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MIEZU KART EJOSAS POPULACIJAS IZVEIDOSANA,
IZMANTOJOT PUTEKS NU MACI NU KULT URAS METODI

Abstract

Creation of barley mapping population by using arghculture method. Different barléiordeum vulgare L.)
genotypes were used to obtain and observe bartbgraoulturein vitro. Barley, which belongs tBoaceae family,
is potentially useful material for various reseashmportance of anther culture method is basdohdey ability to
produce haploid plants. Thus, mutations in genatygn be preserved for next generations of bareyused for
making entire population. When anthers were catieéend placed in Petri dishes with growth médietro, where
cell dividing occurred and calli began to grow ilogess of androgenesis, allowing somatic embryagienie take
place, which is significant arrangement to obtaillyfregenerated, haploid plants for barely generation. The
creation of barley mapping populations were perfminby analyzing three two row barely species: "@o]d
"Meltan™ and "B 1202°. Analysis of statistic dateowed differences between abilities of barely sped¢o create
callus. This can affect creation of mapping popotat. The creation of double haploid barely popatet, using
anther technique can be utilized in genetic impnoset of livestock and another enchanting programs.

Atslegas virdi: miezi, putek@macipgu kultara, kallusi, andrggeneze, haploidite, karejosas
populicijas

levads

Laika gaii ir tikuSas atstitas neskadimas lauksaimnig@bas augu variétes, sugas urksnes,
kas sptu nodroSiat cilveku un davnieku vajadzmu pec partikas, iedram un celtnietbas
materiliem. Graudzlu dzimtas (Poaceae) parstavji ir nozimigs un plaSi izplats uztué
izmantojamo prot@u, oghidratu un citu baibas vielu avots. (Smith and Frederiksen 2000: 38)

Sakak ar to ekonomisko un zimisko nozmi, graudlu genomi ir tikuSi plasi giti pedejos
15 gadus, izmantojot augsti igtitas tehnol@ijas. Analgijas, kas pagv DNS limen, padara
iesEjamu saldzinod&is gerctikas izmantoSanu, kaslatlj sameldt starp genomiem noteiktus
genus ar neziimam segbam, ar nerki, ka § informacija var tikt izmantota lai su atfistit
jaunas varigtes vai atkitu genus, kas vatu bit saisiti ar glolali svafigam paimém
(pieneram, prtikas kvaligte, iztuiba pret sausumu) (Dillon et al. 2005: 20).

Augu selekcijas un pavairoSanas programmas paielaujas trs galvenie komponenti -
definet selekcijas rarkus, izstédat materila gergtisko dazdibu un identifiét labakos jaunos
genotipus. Citas aktivites, ieskaitot vexku materila izveli, metodes, kas nepiecieSamasigas
gerctiskas variettes iz\Elei, evolicijas un selekcijas sti@ijas izveidoSana, tieSi saist
argalvenajiem 18 komponentiem. |&loties selekcioBSanas gaitu, lieka noime ppievers

lauksaimniethas kultiru plaSajam pielietojumu lokam.



Redéjo 9000 gadu laik més esam dominigpusi lauksaimnietbas kultiru partikas, %iedru un
degvielas iegSanai (Harlan 1992: 143).

Augu selekcijas stragija, kas balgts uz krustoSanu starp labas kwés veaku ipaniem
vienas gnu bankas ietvaros, noritakizlase afistbas cikla gait (Bernardo 1998: 473).1S
straggija noved pie iedrojamiem geretiskiem ieguvumiem, kvantitatas ieames kas noris ar
vélamo a€lu akumuidciju, un tas padina atstatumu starp eib un neuzlaboto gu banku
(Rasmusson and Phillips 1997: 307). Izlases®#ias cikla galt ai vartu palielirat gergtisko
varigumu (National Research Council 1993: 47pet ka &dgjadi tiek zaudti pret slintbam
izturigie ¢gni, atistas augu patagnu popuicijas, samaziis reakcija uz selekcijuakgeretiskas
dazAdibas nopliciaSarss sekas. Aistoties jauAam augu selekcijas programam, geretisko
daAdibu iegiSana latu vitali nepiecieSama.

Geretiskas daZdibas retrospekta anaize selekcijas darba gaitvar nodroSiat informaciju lai
izveidotu stratgiju kas paildzetu saglabt interegjoSas akles un introduétu jaunas vaécijas.
Molekularo maikieru dati var tikt lietoti lai nogrtétu gerstisko daZdibu popuicijas ar veikto
selekciju. Gergtiskas variantes nosaka liela énoga geogafiskajos apgabalos un dafis
selekciju programias, lietojot molekuiros makierus kvieSiem Triticum aestivum L.) un
mieziem Hordeum vulgare L.) ir ticis nowerots, ka laika gaitir notikusi plaSa genoma vaciju
pieaugums (Donini et al. 2000: 914, Christiansemle2001: 1, Maccaferri et al. 2003: 783,
Khalestkina et al. 2004: 123} laii samaziajumu (Kim and Ward 1997: 472, Russell et al. 2000:
554, Matus and Hayes 2002: 1096, Rousell et a428p4).

Mutacijas, kas var it gan dabiskas, gan aksligi inductas, nodroSina alternati avotu
geretiskam varicijam. Mutanti jau izsenis ir bijuSiévtigs resurss augu pavairo§gman Harten
1998: 150) un, kopS neseniem laikient, angu geretiskajos @tijumos (Henikoff and Comai
2003: 378, Till et al. 2003: 528, Henikoff et al0®: 633). Torar, metodes, kas Miauj
apstaroSanu vakimisku vielu iedaribu, lai izveidotu nepiecieSamo mjSO popuiciju,
ieteknes popuicijas nodeigumu un lietdabu geretiskos @Etijumos (Dillon et al. 2005: 23)
Putek&macinu kultaras ietekme hapladu veidoSara

Pedejo paris dekizu laika, putek&macihu kultira, kas ir kallusu indukcija no kuldtiem
putek®§imachiem, ir attstjusi un izstidajusi daudzi ptnieki. (Foroughi-Wehr et al. 1976: 200,
Kao 1981: 440, Finnie et al. 1989: 111). Dubultofjpgbmosomas hapldiem augiem, ir
iesgejams iegit pilnigi homozigotasihijasisa laika posm, tadgjadi izstradajot metodi selekcijas
efektivitates patrinaSanai un uzlaboSanai (Snape 1989: 63). Augu audtiirksl viens no

vissvaigakajiem faktoriem ir genotipu $m veikt andrgerézi, kas nepiecieSama kallusu



attistbai no mikrospam. Tiek seciats, ka optinila barotne un priekSapstles apgikli katrai
augu sugai vagi no genotipa uz genotipu. ddinajumos uzlabot putek$nacihu kultiras
regietspejas miezu genotipiem, ir tikusas lietotas divasada® pieejas. Pirinpieeja ir -
izveleties reggjoSus genotipus, un pielietot tos miezu selekgyasyramnas. Ota metode ir —
meginat identificgt fiziologiskos un dabas ap&lus, kas vaitu ietekngt putek&imaciu reakciju
ar kultiru (Finnie et al. 1989: 111).

Augu audu kuttras tehnikas ifpaSi svaigas gan akadnisko jaujumu risiraSara, gan ar
daudziem augu zitnes praktiskajiem aspektiem. Rag augu audu kulras tehnikas ir tikusas
pielietotas akagmiskos totipotenceséfifjumos, K afn Sinu diferenéSanas, orgard@rézes un
hormonu lomas noteikSanSavulirt, no audu kuftram veidojuSiesgeretiski izmairitie augi,
lauj skaidik izprast augu molekato biologiju un ¢genu reguiciju. Augu audu kutiras tehnikas
ir arn ipaSi nommiga, saidzinoSi nesen veidojusies joma, kas tiek pielietigu ziatne, tai
skaiti aff augu biotehnolgja un agrikulfira. (Mineo 1990: 152)

Dubulthapladu tehnika nodroSina augu seleké@ovem ftiras inijas vienas paaudzes lajkas
var ieverojami samaziét laiku jaunu girnu selekciodSars. Ir divas galveas tehnikas hapidu
veidoSaa graudaugiem - putekBacihu/mikrosporu kulira un hromosomu elimiicija, kas
noris, pielietojot plasu hibridiziju. Pirma metode parasti tiek uzskia par vien&rsaku,
efekiivaku un rentalilku neka otra. (Ljevnaic 2007: 5).

Galven putek&machu kultiras metodes i@mne ir sporinas hromosomu dubultoSas norise,
kas rezulita veicina homozigotu dubulthaptiu veidoSanos. Sie spante dubulthapladi ir
fertili un citologiski stabili, imemot nelielu procentu, kam ir ngrejamas hromosoalas
nenormalibas (Ahmed et al. 1999: 143).

Ir zinams, ka putekgmacihu kultiras atbildes reakcija ir augsti genotipu specifi€Rdov et al.
1993: 340, Moieni and Sarafi 1995: 248, Kondic &egek 1999: 62) un tipiski tada vaikus
individus no tikai daam izwelétam varieitém. Lidz ar to, viens no ieteikumiem lietojot
putek&imacihu kultiras metodes ir tas, kasthitu lietojamas tikaiadas selekcijas kombétijas,
kuras vismaz viens no vekiem ir augsti regetspejigs (Zhou and Konzak 1992: 959, Tuvesson
et al. 2000: 458).

Somatiskajai embrigerczei piemt dazas priekSrabas, sabizinot ar ciim in vitro augu
pavairoSanas sinham, pientram, &s augsto sekrgo rezuliitu koeficientu, iesgjas mateglu
saglalat augstuma kamas, uz embrig@erezi spejigu kallusu potenalu proporcionlu

pieaugumu Kdras suspensiju kuitas, iesgju izmantot bioreaktorus un somatiski veidojusos



diglu tehnolgijas, ka an fakts, ka embrigerczes cé veidojuds kultiras veido rarkaudus,
nepiecieSamussgu @arnesanai (Merkle and Dean 2000: 300).

Kallusi, kas nav raduSies embyavetiska cda, parasti nesp veidot somatiskos embrijus. Tas
varetu bt saistts ar to afisibas stadijas un kallus&m ekspresijas motke Daudzs augu sugp
ir tikuSas noerotas atBiribas starp embrigrezes un ch veida raduSamies kallusiem
morfologiska, fizologiska, metabolisma unapu ekspresijas gai(Frey et al. 1992: 65)

Lidzgi, daudas sugm ir nowrots, ka individalais genotips dotajai sugai igojami atkiras
embriju veidoSanas 8. 15. Tadas genotipiskas &fgibas embriju veidoSarnvar atspogloties
pasSreizja atXkiriba aktivet atskgas elementus embgerczes gaitas nodroiganai (Merkele et
al. 1995: 200)

Mar kieru izmantoSana kartejosas popukcijas veidoSar

Mutaciju, kas izraigtas ar fizililiem vaikimiskiem faktoriem, nenoteiks$ iedabas rezuaits bis
tas, ka katrs indids popuicija satugs unikilu genu mutcijas skaitu va#ciju. Tas nodroSiis
parliecinoSu matealu genoma an@es veikSanai, izmantojot jaisimolekudras tehnolgijas. Ir
visparzinams fakts tas, ka DNSefjjumu gatgais nerkis ir noskaidrot gna DNS sexbu. Toner,
esoés genotipu ptiSanas tehnofgjas ir KluvuSas par iedrojamu veidu K izvairities no DNS
sedbu noteikSanas & vai vismaz iedrojami samaziat sekvemsSanai nepiecieSamo paraugu
skaitu. DNS polimorfisma ari@aes dabisks un mugjosas popuicijas ir daudz efekvakas,
izmantojot kaptiru elektrofoezi. (Szantai et al. 2005: 43, Davies et al. 20081)4 kam ir
uzlabotas efektivittes, preciziites un caurlaiuma spjas (Tang et al. 2004: 63), &#inot ar
oela elektrofoezi (Vouk et al. 2000: 1188, Cordeiro et al. 20086)L Augsis genotipa §tiSanas
tehnolgijas, kas balstas uz viena nuklemta polimorfismu (VNP) vai neliela izéna DNS
ievietoSanu/ igemsSanu, vatu Klut efekivi alternatvie riki tradicioralajiem makeriem, to plass
pieejambas genom un atvieglois neriSanas &. VNP ir tikuSi identifi€ti un kartti lai
nodroSiratu bagtu avotugeretiskajai informacijai, ar tai pierttoso potendilu un atautu plagku
izpratni daudzu organismgeretiskaja saregitiba. VNP liela skaifi atrodas jebkdr genom, tie
pakaujas augam aprites and@em un tiem piernt sgEja atkht paséptus polimorfismus, vias,
kur citas metodes izdas neefelivas (Bhattramakki and Rafalski 2001: 183). Augiezskaiami
petijumi ir Javusi saistt VNP ar fenotipiskm iezmem kam pieriit agronomisks namigums, K
pieneram, betznaldehda dehidrogeizes gna saisba ar smarzuisiem (Bradbury et al. 2005:
365). el viena ierojama VNP mdgeru priekSrotha ir &, ka tie alauj viegli un neprprotami
identificét alkles vai haplotipus. Lai gan ir tikuSas izshitas daudzas tehniskas metodes, lai

noteiktu haplotipus (Gut 2001: 480), \&iums no m parsvaé ir pienerotas dipladiem



genomiem kur vienas vai abazu iztikums no#&ditu homozigaiti vai heterozigdtti. (Rossi et
al. 2003: 410, Aitken et al. 2004Q;eretiskas kartes tiek plaSi pielietotas augu selekdiai
identifictu genoma r@onus kas atbild par interge3o pammi. Sada infornficija paidz saprast
velamas ieZmesgeretiskos pamatus,akail nodroSina DNS maérerus izejmatedla pavairoSanai
(Wu et al. 1992: 497).

Rezultati

Selekcijas dagbtika izmantotas mieZukgnes “Goldie’, "Meltan", *B 1202" kisnei "Goldie",
tika kultiveti kopuni 127 putekSmachi, No visam Petri plagm tika iediti 37 kallusi, vidji
viem Petri pla€ veidogs 5,29 kallusi. Tika narota 58,10 % vaiidiba, ka Petri platveidosies
kalusi. Rgenetto stdu kogjais skaits ir 32, ar apgram 4,57 détdiniem barot@. Zao augu
ipatsvars ir 17, vigi 2,42 zdie sadi viema Petri plag. Pasiv 17,7 % varbtiba, ka barot®
veidosies @sti, no kurus vas izmantot zal augu iegSanai.

Miezu %irnei "Meltan™ barotds tika izvietoti kopji 121 putekémacihu. No viem Petri
platm tika iediti 28 kallusi, vidji viena Petri plat veidojs 4,00 kallusi. Tika narota 33,29 %
varhitiba, ka Petri platveidosies kalusi. Renegto skdu koggjais skaits ir 20, ar apgnam 2,86
stadiniem barot®. Zgo auguipatsvars ir 8, vigi 1,14 zdie stdi viema Petri plag. Pasiv 13,8 %
varhbitiba, ka barothiveidosies dsti, no kurus vas izmantot zR augu iegSanai.

Miezu &kirnes ‘B 1202 barots tika izvietoti kogji 126 putekmaciu. No viam Petri platm
tika iegiti 33 kallusi, vidji viena Petri plag veidops 4,71 kallusi. Tika narota 45,71 %
varhitibas pagivéSana, ka Petri platveidosies kallusi. Rgenegto stdu koggjais skaits ir 19, ar
apneram 2,71 stdinpiem barot@. Zdo auguipatsvars ir 11, vigi 1,57 zdie stdi viera Petri
plat.

Diskusija

Miezu dstu dubulthaplmlu veidoSana no putek®acihu kultiras ir piendrota metode
kartjosas popuicijas izveidoSanai.

Kargjosas popuicijas izveidoSanai pienotaka ir mieZu Eirne "Goldie’, jo tai nogrotas
augsiikas kallugerezes spjas, neld &kirném "Meltan™ un 'B1202°. MieZu kajbsas popuicijas
izveidoSana optimita un pienarota selekcijas darbam.
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