijusas no izcelsmes populacijas 1pasibam. Tas arT ir iemesls, kapec ir vérts parbaudit, vai
radusas izmainas ir paliekoSas un stipri ietekmé fenotipu.

Lidz $im veiktos pétijumos, kur ir salidzinatas Latvijas dabisko E. maritimum genétiskas
atskiribas, ir secinats, ka augi Latvijas populacijas galvenokart vairojas vegetativi, jo vienas
populacijas ietvaros ir daudz genétiski identisku Tpatnu (Ievina et al. 2019). Saja darba in vitro
uzglabatajiem individiem, kas ir iegiiti no UZavas populacijas seklam, nav izteiktu atSkiribu starp
genotipiem un tie PCoA testa grupé&jas kompakta grupa. Tatad, izmantojot So metodi, tuvradniecigi
genotipi neizslédz iespeju, ka dabiskajas atradnés vairoSanas ar séklam ir aktuala. Tomér Iidziga
915 un Uzavas paraugu heterozigositate, ka ar1 dati par somaklonalajam mutacijam apstiprina

E. maritimum vegetativas vairo$anas ka domingjosas iesp&ju.
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5. SECINAJUMI

Dabiskaja atradné ievaktu E. maritimum saknu Ské€rsgriezumu anatomiska izp&te noskaidrots,
ka to saknés veidojas morfologiskas struktiiras, kas liecina par adventivo pumpuru veido$anos.

Efektivaka metode E. maritimum saknu mikrospraudenu ievadiSanai in vitro ir apstrade ar
HgClp, bet metodi nepiecieSams pilnveidot, lai izvairitos no bakteriju un s€nu izraisitam
infekcijam.

E. maritimum sandzinumu veidoSanas stimul€Sanai piemérotakais augSanas regulators in
vitro apstaklos ir BAP koncentracija 0,5 mg L!. Slapekla un saharozes koncentracijai barotné nav
konstatgta biitiska nozime.

ApsaknoSanas veicinasanai E. maritimum mikrosprudeniem in vitro piemérotakais augSanas
regulators ir BAP koncentracija 0,25 mg L' un kombinacija ar uz pusi samazinatu slapekla un
saharozes koncentraciju Murashige & Skoog barotng.

Labchip kapilaras elektroforézes izmantoSana kombinacija ar iPBS metodi ir pietiekami
efektiva, lai identificétu somaklonalu variaciju klatbiitni dazadas izcelsmes E. maritimum DNS
paraugos.

IlgstoSas uzglabasanas laika in vitro apstaklos E. maritimum individiem ir radusas
somaklonalas variacijas.

Audu kultiiru izmantoSana reto un aizsargajamo augu sugu biologijas pétijumos dod iesp&ju
iegiit zinatniski butisku informaciju, nenodarot kait€jumu savvalas populacijai. legiito informaciju

var izmantot gan sugu aizsardzibas planosana, gan praktiskas izstradnés.
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6. PATEICIBAS

Paldies darba vaditajam profesoram Gedertam levinam un darba konsultantam Angelikai
Voronovai par ieguldito laiku, paskaidrojumiem, labojumiem un padomiem darba izstrade.
Pateicos Nacionala Botaniska darza augu ekofiziologijas nodalai, 1pasi Dacei Klavinai un Dacei
Megrei, ka ari LVMI “Silava” genétisko resursu centram par iesp&ju izstradat pétijuma praktisko

dalu, palidzibu tas izstrade un zinatniskajiem materialiem.
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Pielikumi

1. pielikums. 1/2 Murashige & Skoog (MS) barotnes sastavs.
Annex 1. Composition of tissue culture medium — 1/2 MS. (Murashige, Skoog 1962)

(no duchefa biochemie)

NH4NO3 975 mg
KNO; 800 mg
CaCl> x 2H,0 440 mg
MgSO4 x 7TH20 370 mg
KH>PO4 170 mg
Na; x EDTA 37,3 mg
FeSO4 x 7TH20 27,8' mg
H3BO;3 6,2 mg
MnSO4 x 4H,0 22,3 mg
ZnS04 x 4H,0 8,6 mg
KI 0,83 mg
NaxMoO4x 2H>0 0,25 mg
CuSO4 x SH2O 0,025 mg
CoCL x 6H,0 0,025 mg
Saharoze 20¢g
Agars 6¢g
Glicins 2 mg
Mezoinozits 100 mg
Nikotinskabe 0,5 mg
Tiamina hlorids 0,1 mg
Piridoksina hlorids 0,5 mg
pH 5,7
Destiléts tdens 1L
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2. pielikums. Ekstrakcija izmantoto buferu sastavs (100 mL).

Annex 2. Compounds of buffers used for extraction (100 mL).

Ekstrakcijas buferis

2% CTAB 2¢g

1,4 M NaCl 8,19¢

0,1 M TRIS-HCL 1,21 g

20 mM EDTA 0,58 ¢

PVP 4¢g
-merkaptoetanols 4 mL
Destiléts H.O L1dz 100 mL, pH 8
5X CTAB buferis

5% CTAB 5g

350 mM EDTA 13¢g
Destiléts H.O Lidz 100 mL
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3. pielikums. TE bufera sastavs.

Annex 3. Compounds of TE buffer

Kopégjais tilpums

1 M TRIS-HCL Ph8.0 1,0 mL

0,5M EDTA 0,2 mL

H>O 98,8 mL
1000,0 mL
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4. pielikums. TAE bufera sastavs.
Annex 4. Compounds of TAE buffer

40 mM Tris base 4,844 ¢

20 mM etikskabe 1,21 mL

1 mM EDTA 0,372 ¢g

H>O Lidz 1000 mL
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5. pielikums. iPBS praimeru amplifikacijas parbaude elektroforézes géla.

Annex 5. Control of iPBS primer amplification on an electrophoresis gel.
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6. pielikums. Darba izmantota aparatiira.

Annex 6. Devices used in work.

Iekarta

Razotajs

Mastercycler EPgradient

Eppendorf, Vacija

NanoDrop8000 spektofotometrs

ThermoFisher scientific, ASV

Centrifuge 5804

Eppendorf, Vacija

UVT-5-AR DNA/RNA UV-cleaner box

BioSan, Latvija

1-14 K centrifuga

Sigma, Vacija

Water bath WB 4

BioSan, Latvija

M-universal

MPW, Polija

Vortex V-1plus

BioSan, Latvija

Microspin FV-2400

BioSan, Latvija

Elektroforézes vanna

Cleaver scientific, Lielbritanija

E143 Consort, Vacija

Uvitec FireReader V10 Cleaver scientific, Lielbritanija
LabChip GX Touch HT PerkinElmer, ASV

Mixer mill MM 400 Retsch, Vacija

HT DNA 5K/RNA/CZE LabChip

PerkinElmer, ASV
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7. pielikums. Darba izmantotie reagenti.

Annex 7. Reagents used in work.

Reagents

Razotajs

Pfu DNA Polymerase (recombinant)

Thermo Scientific, ASV

25 mM MgCl,

Thermo Scientific, ASV

10x BreamTaq buffer Thermo Scientific, ASV
dNTP MIX Solis BioDyne, Igaunija
DMSO Sigma, Vacija

DreamTaq DNA Polymerase

Thermo Scientific, ASV

DNA Dye concentrate

PerkinElmer, ASV

DNA Gel Matrix PerkinElmer, ASV
DNA Ladder PerkinElmer, ASV
DNA marker PerkinElmer, ASV

Chip Storage Buffer

PerkinElmer, ASV
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Bakalaura darbs ,,Augu audu kultiiru izmantoSana retas piekrastes sugas FEryngium

maritimum biologijas petijumos” izstradats LU Biologijas fakultatg.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Vendija Lazdina 20.05.2022.

Rekomendg€ju darbu aizstavéSanai

Vaditajs: Dr. hab. biol., prof. Gederts levins 20.05.2022.

Recenzents: Msc. biol. Liva Purmale
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Darbs aizstavéts Biologijas bakalaura gala parbaudijuma komisijas seédé
prot. Nr. , Vertgjums

Komisijas sekretars/e:
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