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Kopsavilkums. Parastā priede ir ekonomiski nozīmīgākā koku suga Latvijā. Koksnes 
veidošanos ietekmē gan eksogēni, gan endogēni faktori, to mijiedarbība, kā arī iesaistīto gēnu 
un transkripcijas faktoru ekspresija. Viens no galvenajiem koksnes kvalitāti raksturojošiem 
parametriem ir koksnes blīvums. Sugas ietvaros to būtiski ietekmē ģenētiskie faktori. Parastās 
priedes gēni, kas iesaistīti koksnes veidošanās procesos, ir maz pētīti. Mūsu pētījumam 
atlasīti kandidātgēni, kas piedalās atšķirīgos koksnes veidošanās ciklos un varētu būt saistīti 
ar koksnes blīvumu: lignīna biosintēzē – PAL1, CCR, CAD; ūdens transporta nodrošināšanā 
starp šūnām – Aqual, saharozes biosintēzē – SuSy, ar mērķi raksturot šo gēnu darbību koksnes 
veidošanās laikā un noskaidrot, vai pastāv saistība starp šo gēnu ekspresiju un koksnes 
blīvumu ģimeņu ietvaros. Piecu kandidātgēnu 50 paraugiem noteikta ekspresija agrīnās un 
vēlīnās koksnes veidošanās laikā, 25 paraugi ņemti no sešām ģimenēm ar zemāku relatīvo 
koksnes blīvumu un 25 – no četrām ģimenēm ar augstāku relatīvo blīvumu. Statistiski 
būtiska gēnu ekspresijas atšķirība starp agrīnās un vēlīnās koksnes veidošanos konstatēta 
gēniem Aqual, Susy un CAD, bet lignīna biosintēzē iesaistītajiem gēniem PAL1 un CCR šī 
atšķirība nav būtiska. Atšķirīgos gadalaikos vairāku kandidātgēnu vidējais ekspresijas līmenis 
dažādās parastās priedes brīvapputes ģimenēs atšķiras līdz astoņām reizēm. Korelācija starp 
kandidātgēnu vidējo ekspresijas līmeni ģimenēs un relatīvo koksnes blīvumu konstatēta 
gēnam Aqual agrīnās koksnes veidošanās laikā (r = –0,55) un gēnam CCR vēlīnās koksnes 
veidošanās laikā (r = 0,58). Noskaidrots, ka pastāv sakarības starp kandidātgēnu ekspresiju 
un relatīvo koksnes blīvumu dažādām parastās priedes brīvapputes ģimenēm, kas augušas 
dabiskos apstākļos. Konstatēta nozīmīga ģenētiskā daudzveidība ģimenes ietvaros, kas varētu 
būt potenciāls turpmāko pētījumu objekts.

Nozīmīgākie vārdi: koksnes blīvums, gēnu ekspresija, CAD, Susy, Aqual, PAL1, CCR.
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related candidate gene expression with relative wood density in open pollinated Scots 
pine (Pinus sylvestris L.) families.

Abstract. Scots pine is a species of great economic importance in Latvia. Wood 
properties are aff ected both by endogenous and exogenous factors and driven by coordinated 
expression of structural genes and transcription factors. One of the most important wood 
characteristics is wood density. Wood density within species is aff ected by genetic factors. 
Genes involved in wood formation in Scots pine are less studied than in other important species. 
For this research candidate genes related to wood formation were selected; three are involved 
in lignin biosynthesis (PAL1, CCR, CAD), one in water transport (Aqual) and one in sucrose 
biosynthesis (SuSy). Th e aim was to characterize wood formation related candidate gene 
expression in selected scots pine open pollinated families determine if correlations between 
candidate gene expression and relative wood density can be established in a family context. 
Samples at each of two time points (during early and late wood development) were taken 
from 50 trees from which 25 represented six tree families with lower relative wood density 
and 25 represented four tree families with higher density. Th e greatest signifi cant diff erences 
in gene expression between early and late wood formation were found for the Aqual, Susy 
and CAD genes. No statistically signifi cant diff erences were found for the PAL1 and CCR 
genes. For some candidate genes, the average gene expression between families varied up to 
eight times depending on the season. Signifi cant correlations were found between average 
candidate gene expression level and relative wood density within families during early wood 
development for the Aqual gene (r = –0.55) and for the CCR gene during late wood formation 
(r = 0.58). It is concluded that it is possible to detect signifi cant correlations between selected 
candidate gene expression and relative wood density for open pollinated tree families, growing 
in uncontrolled environmental conditions. Genetic variation within tree families aff ects wood 
formation and could be the object of future research.

Key words: wood density, gene expression, CAD, Susy, Aqual, PAL1, CCR.
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Канберга-Силиня, К. 3, Янсонс, А. 3, Рунгис, Д. 3* Экспрессия в образовании дре-
весины вовлечённых генов семейств свободного опыления сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris L.) по сравнению с релятивной плотностью древесины.

Резюме. Сосна обыкновенная одна из самых экономически значимых пород де-
ревьев Латвии. На образование древесины влияют как эксогенные, так и эндогенные 
факторы и их взаимодействие, а также факторы транскрипции и экспрессия структуральных 
генов. Одним из самых главных качественных параметров древесины является плотность, 
на которую, в пределах вида, значительно влияют генетические факторы. Гены, которые 
связаны c образованем древесины, пока мало изучены. Поэтому в нашем иследовании 
были выбраны гены кандидаты, которые вовлечены в различных процессах образования 
древесины сосны обыкновенной: в биосинтезе лигнина – PAL, CCR, CAD, в обеспечении 

3 ЛГИЛ «Силава», ул. Ригас 111, Саласпилс, LV-2169, Латвия; *эл. почта: dainis.rungis@silava.lv



Mežzinātne 26(59)’2012

122

nekā citām ekonomiski nozīmīgām priežu 
sugām, piemēram, Pinus radiata un Pinus 
taeda (Lev-Yadun & Sederoff , 2000). Kok-
snes veidošanos ietekmē gan eksogēni, gan 
endogēni faktori un to mijiedarbība, un 
to kontrolē koordinēta iesaistīto gēnu un 
transkripcijas faktoru ekspresija (Plomion 
et al., 2001). Skujkoku koksnes veidošanās 
gaitā mērenajā joslā izšķir agrīnās koksnes 
(pavasarī/vasarā) un vēlīnās koksnes 
veidošanos vasaras beigās/rudenī (Creber & 
Chaloner, 1984; Uggla et al., 2001).

Agrīnā koksne sastāv no šūnām ar 
plāniem primārajiem šūnapvalkiem un 
lielām šūnām, bet vēlīnās koksnes traheīdas 
ir mazākas un ar bieziem sekundārajiem 
šūnapvalkiem (Lev-Yadun & Sederoff , 2000;

транспорта воды между клетками – Aqual и в биосинтезе сахарозы SuSy, с целью описать 
эти гены в семействах естественного опыления и выяснить, существует ли взаимосвязь 
между экспрессией генов и показателями плотности древесины у этих семейств. В общем 
анализировано 50 образцов раннего и позднего периодов образования древесины от пяти 
генов кандидатов: изучено 25 образцов из шести семейств с более низкой сравнительной 
плотностью древесины и 25 образцов из четырёх семейств со сравнительно высокими 
показателями плотности. Значительно отличалась экспрессия между древесинами 
раннего и позднего образования у генов Aqual, Susy, но у генов биосинтеза лигнина 
PAL, CAD и CCR эти различия были маловыраженными. В различных сезонах средняя 
экспрессия у большинства генов кандидатов между семействами естественного опыления 
отличалась даже в восемь раз. Значительная корреляция между средней экспрессией 
генов кандидатов в семействах сосны обыкновенной и сравнительной плотностью 
констатирована у генов Aqual во времени раннего образонания древесины (r = –0,55) и 
у CCR – во времени позднего образонания древесины (r = 0,58). В результате выяснено, 
что возможно вычислить значительные различия и взаимосвязь между экспрессией 
генов кандидатов и сравнительной плотностью древесины разных семейств деревьев 
естественного опыления, которые произрастали в условиях без контроли. Однако, 
учитывая обширный спектр возможных вариаций экспрессии генов в пределах каждого 
семейства, более значимым является анализ каждого индивидуального дерева.

Ключевые слова: плотность древесины, экспрессия генов, CAD, Susy, Aqual, PAL, 
CCR.

Ievads
Parastā priede (Pinus sylvestris L.) ir 

viena no ekonomiski nozīmīgākajām koku 
sugām Ziemeļeiropā ar visplašāko izplatības 
areālu pasaulē (Nicolov & Helmisaari, 1992). 
Latvijā parastā priede aizņem 35 % no mežu 
platības (Valsts meža dienests, 2012), un tās 
koksnes īpašības viens no pirmajiem pētījis 
A. Kalniņš (Kalniņš, 1930). Šķēles et al., 
2002 pētījumā par parastās priedes koksnes 
anatomiskajām un fi zikālajām īpašībām 
konstatēts, ka tās ir variablas, un vairumam 
mērīto parametru variācijas koefi cients ir 
augstāks par 20 %.

Gēni, kas iesaistīti koksnes veidošanās 
procesos parastajai priedei ir mazāk pētīti 



123

priedei Pinus taeda tika konstatēts viens 
PAL enzīmu kodējošiem gēniem (Whett en 
& Sederoff , 1992). Tomēr Pinus banksiana 
genoma pētījumi liecina, ka, tāpat kā 
segsēkļiem, arī kailsēkļiem gēns PAL1 
pieder pie lielākas gēnu ģimenes (Butland 
et al., 1998). Jaunākie publicētie dati liecina, 
ka P. taeda genomā ir pieci PAL ģimenes 
gēni (Bagal et al., 2012). Paaugstināts PAL 
daudzums var būt evolucionārs pielāgojums, 
jo fenilpropanoīdu ceļš piedalās gan augšanas, 
gan auga aizsardzības reakciju nodrošināšanā 
(Campbell & Sederoff , 1996). Dillon et al. 
(2010) noskaidroja, ka atsevišķas viena 
nukleotīda nomaiņas gēnā PAL1 var būt 
saistītas ar koksnes blīvumu P. radiata. 
Dvornyk et al. (2002) atklāja, ka parastās 
priedes PAL1 lokusam raksturīga zema 
daudzveidība, kas norāda uz tā nozīmīgumu.

Cinamil-CoA reduktāze (CCR) katali-
zē hidroksicinamil-CoA tioestera reducēšanu 
par atbilstošajiem aldehīdiem, un šī enzīma 
katalizētais lignīna biosintēzes posms 
tiek uzskatīts par pirmo soli monolignolu 
biosintēzē no fenilpropanoīdiem (Whett en & 
Sederoff , 1995). Kanēļspirta dehidrogenāze 
(CAD) katalizē hidroksicinamaldehīdu 
reducēšanu par hidroksicinamalkoholiem, 
un tas tiek uzskatīts par pēdējo monolignolu 
biosintēzes soli. No augiem ar samazinātu 
CAD aktivitāti vieglāk iegūstama papīr-
rūpniecībai nepieciešamā celulozes masa 
(Whett en & Sederoff , 1995; Baucher et al., 
1996). Terpentīna priedei sastopami mutanti, 
kuriem raksturīga defektīva cad-n1 alēle, un 
šiem kokiem ir augstāks koksnes blīvums, 
salīdzinot ar indivīdiem, kuru CAD gēnā 
nav mutāciju. Kā iemesls tam tiek minēta 
lielāka vēlīnās koksnes proporcija cad-n1 

 Uggla et al., 2001). Agrīnā koksne satur vai-
rāk lignīna, mazāk hemiceluložu, celulozes, 
un tās blīvums ir zemāks (Li et al., 2009). 
Koksnes īpašības, piemēram, blīvums, mainās 
arī kokam augot (Plomion et al., 2001; 
Cato et al., 2006). Parastās priedes koksnes 
blīvums palielinās līdz 15 gadu vecumam un 
tad stabilizējas. Konstatēta korelācija starp 
juvenilās un brieduma koksnes blīvumu 
(Hannrup et al.,1998).

Lignīns ir komplekss polimērs, bez 
noteiktas struktūras un ir ļoti neviendabīgs. 
Tas ir viens no svarīgākajiem augu biopolimē-
riem un ir nepieciešams, lai veicinātu šūn-
apvalku un visa auga mehānisko izturību. 
Lignīns nodrošina šūnapvalka ūdensizturību, 
kā arī piedalās ūdens un ūdenī šķīstošo 
savienojumu transportēšanā (Whett en & 
Sederoff , 1995). Lignīna biosintēzē iesaistītie 
gēni piedalās augu aizsardzības reakcijās pret 
dažādiem patogēniem (Sarkanen & Ludwig, 
1971 cit. pēc Boerjan et al., 2003). Vidējais 
lignīna daudzums dažādām priežu sugām 
variē no 25 līdz 35 % no sausnes (Plomion et 
al., 2001). Lignīna biosintēzes ceļš ir daļa no 
lielā fenilpropanoīdu biosintēzes ceļa (Dixon 
et al., 2002; Vanholme et al., 2010). Lignīna 
biosintēze var atšķirties starp audu tipiem 
un atsevišķām šūnām. Galvenie biosintēzē 
iesaistītie enzīmi kā, piemēram, PAL, CCR, 
4CL un CAD, ietekmē metabolītu plūsmu 
lignīna biosintēzes procesā (Campbell & 
Sederoff , 1996).

Fenilalanīna amonija liāze (PAL) 
katalizē fenilalanīna deamināciju par 
cinamātu, un tas ir fenilpropanoīdu bioķī-
miskā ceļa pirmais solis, kas nodrošina 
substrātu arī monolignolu biosintēzei 
(Whett en & Sederoff , 1995). Terpentīna 
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Arabidopsis thaliana aprakstīti seši saharozes 
sintēzes gēni (Baud et al., 2004). Konstatēts, 
ka gēns Susy vairāk ekspresēts juvenilā 
koksnē – P. radiata indivīdos ar augstāku 
koksnes blīvumu (Li et al., 2012).

Šūnu elongācijai nepieciešama strauja 
liela ūdens daudzuma pārvietošana. Šajā 
procesā iesaistīti akvaporīni ( Johansson et 
al., 2000). Akvaporīnu un akvaporīniem 
līdzīgo proteīnu gēni P. radiata agrīnajā un 
vēlīnajā koksnē tiek ekspresēti atšķirīgi (Li et 
al., 2010).

Gēnu ekspresijas atšķirības ir būtiskas 
fenotipiskajai variabilitātei sugas ietvaros. 
Gēnu ekspresijas līmenis atšķiras starp 
dažādiem indivīdiem un šūnu veidiem (Palle 
et al., 2010). Gēnu ekspresija pētīta dažādiem 
organismiem, kas pakļauti dažādiem 
apstākļiem, tomēr gēnu ekspresijas variācija 
un atšķirības dabiskos apstākļos augošām 
populācijām pētītas salīdzinoši maz.

Lai selekcijas darbā iekļautu 
funkcionālus molekulāros marķierus, nepie-
ciešams plašāks priekšstats par koksnes vei-
došanā iesaistītajiem gēniem un procesiem 
(Plomion et al., 2001). Ukrainetz et al. 
(2008) secinājis, ka, izmantojot par vienu 
no kritērijiem augstāku agrīnās koksnes 
blīvumu, varētu neizraisīt būtisku koksnes 
pieauguma samazināšanos, jo selekcijas 
materiāla atlasē izvēloties par kritēriju vēlīnās 
koksnes blīvumu, var samazināties pēcnācēju 
radiālā augšana.

Darba mērķis – raksturot koksnes vei-
došanas procesā iesaistītos gēnus parastās 
priedes pluskoku brīvapputes ģimenēs 
un noskaidrot, vai pastāv saistība starp 
atlasīto kandidātgēnu ekspresiju un koksnes 
blīvumu.

heterozigotiskiem kokiem nekā kokiem ar 
abām funkcionālajām gēna CAD alēlēm (Yu et 
al., 2005; Yu et al., 2006). P. taeda CAD enzīmu 
kodē viens gēns (O’Malley et al., 1992). CAD 
aktivitāte ietekmē lignīna sastāvu (MacKay et 
al., 1997). Li et al. (2011b) secinājis, ka CAD 
gēns P. radiata vairāk ekspresēts indivīdos 
ar augstāku koksnes cietību (zemāku 
mikrofi brilu leņķi). Tomēr samazināta PAL 
aktivitāte ietekmē lignīna sastāvu vairāk nekā 
samazināta CAD aktivitāte, kas varētu liecināt 
par alternatīva monolignolu biosintēzes ceļa 
esamību (MacKay et al., 1997; Bate et al., 
1994).

Lignīna biosintēzē iesaistīto gēnu 
ekspresiju ietekmē transkripcijas faktori 
kā, piemēram, MYB gēnu ģimenes kodētie 
proteīni, vides faktori un hormonu darbība 
(Plomion et al., 2001). Koksnes veidošanās 
procesā iesaistītie gēni var ietekmēt arī 
mikrofi brilu leņķi un koksnes blīvumu (Li et 
al., 2011a).

Arī saharozes sintēzei ir būtiska loma 
koksnes veidošanās procesā. Saharozes 
sintēzes gēns Susy nodrošina resursus arī 
celulozes sintēzei (Uggla et al., 2001). Nairn 
et al. (2008) konstatējis, ka P. taeda Susy gēna 
ekspresijas variācija no aprīļa līdz augustam 
ir līdzīga celulozes sintēzes gēnu ekspresijas 
variācijai tajā pašā laika periodā. Enzīms Susy 
sastopams visās auga daļās un, samazinot Susy 
aktivitāti līdz 2-6 % no dabiskās aktivitātes, 
konstatēta palēnināta augu augšana un 
mazāks cietes daudzums audos (Martin et al., 
1993). Susy enzīms ir lokalizēts citosolā, bet 
daļa tiek saistīta arī ar aktīna citoskeletu vai 
plazmatisko membrānu (Amor et al., 1995). 
P. taeda konstatēti vairāki saharozes sintēzes 
gēni (Nairn et al., 2008). Modeļorganismam 
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Forest instruments, kas darbojas ar noteiktu 
spēku – 6 džouliem ( J) – dzenot kokā me-
tāla stieni, kura diametrs ir 2,5 mm. Pirms 
mērīšanas kokam att iecīgajā vietā noņem 
mizu (Hansen, 2000). Mērījumus veic viena 
metra augstumā no koka sakņu kakla. Uz 
instrumenta skalas nolasāms stieņa garums, 
kas palicis ārpus koka. Kien et al. (2008) dati 
apstiprina, ka koksnes blīvums, kas noteikts, 
pielietojot kokam destruktīvas, bet precīzākas 
metodes, atbilst Pilodyn vērtībām. Relatī-
vais koksnes blīvums milimetros izmērīts 
565 valdaudzes kokiem. Turpmākam darbam 
izvēlētas sešas ģimenes ar zemāku un četras 
ar augstāku koksnes blīvumu, un to ietvaros – 
25 koki ar augstāko un 25 koki ar zemāko 
relatīvo blīvumu. Analizēto indivīdu skaits 
no katras ģimenes: And 19 – 3, Mis 60 – 7, 
S 2 – 3, S 24 – 5, S 8 – 3, S 9 – 4, Mis 34 – 6, 
S 25 – 6, S2 17 – 8, S2 18 – 5.

Stādījuma raksturojums un 
paraugu ievākšana

Koksnes paraugi gēnu ekspresijas 
pētījumiem ievākti parastās priedes stādījumā, 
kas ierīkots Latvijas centrālajā daļā (56º41’N, 
24º26’E) 1982. gadā. Att ālums starp kokiem 
2 × 1 m, stādījumā nav veikta kopšanas cirte. 
Atlasīti parastās priedes brīvapputes ģimeņu 
indivīdi no dažādām izcelsmes vietām: Misas 
(Vecumnieku novads), Andrupenes (Dagdas 
novads), Silenes un Silenes2 (Daugavpils 
novads). Eksperiments reģistrēts Ilglaicīgo 
pētniecisko objektu reģistrā – Nr. 30. Paraugi 
ievākti 2011. gada maija sākumā un septembra 
beigās. No katra koka iegūts viens koksnes 
paraugs 1 metra augstumā no sakņu kakla. 
Vispirms kokam 10 × 5 cm liels laukums 
att īrīts no mizas. Ar tīru skalpeli atdalīti 

Materiāli un metodes
Kandidātgēnu atlase un praimeru veidošana

Kandidātgēnu pieeja pētījumos par 
ģenētisko faktoru ietekmi uz fenotipu saistīta 
ar asociāciju noteikšanu starp konkrētu 
gēnu struktūras vai darbības intensitātes 
(ekspresijas) variāciju un fenotipu. Šādai 
izpētei izvēlētie gēni ir kandidātgēni. 
Mūsu projekta izpildei kandidātgēni 
atlasīti, analizējot pieejamo informāciju 
par koksnes veidošanā iesaistītajiem 
gēniem, kas ir pētīti kādai kailsēkļu sugai. 
Vērā ņemta arī gēnu sekvenču pieejamība 
datubāzēs. Praimeru veidošanai izmantotas 
NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) datu bāzē (htt p://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) atrodamās sekvences 
(CCR – AY064169, CAD – AF549814, 
PAL1 – AF353986 Susy – EF619967, Aqual – 
EU301695). Praimeri konstruēti, pielietojot 
brīvi pieejamas programmas – Primer3 
(htt p://frodo.wi.mit.edu/) un FastPCR 
(http://primerdigital.com/fastpcr.html). 
Vispirms iespējamo praimeru sekvences 
pārbaudītas ar programmu NetPrimer 
( h t t p : / / w w w. p r e m i e r b i o s o f t . c o m /
netprimer/). Pēc tam katram kandidātgēnam, 
izmantojot PCR, laboratorijā pārbaudīti 
četri līdz seši praimeru pāri, un turpmākam 
darbam izvēlēti tie, kuru kvalitāte reālā laika 
polimerāzes ķēdes reakcijās bija apmierinoša. 
Endogēnās kontroles gēna GAPDH 
(gliceraldehīda 3-fosfāta dehidrogenāzes 
gēns) praimeru sekvences iegūtas no Šķipars 
et al. (2011).

Relatīvā koksnes blīvuma noteikšana
Nobriedušās ārējās koksnes relatīvā 

blīvuma noteikšanai izmantots Pilodyn 6J 
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cDNS sintēze
Izdalītajai RNS komplementārās 

DNS (cDNS) sintēzei reversās transkripcijas 
reakcijās izmantoti 500 ng izdalītās RNS. 
Reversās transkripcijas reakcijas tilpums 
50 μl. Reversajai transkripcijai pielietots 
reaģentu komplekts TaqMan® Reverse 
Transcription Reagents (Life technologies) un 
Oligo(dT)18 praimeri (Th ermo Scientifi c), 
ievērojot ražotāja protokolu. Stadartlīknēm 
cDNS sintezēta no 1 μg izdalītās RNS. 
Pavasarī ievākto paraugu analizē izmantoti 
pavasarī iegūta standarta parauga seriālie 
atšķaidījumi, bet rudenī ievākto paraugu 
analīzei – seriālie atšķaidījumi no rudenī 
iegūtā standarta parauga. cDNS pārbaudīta 
PCR reakcijā, kurai izmantoti praimeri, kas no 
genomiskās DNS amplifi cē garāku fragmentu 
nekā no cDNS (PtSusy5F un PtSusy5R). 
Iegūtie fragmenti vizualizēti agarozes gēlā 
pēc elektroforēzes.

Reālā laika PCR
Gēnu ekspresijas analīzēm izvēlēta 

reālā laika PCR pieeja, izmantojot relatīvo 
standartlīkni. PCR veikts, pielietojot 
Applied Biosystems StepOnePlus reālā 
laika PCR iekārtu. Reālā laika PCR reakciju 
temperatūras režīms: 50oC 10 min; 95oC 
10 min; 40 cikli 95oC 15 s, 60oC 30 s,72oC 
30 s, kam seko kušanas līknes iegūšanas 
posms). Reakciju sagatavošanai izmantots 
reālā laika PCR reaģentu komplekts Maxima 
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 
(Th ermo Scientifi c). Reakcijas tilpums 20 μl. 
Vienas reakcijas sastāvs: 2 μl cDNS, 0,15 μl 
10 mM kandidātgēna tiešā un 0,15 μl 10 mM 
kandidātgēna atgriezeniskā praimera, 10 μl 
2x Maxima SYBR Green sagataves un 7,7 μl 

mīkstie audi (kambijs, sekundārā ksilēma un 
fl oēma), kas, pēc ievietošanas 2 ml stobriņā, 
nekavējoties sasaldēti šķidrajā slāpeklī.

RNS izdalīšana
RNS (ribonukleīnskābes) izdalīšanai 

izmantota metode, pielietojot ekstrakcijas 
buferi ar CTAB (2 % CTAB; 0.1 M Tris-HCl 
(pH 8); 1.4 M NaCl; 20 mM EDTA (pH 8); 
2 % PVPP. Pirms lietošanas pievienots 
β-merkaptoetanols – beigu koncentrācija 
buferī 10 %) (Chang et al., 1993; Pina & 
Perez, 2011) ar nelielām modifi kācijām. RNS 
koncentrācija noteikta, pielietojot Qubit 
spektrofl uorimetru un Quant-iT reaģentus 
(Invitrogen) pēc ražotāja norādījumiem. 
Katram paraugam izmantoti 200 μl bufera un 
1 μl krāsas.

Lai atbrīvotos no DNS (dezok-
siribonukleīnskābes) piemaisījuma, RNS 
paraugi apstrādāti ar DNāzi I (kat. nr. EN0521, 
Th ermo scientifi c) un att īrīti, izmantojot 
fenola/hloroforma/izoamilspirta maisījumu 
att iecībā 50 : 49 : 1. RNS tīrība pārbaudīta, 
ar PCR reakciju (sākuma denaturācija 
95oC 5 min; 35 cikli 95oC 35 s; 55oC 35 s; 
72oC 2 min, gala elongācija 72oC 10 min). 
Kopējais reakcijas tilpums 20 μl. Vienas 
reakcijas sastāvs: 1 μl tiešā un atgriezeniskā 
praimera, 2 μl 10x Taq PCR bufera (Th ermo 
Scientifi c), 1,44 μl 25 mM MgCl2, 2 μl 
10 mM dNTP, 0.2 μl Taq polimerāzes 
(5 U/μL, Th ermo scientifi c), 12,36 μl 
ūdens + 500 ng RNS. Izmantoti praimeri 
PtSusy5F CCTGGTCTCTACCGTGTGGT, 
PtSusy5R GTAAGGCGATGCTGCTT TT C. 
Iegūtie rezultāti vizualizēti 1,2 % agarozes 
gēla ar etīdija bromīdu pēc elektroforēzes.
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koksnes veidošanās laikā noteikta indivīdiem 
no sešām ģimenēm ar zemāku relatīvo 
koksnes blīvumu un četrām ar augstāku. 
Vidējās kandidātgēnu ekspresijas vērtības, kas 
izteiktas procentos no konstitutīvi ekspresētā 
gēna GAPDH ekspresijas izvēlētajās koku 
ģimenēs, dotas 1. tabulā. Lielākā gēnu 
ekspresijas atšķirība starp agrīnās un vēlīnās 
koksnes veidošanos konstatēta gēniem 
Aqual un Susy, bet lignīna biosintēzē 
iesaistītajiem gēniem – PAL, CAD un CCR – 
šī atšķirība nav tik izteikta. Korelācija starp 
kandidātgēnu vidējo ekspresiju ģimenēs 
un relatīvo koksnes blīvumu konstatēta 
gēnam Aqual agrīnās koksnes veidošanās 
laikā (r = –0,55, p = 0,1) un gēnam CCR 
vēlīnās koksnes veidošanās laikā (r = 0,58, 
p = 0,1). Pārējiem gēniem korelācija starp 
ģimenes vidējām gēnu ekspresijas vērtībām 
un relatīvo koksnes blīvumu netika 
konstatēta. Tomēr, salīdzināšanai pielietojot 
vienfaktora dispersijas analīzi (ANOVA), 
netika konstatētas statistiski būtiskas 
atšķirības starp vidējām kandidātgēnu 
ekspresijas vērtībām ģimenēs ar augstāku un 
zemāku relatīvo blīvumu. Četrām no sešām 
ģimenēm ar zemāku relatīvo blīvumu gēna 
Aqual ekspresija agrīnās koksnes veidošanās 
laikā pārsniedza 1400 % no gēna GAPDH 
ekspresijas, pārējām analizētajām ģimenēm 
gēna Aqual vidējā ekspresija bija zemāka 
(1. att ēls). Tā kā gēnu ekspresija mēdz būtiski 
atšķirties arī starp veģetatīvi pavairotiem 
indivīdiem (Gibson, 2008), bet izpētei tika 
izraudzīti brīvapputes koku pēcnācēji, kas 
auguši dabiskos vides apstākļos, līdzīgiem 
pētījumiem būtu rekomendējama lielāka 
indivīdu skaita analīze, jo ģimenes vidējo 
gēnu ekspresiju var būtiski ietekmēt arī 

H2O. Izmantotie praimeri: gēnam Aqual 
(aqualf7F CCTT GGCGGCCAGATCACCA, 
aqualr7 R GCCGCCGGTGACGAACTT GA); 
gēnam CCR
(CCR1F TCAGGCCTATGTCCATGTCA, 
CCR1R CGAGTCAACCACATCACCAC); 
gēnam Susy
(Susy4F CAAGACTCGACCGGGTT AAA, 
Susy4R TT CGGCCACTT CTT CTCTGT); 
gēnam PAL1 
(palF CGGATCCATT AACTCACAAGC, 
palR TCCCGTCCAAGACATACTCC); 
gēnam CAD 
(cadF ACCATT CCAGTT GCTCATCC, 
cadR CCCAGCATCACTAGCTT TCC).
Ikviens paraugs ar katram kandidātgēnam 
specifi skajiem praimeriem analizēts trijos 
tehniskajos atkārtojumos un uz katras plates 
reakcija att iecīgajiem paraugiem veikta arī 
konstitutīvi ekspresētajam gēnam GAPDH. 
Standartlīknēm izmantoti iepriekš aprakstīto 
cDNS standartparaugu seriālie atšķaidījumi, 
atšķaidījuma faktors 5.

Datu analīze
Datu analīzei izmantots StepOne v2.2 

programmnodrošinājums, vienfaktora dis-
persijas analīze ANOVA un Pīrsona 
korelācijas analīze. Kandidātgēnu ekspresijas 
līmenis izteikts procentos no konstitutīvi 
ekspresētā gēna GAPDH ekspresijas. Paraugi 
grupēti gan pēc koksnes blīvuma (augstāks 
un zemāks), gan pēc parauga veida (agrīnās 
vai vēlīnās koksnes veidošanās laikā ievāktie 
paraugi).

Rezultāti un diskusija
Kandidātgēnu ekspresija izvēlētajās 

brīvapputes ģimenēs agrīnās un vēlīnās 
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citam indivīdam – 150 %, bet pārējiem trim 
analizētajiem indivīdiem gēna Susy ekspresija 
ir ap 50 % no gēna GAPDH ekspresijas. Dati 
atspoguļo izvēlēto kandidātgēnu augsto 
dabisko gēnu ekspresijas variāciju parastās 
priedes brīvapputes ģimeņu pēcnācējiem.

1. tabula / Table 1
Kandidātgēnu CCR, PAL1, CAD, Aqual un Susy vidējā ekspresija 

izvēlētajās brīvapputes ģimenēs agrīnās un velīnās koksnes veidošanās laikā
Average expression of candidate genes CCR, PAL1, CAD, Aqual and Susy in selected open pollinated 

families during early wood and late wood formation

Gēns /
gadalaiks

Gene /
season

Ģimenes
Families

S 2 And 
19

Mis 
60 S 8 S 9 S 24 Mis 

34 S 25 S2 17 S2 18

Aqual AK * 1613,2 2898,7 1426,2 380,8 380,5 1818,0 994,4 620,7 374,0 461,8

Aqual VK 126,0 88,9 56,6 25,7 150,1 17,2 25,5 140,9 79,2 74,9

CAD AK 34,0 113,0 178,1 181,6 202,7 104,6 102,9 70,0 134,1 116,4

CAD VK 45,8 98,4 52,2 75,1 6,4 27,5 25,0 15,4 92,4 20,9

CCR AK 3,5 5,2 38,5 44,8 3,8 5,7 16,5 4,0 36,1 44,9

CCR VK * 11,6 8,3 10,5 9,5 4,7 2,1 19,0 16,6 8,4 27,3

PAL1 AK 17,6 24,0 34,8 30,7 12,9 21,7 28,1 9,2 572,6 158,4

PAL1 VK 79,1 79,3 53,4 69,4 66,5 16,2 0,9 43,6 49,6 119,7

Susy AK 41,1 60,7 148,4 41,6 42,0 58,5 104,0 59,0 147,2 84,7

Susy VK 0,9 5,2 4,2 2,1 2,3 0,9 0,3 2,3 4,6 7,1

Blīvums, mm
Density, mm 23,7 24,8 25,1 25,3 25,6 25,7 29,5 29,4 29,7 29,2

Zemāks blīvums / Lower density Augstāks blīvums / Higher density
Paskaidrojumi / Legend: VK – vēlīnā koksne / late wood; AK – agrīnā koksne / early wood; 
ekspresija izteikta procentos no gēna GAPDH ekspresijas / formation as % of GAPDH expression; 
*  apzīmē gēnus , kuru ekspresijai ir būtiska korelācija ar koksnes relatīvo blīvumu kādā no sezonām / 
genes with signiffi  cant correlation between wood density and  gene expression in one of seasons.

viena koka būtiski atšķirīga gēnu ekspresija. 
Piemērs dots 2. att ēlā, kur att ēlota saharozes 
sintāzes gēna SuSy ekspresija agrīnās koksnes 
veidošanās laikā Mis 34 koka pēcnācējiem, 
kur vienam indivīdam gēna SuSy ekspresija 
pārsniedz 250 % no gēna GAPDH ekspresijas, 
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1. att ēls. Gēna Aqual ekspresija agrīnās koksnes veidošanās laikā izvēlētajās brīvapputes 
ģimenēs.
Figure 1. Aqual gene expression during early wood formation in open pollinated families.
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2. att ēls. Saharozes sintāzes gēna Susy ekspresijas variācija agrīnās koksnes veidošanās laikā 
Mis 34 ģimenē.
Figure 2. Gene expression variation of the sucrose synthase gene Susy during early wood formation 
in the Mis 34 family.
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Secinājumi
Būtiskas gēnu ekspresijas atšķirības starp agrīnās un vēlīnās koksnes veidošanās 

periodiem konstatētas gēniem Aqual, Susy un CAD, bet lignīna biosintēzē iesaistītajiem 
gēniem PAL un CCR šī atšķirība statistiski nav būtiska.

Atšķirīgos gadalaikos vairāku kandidātgēnu vidējā ekspresija dažādās parastās priedes 
brīvapputes ģimenēs var atšķirties pat astoņas reizes.

Korelācija starp kandidātgēnu vidējo ekspresiju ģimenēs un relatīvo koksnes blīvumu 
konstatēta gēnam Aqual agrīnās koksnes veidošanās laikā (r = –0,55) un gēnam CCR vēlīnās 
koksnes veidošanās laikā (r = 0,58), tomēr, augstās gēnu ekspresijas variāciju dēļ ģimeņu 
ietvaros, tā ir vāja.

Noskaidrots, ka pastāv sakarības starp kandidātgēnu ekspresiju un relatīvo koksnes 
blīvumu dažādām parastās priedes brīvapputes ģimenēm, kas augušas dabiskos apstākļos. 
Tomēr, ņemot vērā lielo gēnu ekspresijas varietāti ģimeņu ietvaros, vēlams analizēt lielāku 
indivīdu skaitu no brīvapputes ģimenēm vai kontrolētu krustojumu pēcnācējiem.

Ģenētiskā daudzveidība ģimenes ietvaros būtiski ietekmē koksnes veidošanos un šī 
ģenētiskā daudzveidība, kas varētu būt potenciāls turpmāko pētījumu objekts.

Pateicība: pētījums veikts ESF projekta Nr. 2009/0200/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/
VIAA/146 „Ģenētisko faktoru nozīme adaptēties spējīgu un pēc koksnes īpašībām kvalitatīvu 
mežaudžu izveidē” ietvaros.
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