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Kopsavilkums. Parasta priede ir ekonomiski nozimigaka koku suga Latvija. Koksnes
veido$anos ietekmé gan eksogéni, gan endogéni faktori, to mijiedarbiba, ka ari iesaistito génu
un transkripcijas faktoru ekspresija. Viens no galvenajiem koksnes kvalitati raksturojosiem
parametriem ir koksnes blivums. Sugas ietvaros to batiski ietekmé genétiskie faktori. Parastas
priedes géni, kas iesaistiti koksnes veidosanas procesos, ir maz pétiti. Masu pétijjumam
atlasiti kandidatgéni, kas piedalas atskirigos koksnes veido$anas ciklos un varétu but saistiti
ar koksnes blivumu: lignina biosintézé - PALI, CCR, CAD; udens transporta nodrosina$ana
starp $anam — Aqual, saharozes biosintézé — SuSy, ar mérki raksturot o génu darbibu koksnes
veido$anas laikd un noskaidrot, vai pastav saistiba starp $o génu ekspresiju un koksnes
blivumu gimenu ietvaros. Piecu kandidatgénu SO paraugiem noteikta ekspresija agrinas un
vélinas koksnes veidosanas laika, 25 paraugi nemti no se$am gimeném ar zemaku relativo
koksnes blivumu un 25 - no ¢etram gimeném ar augstaku relativo blivumu. Statistiski
buatiska génu ekspresijas atskiriba starp agrinas un vélinas koksnes veido$anos konstatéta
géniem Aqual, Susy un CAD, bet lignina biosintézé iesaistitajiem géniem PALI un CCR $i
atskiriba nav butiska. Atskirigos gadalaikos vairaku kandidatgénu vidéjais ekspresijas limenis
dazadas parastas priedes brivapputes gimenés atkiras lidz astonam reizém. Korelacija starp
kandidatgénu vidéjo ekspresijas limeni gimenés un relativo koksnes blivumu konstatéta
génam Aqual agrinas koksnes veido$anas laika (r =-0,55) un génam CCR vélinas koksnes
veidoganas laika (r=0,58). Noskaidrots, ka pastav sakaribas starp kandidatgénu ekspresiju
un relativo koksnes blivumu dazadam parastas priedes brivapputes gimeném, kas augusas
dabiskos apstaklos. Konstatéta nozimiga genétiska daudzveidiba gimenes ietvaros, kas varétu
but potencials turpmako pétijumu objekts.

Nozimigakie vardi: koksnes blivums, génu 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 affected 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 affected by genetic factors.
Genesinvolvedinwood formationin Scots pine are less studied than in otherimportant species.
For this research candidate genes related to wood formation were selected; three are involved
in lignin biosynthesis (PALI, CCR, CAD), one in water transport (Aqual) and one in sucrose
biosynthesis (SuSy). The 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. The greatest significant differences
in gene expression between early and late wood formation were found for the Aqual, Susy
and CAD genes. No statistically significant differences were found for the PALI and CCR
genes. For some candidate genes, the average gene expression between families varied up to
eight times depending on the season. Significant 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).1tis concluded that it is possible to detect significant 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 affects wood
formation and could be the object of future research.

Key words: wood density, gene expression, CAD, Susy, Aqual, PAL1, CCR.

Kanb6epra-Cuanns, K. 3, Suconc, A. 3, Pynruc, A. ** xkcnpeccusi B o6pasoBanuu Ape-
BECHHbI BOBACYEHHBIX T€HOB CEMENCTB CBOGOAHOIO ONMBIACHHS COCHBI OObIKHOBEHHOI
(Pinus sylvestris L.) 1o CpaBHEHHIO C PEASITHBHO IAOTHOCTDIO AP€BeCHHBIL.

Pesrome. CocHa 06BIKHOBEHHAS OAHA M3 CAMBIX 9KOHOMHYECKH 3HAYMMBIX IIOPOA AePEBbEB
AarBuu. Ha o6pasoBaHue ApeBeCHHBI BAUSIIOT KaK 9KCOIeHHbIE, TAK U SHAOTeHHble GpaKTOPbL U
UX B3aUMOAEJNCTBHE, a TakKe GaKTOPBI TPAHCKPUIILUY 1 SKCIIPECCUS CTPYKTYPAAbHbIX T€HOB.
OAHHEM U3 CaMbIX TAQBHBIX KaueCTBEHHbIX [IAPaMeTPOB APEBECHHBI SBASETCS IIAOTHOCTD, Ha
KOTODYIO, B IIPEAEAAX BHAQ, 3HAYMTEABHO BAUSIOT reHeTHYecKde $axTOpsl. IeHbl, KOTOpbIE
CBSI3aHBI C 00pa3oBaHeM APEBECHHBI, IOKA MAAO H3yveHbL [109TOMy B HalleM MCAEAOBAaHUM
6BIAN BHIOPAHBI TeHbl KAHAMAATHI, KOTOPble BOBACUEHbI B PA3AUYHBIX IPOLIECCax 06 pasoBaHus
ApeBeCHHbI COCHBI OOBIKHOBEHHOIL: B 6uocunrese aurausa — PAL, CCR, CAD, B o6ecnevenun
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TPAHCIIOPTa BOABL MEXAY KaeTKaMu — Aqual v B 6rocuHTe3e caxapossl SuSy, ¢ LieAbIO OIHCaTh
9TH reHbI B CeMeHCTBaX eCTeCTBEHHOTO OIIBIACHHS U BBIICHUTD, CYIIECTBYeT AH B3aUMOCBS3b
MEXAY 9KCIIpecCHel FeHOB U [IOKa3aTeASIMU IIAOTHOCTH APEeBECHHbI y 9TUX ceMeicTB. B obmem
aHAaAM3HPOBaHO S0 06Pa3IIOB PAHHETO H II03AHETO [IEPHOAOB 00Pa30BAHIS APEBECHHBI OT IISITH
FeHOB KAHAMAQTOB: H3y4eHO 25 06pa31i0B U3 IeCTU CEMEHCTB C H0Aee HU3KO CPABHUTEABHOM
IIAOTHOCTBIO APEBECHHBI U 25 o6pa3u013 M3 YETBIPEX CEMENCTB CO CPABHUTEABHO BHICOKMMH
IIOKA3aTeASMH IIAOTHOCTH. 3HAUHTEABHO OTAMYAAACh OIKCIIPECCHS MEXAY ApPeBeCHHAMH
paHHEro U Mo3pHero o6pasoBaHus y reHoB Aqual, Susy, HO y reHOB 6MOCHHTe3a AHIHHHA
PAL, CAD u CCR at1 pasauuusi 65IAM MaAOBBIPRKEHHBIMY. B pasAMYHBIX Ce30HAX CpeAHS
9KCIIPeCCHs Y OOABIIHHCTBA FeHOB KAHAMAATOB MEXAY CeMeHCTBAMHE €CTeCTBEHHOTO OIIBIACHHS
OTAMYAAACh AQKE B BOCEMb pas. 3HAYMTEAbHAS KOPPEASINS MeXAy CpeAHel SKCIpeccuei
reHOB KAaHAUAATOB B CEMEMCTBaX COCHbI OOBIKHOBEHHON M CPaBHUTEABHOH IIAOTHOCTBIO
KOHCTAaTHpOBaHa y reHoB Aqual Bo BpemeHu paHHero o6pasosanus apesecunsl (r = -0,55) u
y CCR - Bo BpemeHu no3pHero o6pasosanus Apesecuns! (r = 0,58). B pesyabrare BblsicHEHO,
4YTO BO3MOXXHO BBIYMCAMTb 3HAYMTEAbHbIE DA3AUYHS M B3aHMOCBS3b MEXAY OIKCIIpecCHei
TeHOB KAHAMAATOB M CPaBHUTEABHOMN ITAOTHOCTBIO APEBECHHBI Y Pa3HBIX CeMEHCTB AepeBbeB
€CTeCTBEHHOTO OIIBIA€HMsS, KOTOpble NPOHM3PACTAAU B yCAOBUsIX 6e3 koHTpoau. OpHako,
Y4IUTHIBasI OOIIMPHBIN CIEKTP BO3MOXKHBIX BapPHALIUI 9KCIPECCHU T€HOB B IIPEACAAX KAXKAOTO
ceMercTBa, 60Aee 3HAYUMBIM SIBASIETCSI AaHAAM3 KQKAOTO HHAUBHAYAABHOTO AepeBa.

Kawouesvte cr06a: maoTHOCTD ApeBecuHsl, axcnpeccus renos, CAD, Susy, Aqual, PAL,
CCR.

neka citam ekonomiski nozimigam priezu

Ievads

Parasta priede (Pinus sylvestris L.) ir
viena no ekonomiski nozimigakajam koku
sugam Ziemeleiropa ar visplasako izplatibas
arealu pasaulé (Nicolov & Helmisaari, 1992).
Latvija parasta priede aiznem 35 % no mezu
platibas (Valsts meza dienests, 2012), un tas
koksnes ipasibas viens no pirmajiem pétijis
A.Kalnin$ (Kalnins, 1930). Skéles et al,
2002 pétijuma par parastas priedes koksnes
anatomiskajam un fizikalajam ipasibam
konstatéts, ka tas ir variablas, un vairumam
meérito parametru variacijas koeficients ir
augstaks par 20 %.

Géni, kas iesaistiti koksnes veido$anas
procesos parastajai priedei ir mazak pétiti

sugam, pieméram, Pinus radiata un Pinus
taeda (Lev-Yadun & Sederoff, 2000). Kok-
snes veido$anos ietekmé gan eksogéni, gan
endogéni faktori un to mijiedarbiba, un
to kontrolé koordinéta iesaistito génu un
transkripcijas faktoru ekspresija (Plomion
et al., 2001). Skujkoku koksnes veidoganas
gaita meérenaja josla iz8kir agrinas koksnes
(pavasari/vasard) un vélinds koksnes
veidosanos vasaras beigas/rudeni (Creber &
Chaloner, 1984; Uggla et al., 2001).

Agrina koksne sastav no $anam ar
planiem primarajiem $anapvalkiem un
lielam $tnam, bet vélinas koksnes traheidas
ir mazakas un ar bieziem sekundarajiem

$inapvalkiem (Lev-Yadun & Sederoff, 2000;
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Uggla et al., 2001). Agrina koksne satur vai-

rak lignina, mazak hemicelulozu, celulozes,
un tas blivums ir zemaks (Li et al., 2009).
Koksnes ipasibas, pieméram, blivums, mainas
ari kokam augot (Plomion et al, 2001;
Cato et al., 2006). Parastas priedes koksnes
blivums palielinas lidz 15 gadu vecumam un
tad stabilizéjas. Konstatéta korelacija starp
juvenilas un brieduma koksnes blivumu
(Hannrup et al.,1998).

Lignins ir komplekss polimérs, bez
noteiktas struktaras un ir Joti neviendabigs.
Tas ir viens no svarigakajiem augu biopolime-
riem un ir nepiecie$ams, lai veicinatu $an-
apvalku un visa auga mehanisko izturibu.
Lignins nodrosina $anapvalka adensizturibu,
ka arl piedalas adens un udeni $kisto$o
savienojumu transporté$ana (Whetten &
Sederoff, 1995). Lignina biosintézé iesaistitie
géni piedalas augu aizsardzibas reakcijas pret
dazadiem patogéniem (Sarkanen & Ludwig,
1971 cit. péc Boerjan et al., 2003). Vidéjais
lignina daudzums dazadam priezu sugam
varié no 25 % lidz 35 % no sausnes (Plomion
et al.,, 2001). Lignina biosintézes cel$ ir dala
no liela fenilpropanoidu biosintézes cela
(Dixon et al., 2002; Vanholme et al., 2010).
Lignina biosintéze var at$kirties starp audu
tipiem un atsevikim $anam. Galvenie
biosintézé iesaistitie enzimi ka, pieméram,
PAL, CCR, 4CL un CAD, ietekmé metabolitu
plasmu lignina biosintézes procesa (Camp-
bell & Sederoff, 1996).

Fenilalanina amonija liaze (PAL)

par

cinamatu, un tas ir fenilpropanoidu bioki-

katalizé  fenilalanina ~ deaminaciju
miska cela pirmais solis, kas nodrosina
substratu ari monolignolu  biosintézei

(Whetten & Sederoff, 1995). Terpentina

priedei Pinus taeda tika konstatéts viens no
PAL enzimu kodéjosiem géniem (Whetten
& Sederoff, 1992). Tomér Pinus banksiana
liecina, ka, tapat ka
ari  kailsékliem géns PALI
pieder pie lielakas génu gimenes (Butland
et al., 1998). Jaunakie publicétie dati liecina,

genoma pétijumi
segsékliem,

ka P taeda genoma ir pieci PAL gimenes
géni (Bagal ef al, 2012). Paaugstinats PAL
daudzums var bat evolucionars pielagojums,
jo fenilpropanoidu cel$ piedalas gan augsanas,
gan auga aizsardzibas reakciju nodrosina$ana
(Campbell & Sederoff, 1996). Dillon et al.
(2010) noskaidrojis, ka atseviskas viena
nukleotida nomainas géna PALI var bat
blivumu P radiata.
Dvornyk et al. (2002) atklajis, ka parastas
priedes PAL1 lokusam raksturiga zema

saistitas ar koksnes

daudzveidiba, kas norada uz ta nozimigumu.

Cinamil-CoA reduktize (CCR) katali-
zé hidroksicinamil-CoA tioestera reducé$anu
par atbilsto$ajiem aldehidiem, un §i enzima
katalizétais lignina  biosintézes posms
tiek uzskatits par pirmo soli monolignolu
biosintézé no fenilpropanoidiem (Whetten &
Sederoff, 1995). Kanélspirta dehidrogenaze
(CAD) hidroksicinamaldehidu

reducé$anu par hidroksicinamalkoholiem,

katalize

un tas tiek uzskatits par pédéjo monolignolu
biosintézes soli. No augiem ar samazinatu
CAD aktivitati vieglak iegastama papir-
rapniecibai nepiecie$ama celulozes masa
(Whetten & Sederoff, 1995; Baucher et al.,
1996). Terpentina priedei sastopami mutanti,
kuriem raksturiga defektiva cad-nl aléle, un
$iem kokiem ir augstaks koksnes blivums,
salidzinot ar individiem, kuru CAD géna
nav muticiju. Ka iemesls tam tiek minéta
lielaka vélinas koksnes proporcija cad-nl
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heterozigotiskiem kokiem neka kokiem ar
abam funkcionalajam géna CAD alélém (Yu et
al.,2005; Yuetal.,2006).P. taeda CAD enzimu
kodé viens géns (O’Malley et al., 1992). CAD
aktivitate ietekmé lignina sastavu (MacKay et
al., 1997). Li et al. (2011b) secinajis, ka CAD
géns P.radiata vairak ekspreséts individos
ar augstiku koksnes cietibu (zemiku
mikrofibrilu lenki). Tomér samazinita PAL
aktivitate ietekmeé lignina sastavu vairak neka
samazinata CAD aktivitate, kas varétu liecinat
par alternativa monolignolu biosintézes cela
esamibu (MacKay et al., 1997; Bate et al.,
1994).

Lignina biosintézé iesaistito génu
ekspresiju ietekmé transkripcijas faktori
ka, pieméram, MYB génu gimenes kodétie
proteini, vides faktori un hormonu darbiba
(Plomion et al., 2001). Koksnes veido$anas
procesa iesaistitie géni var ietekmét ari
mikrofibrilu lenki un koksnes blivumu (Li et
al., 2011a).

Ari saharozes sintézei ir batiska loma
koksnes veido$anas procesa. Saharozes
sintézes géns Susy nodrosina resursus ari
celulozes sintézei (Uggla ef al., 2001). Nairn
et al. (2008) konstateéjis, ka P. taeda Susy géna
ekspresijas variacija no aprila lidz augustam
ir lidziga celulozes sintézes génu ekspresijas
variacijai taja pa$a laika perioda. Enzims Susy
sastopams visas auga dalas un, samazinot Susy
aktivitati lidz 2-6 % no dabiskas aktivitates,
konstatéta paléninata augu aug$ana un
mazaks cietes daudzums audos (Martin et al.,
1993). Susy enzims ir lokalizéts citosola, bet
dala tiek saistita ari ar aktina citoskeletu vai
plazmatisko membranu (Amor et al., 1995).
P taeda konstatéti vairaki saharozes sintézes
géni (Nairn ef al., 2008). Modelorganismam

Arabidopsis thaliana aprakstiti sesi saharozes
sintézes géni (Baud et al., 2004). Konstatéts,
ka geéns Susy vairak ekspreséts juvenila
koksné - P radiata individos ar augstaku
koksnes blivumu (Li et al., 2012).

Sinu elongicijai nepiecie$ama strauja
liela Gdens daudzuma parvietodana. Saja
procesa iesaistiti akvaporini (Johansson et
al., 2000). Akvaporinu un akvaporiniem
lidzigo proteinu géni P radiata agrinaja un
vélinaja koksné tiek ekspreséti atskirigi (Li et
al., 2010).

Génu ekspresijas at$kiribas ir batiskas
fenotipiskajai variabilitatei sugas ietvaros.
Génu ekspresijas limenis atSkiras starp
dazadiem individiem un $anu veidiem (Palle
etal.,,2010). Génu ekspresija pétita dazadiem
kas

apstakliem, tomér génu ekspresijas variacija

organismiem, paklauti  dazadiem
un at$kiribas dabiskos apstaklos augo$am
populacijam pétitas salidzino$i maz.
Lai darba
funkcionalus molekularos markierus, nepie-

selekcijas ieklautu
cieSams plasaks priek$stats par koksnes vei-
dosana iesaistitajiem géniem un procesiem
(Plomion et al, 2001). Ukrainetz et al.
(2008) secinajis, ka, izmantojot par vienu
no kritérijiem augstaku agrinas koksnes
blivumu, varétu neizraisit batisku koksnes
pieauguma samazinasanos, jo selekcijas
materiala atlasé izvéloties par kritériju vélinas
koksnes blivumu, var samazinaties pécnacéju
radiala aug$ana.

Darba mérkis — raksturot koksnes vei-
dosanas procesa iesaistitos génus parastas
priedes pluskoku brivapputes gimenés
un noskaidrot, vai pastav saistiba starp
atlasito kandidatgénu ekspresiju un koksnes

blivumu.
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Materiali un metodes
Kandidatgenu atlase un praimeru veidoSana
Kandidatgénu pieeja pétijumos par
genétisko faktoru ietekmi uz fenotipu saistita
ar asociaciju noteik§anu starp konkrétu
génu struktaras vai darbibas intensitates
(ekspresijas) variaciju un fenotipu. Sadai

izpétei izvéletie geéni ir kandidatgeéni.
Masu  projekta izpildei kandidatgéni
atlasiti, analizéjot pieejamo informaciju
par  koksnes veido$ana iesaistitajiem

géniem, kas ir pétiti kadai kailsék]u sugai.
Véra pemta ari génu sekvencu pieejamiba
datubazés. Praimeru veido$anai izmantotas
NCBI (National Center for Biotechnology
datu (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) atrodamas sekvences
(CCR - AY064169, CAD - AFS549814,
PALI - AF353986 Susy — EF619967, Aqual —
EU301695). Praimeri konstruéti, pielietojot
brivi pieejamas programmas - Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/) un FastPCR
(http://primerdigital.com/fastpcr.html).

Information) bazé

Vispirms iespéjamo praimeru sekvences

parbauditas ar programmu NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/
netprimer/ ). Péc tam katram kandidatgénam,
izmantojot PCR, laboratorija parbauditi
Cetri lidz se$i praimeru pari, un turpmakam
darbam izveéléti tie, kuru kvalitate reala laika
polimerazes kédes reakcijas bija apmierinosa.
GAPDH

dehidrogenazes

Endogeénas  kontroles
(gliceraldehida  3-fosfata
géns) praimeru sekvences iegiitas no Skipars
etal. (2011).

gena

Relativa koksnes blivuma noteiksana
Nobriedusas aréjas koksnes relativa
blivuma noteik$anai izmantots Pilodyn 6]

Forest instruments, kas darbojas ar noteiktu
spéku — 6 dzouliem (J) — dzenot koka me-
tala stieni, kura diametrs ir 2,5 mm. Pirms
meérisanas kokam attiecigaja vieta nonem
mizu (Hansen, 2000). Mérijumus veic viena
metra augstuma no koka saknu kakla. Uz
instrumenta skalas nolasams stiena garums,
kas palicis arpus koka. Kien et al. (2008) dati
apstiprina, ka koksnes blivums, kas noteikts,
pielietojot kokam destruktivas, bet precizakas
metodes, atbilst Pilodyn vértibam. Relati-
vais koksnes blivums milimetros izmérits
565 valdaudzes kokiem. Turpmakam darbam
izvélétas seSas gimenes ar zemaku un letras
ar augstaku koksnes blivumu, un to ietvaros —
2§ koki ar augstako un 25 koki ar zemako
relativo blivumu. Analizéto individu skaits
no katras gimenes: And 19 -3, Mis 60 -7,
$2-3,S24-5,S8-3,S9—4, Mis 346,
S$25-6,5217-8,S218-5.

Stadijuma raksturojums un
paraugu ievakSana

Koksnes paraugi génu ekspresijas
pétijjumiemievaktiparastaspriedesstadijuma,
kas ierikots Latvijas centralaja dala (56°41°N,
24°26’E) 1982. gada. Attalums starp kokiem
2 x 1 m, stadijuma nav veikta kop$anas cirte.
Atlasiti parastas priedes brivapputes gimenu
individi no dazadam izcelsmes vietam: Misas
(Vecumnieku novads), Andrupenes (Dagdas
novads), Silenes un Silenes2 (Daugavpils
novads). Eksperiments registréts Ilglaicigo
pétniecisko objektu registra — Nr. 30. Paraugi
ievakti2011. gada maijasakumaunseptembra
beigas. No katra koka iegats viens koksnes
paraugs 1 metra augstuma no saknu kakla.
Vispirms kokam 10x Scm liels laukums
attirits no mizas. Ar tiru skalpeli atdaliti
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mikstie audi (kambijs, sekundara ksiléma un
floéma), kas, péc ievieto$anas 2 ml stobrina,
nekavéjoties sasaldeéti $kidraja slapekli.

RNS izdalidana

RNS (ribonukleinskabes) izdalisanai
izmantota metode, pielietojot ekstrakcijas
buferi ar CTAB (2 % CTAB; 0.1 M Tris-HCI
(pH 8); 1.4 M NaCl; 20 mM EDTA (pH 8);
2% PVPP. Pirms
f-merkaptoetanols - beigu koncentracija
buferi 10 %) (Chang et al, 1993; Pina &
Perez, 2011) ar nelielam modifikacijam. RNS
koncentracija noteikta, pielietojot Qubit

lietoanas pievienots

spektrofluorimetru un Quant-iT reagentus
(Invitrogen) péc razotija noradijumiem.
Katram paraugam izmantoti 200 pl bufera un
1 pl krasas.

Lai no DNS (dezok-
siribonukleinskibes) piemaisijuma, RNS
paraugiapstradatiarDNazi I (kat. nr. EN0S21,
Thermo scientific) un attiriti, izmantojot

atbrivotos

fenola/hloroforma/izoamilspirta maisijumu
attieciba 50:49 : 1. RNS tiriba parbaudita,
ar PCR reakciju (sikuma denaturicija
95°C S min; 35 cikli 95°C 35s; 55°C 35s;
72°C 2 min, gala elongacija 72°C 10 min).
Kopéjais reakcijas tilpums 20 pl. Vienas
reakcijas sastavs: 1 pl tie$d un atgriezeniska
praimera, 2 pl 10x Taq PCR bufera (Thermo

Scientific), 1,44pl 25mM MgCl,, 2yl
10mM dNTP, 0.2pul Taq polimerazes
(5U/uL, Thermo scientific), 12,36 pl

tdens + 500ng RNS. Izmantoti praimeri
PtSusySF CCTGGTCTCTACCGTGTGGT,
PtSusySR GTAAGGCGATGCTGCTI'IIC.
Iegutie rezultati vizualizéti 1,2 % agarozes
géla ar etidija bromidu péc elektroforézes.

cDNS sintéze
RNS
DNS (cDNS) sintézei reversas transkripcijas

Izdalitajai komplementaras
reakcijas izmantoti 500 ng izdalitas RNS.
Reversas transkripcijas reakcijas tilpums
50 ul. Reversajai transkripcijai pielietots
TagMan®
Transcription Reagents (Life technologies) un
Oligo(dT)18 praimeri (Thermo Scientific),
ievérojot razotaja protokolu. Stadartlikném
cDNS sintezéta no 1pg izdalitas RNS.
Pavasari ievakto paraugu analizei izmantoti

reagentu Reverse

komplekts

pavasari iegata standarta parauga serialie
at$kaidijumi, bet rudeni ievakto paraugu
analizei - serialie at$kaidijumi no rudeni
iegata standarta parauga. cDNS parbaudita
PCR reakcija, kurai izmantoti praimeri, kas no
genomiskas DNS amplificé garaku fragmentu
neki no cDNS (PtSusySF un PtSusySR).
Iegutie fragmenti vizualizéti agarozes géla
péc elektroforézes.

Reala laika PCR

Génu ekspresijas analizém izvéléta
reala laika PCR pieeja, izmantojot relativo
PCR veikts, pielietojot
Applied Biosystems StepOnePlus reala
laika PCR iekartu. Reala laika PCR reakciju
temperatdras rezims: 50°C 10 min; 95°C
10 min; 40 cikli 95°C 15s, 60°C 30s,72°C
30s, kam seko kuSanas liknes iega$anas

standartlikni.

posms. Reakciju sagatavosanai izmantots
reala laika PCR reagentu komplekts Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(Thermo Scientific). Reakcijas tilpums 20 pl.
Vienas reakcijas sastavs: 2 pl cDNS, 0,15 pl
10 mM kandidatgéna tie$a un 0,15 pl 10 mM
kandidatgéna atgriezeniska praimera, 10 pl
2x Maxima SYBR Green sagataves un 7,7 pl

126



K. Kanberga-Silina, A. Jansons, D. Rungis

H,O. Izmantotie praimeri: génam Aqual
(aqualf7F CCITGGCGGCCAGATCACCA,
aqualr7 R GCCGCCGGTGACGAACTIGA);
génam CCR

(CCRIF TCAGGCCTATGTCCATGTCA,
CCR1R CGAGTCAACCACATCACCAC);
génam Susy

(Susy4F CAAGACTCGACCGGGTTAAA,
Susy4R TTCGGCCACTICITCTCTGT);
génam PALI

(palF CGGATCCATTAACTCACAAGC,
palR TCCCGTCCAAGACATACTCC);
génam CAD

(cadF ACCATTCCAGITGCTCATCC,
cadR CCCAGCATCACTAGCITITCC).
Ikviens paraugs ar katram kandidatgénam
specifiskajiem praimeriem analizéts trijos
tehniskajos atkartojumos, un uz katras plates
reakcija attiecigajiem paraugiem veikta ari
konstitutivi ekspresétajam génam GAPDH.
Standartlikném izmantoti ieprieks$ aprakstito
cDNS standartparaugu serialie at$kaidijumi,
at$kaidijuma faktors S.

Datu analize
Datu analizei izmantots StepOne v2.2
programmnodro$inajums, vienfaktora dis-
ANOVA un
korelacijas analize. Kandidatgénu ekspresijas

persijas  analize Pirsona
limenis izteikts procentos no konstitutivi
ekspreséta géna GAPDH ekspresijas. Paraugi
grupéti gan péc koksnes blivuma (augstiks
un zemaks), gan péc parauga veida (agrinas
vai vélinas koksnes veidosanas laika ievaktie

paraugi).

Rezultati un diskusija
Kandidatgénu ekspresija izvélétajas
brivapputes gimenés agrinas un veélinas

koksnes veidos$anas laika noteikta individiem
no se$am gimeném ar zemaku relativo
koksnes blivumu un ¢etram ar augstaku.
Vidéjas kandidatgénu ekspresijas vértibas, kas
izteiktas procentos no konstitutivi ekspreséta
géna GAPDH ekspresijas izvélétajas koku
dotas 1. tabula.
ekspresijas atskiriba starp agrinas un veélinas

gimenés, Lielaka génu

koksnes veido$anos konstatéta géniem
Aqual un Susy, bet lignina biosintézé
iesaistitajiem géniem — PAL, CAD un CCR -
§1 at8kiriba nav tik izteikta. Korelacija starp
kandidatgénu vidéjo ekspresiju gimenés
un relativo koksnes blivumu konstatéta
génam Aqual agrinas koksnes veido$anas
laika (r=-0,55, p=0,1) un génam CCR
vélinas koksnes veidoganas laika (r=0,58,
p=0,1). Pargjiem géniem korelacija starp
gimenes vidéjam génu ekspresijas vértibam
un relativo koksnes Dblivumu netika
konstatéta. Tomeér, salidzinas$anai pielietojot
vienfaktora dispersijas analizi (ANOVA),
statistiski ~ batiskas

vidéjam  kandidatgénu

netika  konstatétas

at$kiribas  starp
ekspresijas vértibam gimenés ar augstaku un
zemaku relativo blivumu. Cetram no se$am
gimeném ar zemaku relativo blivumu géna
Aqual ekspresija agrinas koksnes veidosanas
laika parsniedza 1400 % no géna GAPDH
ekspresijas, paréjam analizétajam gimeném
géna Aqual vidéja ekspresija bija zemaka
(1. attéls). Ta ka génu ekspresija médz batiski
atSkirties ari starp vegetativi pavairotiem
individiem (Gibson, 2008), bet izpétei tika
izraudziti brivapputes koku pécnacéji, kas
augusi dabiskos vides apstaklos, lidzigiem
pétjjumiem butu rekomendéjama lielaka
individu skaita analize, jo gimenes vidéjo
génu ekspresiju var butiski ietekmeét ari
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viena koka batiski atskiriga génu ekspresija.
Piemeérs dots 2. attéla, kur attélota saharozes
sintazes géna SuSy ekspresija agrinas koksnes
veido$anas laika Mis 34 koka pécnacéjiem,
kur vienam individam géna SuSy ekspresija
parsniedz 250 % no géna GAPDH ekspresijas,

citam individam - 150 %, bet paréjiem trim
analizétajiem individiem géna Susy ekspresija
ir ap 50 % no géna GAPDH ekspresijas. Dati
atspogulo izvéléto kandidatgénu augsto
dabisko génu ekspresijas variiciju parastas

priedes brivapputes gimenu pécnacéjiem.

1. tabula / Table 1

Kandidatgénu CCR, PAL1, CAD, Aqual un Susy vidéja ekspresija
izvélétajas brivapputes gimenés agrinas un velinas koksnes veido$anas laika

Average expression of candidate genes CCR, PAL1, CAD, Aqual and Susy in selected open pollinated

families during early wood and late wood formation

Geéns / Gimenes

gadalaiks Families
Gene/ | o) And | Mis | ss | so | s | M| sas | 5217 | s218
Aqual AK* | 16132 | 2898,7 | 1426,2 | 380,8 | 380,5 | 1818,0 | 9944 | 620,7 | 3740 | 461,8
Aqual VK 1260 | 889 | 566 | 257 | 1501 | 172 | 255 | 1409 | 792 | 749
CAD AK 340 | 1130 | 1781 | 181,6 | 2027 | 1046 | 1029 | 70,0 | 1341 | 1164
CAD VK 458 | 984 | 522 | 751 | 64 | 275 | 250 | 154 | 924 | 209
CCRAK 3,5 52 | 385 | 448 | 38 57 | 165 | 40 | 361 | 449
CCRVK * 1,6 | 83 | 105 | 95 47 21 | 190 | 166 | 84 | 273
PALI AK 17,6 | 240 | 348 | 307 | 129 | 21,7 | 281 | 92 | 5726 | 1584
PALI VK 791 | 793 | $34 | 694 | 665 | 162 | 09 | 436 | 496 | 1197
Susy AK 41,1 | 60,7 | 1484 | 41,6 | 420 | 585 | 1040 | 590 | 1472 | 847
Susy VK 09 52 42 2,1 23 09 03 23 46 7,1
BDlgl‘s‘i‘:‘;’;‘l‘éln 23,7 | 248 | 251 | 253 | 256 | 257 | 295 | 294 | 297 | 292
Zemiks blivums / Lower density Augstaks blivums / Higher density

Paskaidrojumi / Legend: VK - vélina koksne / late wood; AK - agrina koksne / early wood;
ekspresija izteikta procentos no géna GAPDH ekspresijas / formation as % of GAPDH expression;

*

apzimeé génus, kuru ekspresijai ir batiska korelacija ar koksnes relativo blivamu kada no sezonam /

genes with signifficant correlation between wood density and gene expression in one of seasons.
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1. attéls. Géna Aqual ekspresija agrinas koksnes veidosanas laika izvélétajas brivapputes

gimenes.

Figure 1. Aqual gene expression during early wood formation in open pollinated families.
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2. attéls. Saharozes sintazes géna Susy ekspresijas variacija agrinas koksnes veido$anas laika

Mis 34 gimené.

Figure 2. Gene expression variation of the sucrose synthase gene Susy during early wood formation

in the Mis 34 family.
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Secinajumi

Batiskas génu ekspresijas atSkiribas starp agrinas un vélinas koksnes veido$anas
periodiem konstatétas géniem Aqual, Susy un CAD, bet lignina biosintézé iesaistitajiem
géniem PAL un CCR $1 atskiriba statistiski nav batiska.

Atskirigos gadalaikos vairaku kandidatgénu vidéja ekspresija dazadas parastas priedes
brivapputes gimenés var atskirties pat astonas reizes.

Korelacija starp kandidatgénu vidéjo ekspresiju gimeneés un relativo koksnes blivumu
konstatéta génam Aqual agrinas koksnes veidoganas laika (r = -0,55) un génam CCR vélinas
koksnes veidosanas laika (r=0,58), tomér, augstas génu ekspresijas variaciju dé| gimenu
ietvaros, ta ir vaja.

Noskaidrots, ka pastav sakaribas starp kandidatgénu ekspresiju un relativo koksnes
blivumu dazadam parastas priedes brivapputes gimeném, kas augusas dabiskos apstaklos.
Tomeér, nemot véra lielo génu ekspresijas varietati gimenu ietvaros, vélams analizét lielaku
individu skaitu no brivapputes gimeném vai kontrolétu krustojumu pécnacéjiem.

Genétiska daudzveidiba gimenes ietvaros butiski ietekmé koksnes veido$anos, un
tade] varétu bat potencials turpmako pétijumu objekts.

Pateiciba: pétijums veikts ESF projekta Nr. 2009/0200/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/
VIAA/146 ,Genétisko faktoru nozime adaptéties spéjigu un péc koksnes ipasibam kvalitativu
mezZaudzu izveidé” ietvaros.
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