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Projekta aktualitate:

Ganibu airene ir viens no nozimigakajiem lopbaribas zalaugiem. Tai ir izcilas

ataugSanas sp€jas, ta nodrosSina augstu razu un izcilu lopbaribas kvalitati. Prognozeto

klimata izmainu ietekm€& ganibu airenes audz€Sanas platibas un izplatibas areals tuvakaja
nakotné ievérojami paplainasies. Sobrid pieejamais ganibu airenes genétiskais materials
nav pietieckami daudzveidigs un ekologiski plastisks, kas var radit problémas nakotnes
mainigajos klimatiskajos apstaklos, tad€] projekta ietvaros, iesaistoties Ziemelvalstu un
Baltijas valstu selekcionariem un akadémiskajam institiicijam, ieceréts veikt plaSu ganibu
airenes genctiska materiala izpétes darbu, palielinat ta daudzveidibu un noturibu pret
dazadiem biotiskajiem un abiotiskajiem stresiem.

Projekta merki:

Starptautiska Ziemelvalstu un Baltijas valstu zalaugu selekcionaru publiski-privata
sadarbibas projekta “PPP for Pre-breeding in Perennial Ryegrass (Lolium perenne
L.)” ietvaros izvertét, pilnveidot un atlasit ganibu airenes individus un populacijas -
genétisko materialu, kas butu TpaSi adaptties spgjigs nakotnes mainigajos
klimatiskajos apstaklos un kuru nakotn€ var€tu izmantot jaunu skirnu veidoSanai
Ziemelu un Baltijas regiona.

Sniegt savu ieguldijumu datu materiala ieguvé ganibu airenes molekularo markieru
izstradei merktiecigakai selekcijas virzisanai nakotng.

Projekta kopéjais mérkis ir izveidot sadarbibas platformu kapacitates stiprinaSanai
un sinergijai starp augu selekcijas kompanijam un akad@miskajam institiicijam
Ziemelu un Baltijas regiona.

Projekta uzdevumi LLU Zemkopibas instititam 2017.gada:

1.

Divas vietas Latvija atSkirigos augsnes un klimatiskajos apstaklos, pielietojot
tipisku ganibu airenes apsaimniekoSanas praksi, péc starptautiskas Ziemelvalstu un
Baltijas valstu projekta darba grupas izstradatas metodikas veikt izveértéSanu plasas
izcelsmes ganibu airenes diploidajam (2n) populacijam, nodroSinat dabisko izlasi
un labako formu hibridizaciju, lai raditu 1pasi plastiskas ganibu airenes populacijas
— selekcijas izejmaterialu jaunu Skirnu veidoSanai nakotné.

Uzturét un Tistenot nepiecieSamo agrotehnisko pasakumu kompleksu maksligi
izveidoto tetraploiodo ganibu airenes augu izlases audzEtava, lai nodroSinatu
optimalus augSanas apstaklus un objektivi noverteétu un aprakstitu visus augus.
legit detalizétu fenotipisko informaciju par 250 maksligi izveidotajiem
tetraploidiem (kopa 750 augi) saskana ar starptautiskas Ziemelvalstu un Baltijas
valstu projekta darba grupas izstradato metodiku un ganibu airenes deskriptoriem.
Noteikt ploiditati, izmantojot plismas citometru, visiem 750 izm&ginajuma
izvietotajiem tetraploidajiem ganibu airenes augiem.



Metodika un izméginajumu apstakli

Nosprausto mérku sasniegSanai 2016.gada tika iekartotas 3 ganibu airenes
audzetavas:

1. Izlases augu audzétava Skriveros LLU Zemkopibas institita Selekcijas augsekas
laukos (56°37°N; 25°06 E), kur katrs maksligais tetraploids tika sadalits 3 klonos un
visi 750 augi randomizeti izstaditi 3 atkartojumos kvadratligzdas (60 x 60 cm).
Augi tika sanumuréti un katram augam tika fiks€ta atrasanas vieta
(numurs/rinda/sleja).

2. Hibridizacijas audzétava diploidajam (2n) populacijam ar plasu gené&tisko
daudzveidibu Skriveros LLU Zemkopibas instittita Selekcijas augsekas laukos.

3. Hibridizacijas audz&tava ganibu airenes diploidajam (2n) populacijam ar plasu
genétisko daudzveidibu Dunalka SIA “Krastmalu Séklas” saimniecibas laukos
(56°68°N; 21°32 E)

Izméginajumu lauku raksturojums.

Geogrdfiskais novietojums. Izméginajumu lauks atrodas Skriveros — vidus Latvijas
lidzenuma Madlienas slipuma dienvidrietumu dala — uz robezas starp salidzinosi auksto
ziemelrietumu Vidzemes un siltako Austrumlatvijas Ilidzenumu. Gada vidgjo gaisa
temperatiiru summa $aja apvidil parasti ir robezas no 1800 Itdz 2000 ° C; vid&ja augsnes
temperatiiru summa svarstas no 2000 Iidz 2200 ° C. Skriveru meteostacijas ilggadigie
vidgjie dati liecina, ka vegetacijas periods Skriveros ir 180-200 dienas gar$, nokrisnu
daudzums vidgji 600-750 mm, gaisa temperatiru summa virs 5°C vidgji svarstas starp
2000 lidz 2300°C. Kopuma klimatiskie apstakli ir pieméroti ganibu airenes kultivéSanai,
tom&r médz bt problémas ar ziemoSanu nepastavigo laika apstaklu dé| ziemas perioda,
t.sk., kailsalu del, bet jo 1pasi augi cie§ un iet boja krasi svarstigo temperatiiru dél pavasara
perioda, kad atsakas vegetacija.

Dunalka klimatiskos apstaklus liela méra nosaka tas atraSanas jiiras tuvuma, tade]
klimats ir salidzino$i maigaks, gaisa mitrums lielaks un lidz ar to ar7 labvéligaks ganibu
airenes audzeSanai. Hibridizacijas audze€tavas izvietojumu Dunalka noteica vairaki faktori.
Pirmkart, tas bija projekta partneru redz€ums izvéleties otro vietu Kurzemes pusé, kur
atSkiriba no Skriveriem dominé izteiktaks piejiras klimats ar izteiktaku jiras ietekmi,
maigakam ziemam, nepastavigaku sniega segu, biezakiem atkuSpiem un par apméram 1-2
nedélam garaku vegetacijas periodu. Otrs noteicosais faktors bija SIA “Krastmalu Seklas”
pieredze zalaugu audz&$ana un izmEginajumu iekartoSana, ka ari atsauciba un vélme
sadarboties $aja joma.

Augsnes raksturojums izméginajumu laukos.

» Izmé&ginajumi Skriveros iekartoti velénu vaji podzoléta smilSmala augsné ar
organiskas vielas saturu 1.8 — 2.4 %, kalija (K,O) saturu 69 - 107 mg kg™;
fosfora (P,Os) saturu 66 - 90 mg kg''; Mg 160 mg kg-1; Ca 679 mg kg-1;
augsnes reakciju pH KC1 5.6 - 5.7.



* Dunalka izmg&ginajumi iekartoti lauka ar $adu agrokimisko raksturojumu:
organiskds vielas saturs 5.0 %, kalija (K,O) saturs 160 mg kg'; fosfora
(P,0Os) saturs 142 mg kg'l, Mg 307 mg kg'; Ca 1982 mg kg'l; augsnes
reakcija pH KCl1 5.7.

REZULTATI - 2017.gada veiktas aktivitates projekta ietvaros

Visu sezonu visas tris audz&tavas tika veikti augu kopSanas, meslosanas,
uzturéSanas darbi, lai nodro$inatu optimalus augSanas apstaklus ganibu airenei, ka ari
raditu apstaklus sekmigai noveérojumu un uzskaiSu veikSanai.

Hibridizacijas audzetavas

Abas vietas iekartotajas hibridizacijas audz&tavas sezonas gaita tika veikta zelmenu
méslosana 3 reizes: pavasari péc vegetacijas atjaunosanas tika izmantota azofoska 375 kg
ha™', nodroginot 60 kg ha™' N; 60 kg ha™ P,Os un 60 kg ha” K,O; péc 1.un 2.plavuma ar
amonija nitratu nodroginati 60 kg ha™ N tirviela.

1.attels. Ganibu airenes hibridizacijas audz&tava Skriveros 28.08.2017

2.attels. Ganibu airenes hibridizacijas audz€tava Dunalka 26.08.2017

Zelmena applausana tika veikta skaroSanas faz&: Skriveros veikti 3 plavumi;
Dunalka 4 plavumi. Veikta nezalu apkaroSana, izsmidzinot herbicidus divdigllapju
ierobezoSanai. Rudeni zelmeni applauti un sagatavoti ziemoSanai.



Izlases audzétava

Katram augam (750 gab) tika veikta razas uzskaite - 2 reizes sezona pilnas
skaroSanas faze, sagatavoti audu paraugi ploiditates analizu veikSanai, ka arT veikta
detalizéta fenotipisko TpaSibu novértéSana un aprakstiSana. Pavisam 2017.gada vegetacijas
perioda izlases augu audzétava veikti 39 fenologiskie veértéjumi un uzskaites, kuri apkopoti
1.tabula, kur redzama ar1 vért€juma atkartojamiba starp 3 vertgjumiem (jo vairak skaitlis
tuvojas 1, jo cieSak vertejumi saskan starp atkartojumiem).

T R s A

Lielakoties visi veért§jumi veikti 9 ballu skala ar gradaciju: 1 — pazimes izpausme
zemaka mera; 9 — pazimes izpausme augstaka mera.

Riisas uznémiba veérteéta péc Eucarpia (Eiropas selekcionaru asociacija) izstradatas
metodikas (Eucarpia Multisite Rust evaluation):

1 = nav riisas pazimju; 2 = minimalas riisas pazimes; 3 = 5% no lapu virsmas klati
ar riisu; 4 = 10% no lapu virsmas klati ar rasu; 5 = 25% no lapu virsmas klati ar
risu; lielakoties lapas ar izkaisitam pustulam; 6 = 40% no lapu virsmas klati ar
risu + plankumainas ar daudzam pustulam; 7 = 60% no lapu virsmas klati ar riisu;
lapas blivi klaj riisas apgabali un neliela nekroze; 8 = 75% no lapu virsmas klati ar
risu; lapas blivi segtas ar risu un daudz nekrotisku lapu; 9 = vairak par 75% no
lapu virsmas klati ar riisu, doming nekrotiskas lapas.



2017.gada ganibu airenes izlases audzetava veiktas uzskaites

1.tabula.

Atkartojamiba

Uzskaites Uzskaites starp 3

nr. datums Uzskaite/ vérteéjums vertéjumiem
PP39 6.11.2017. Ataug$ana rudeni S Atkart.=0,41
PP38 18.10.2017. Krasa S Atkart.=0,46
PP37 2.10.2017. Slimibu uznémiba S Atkart.=0,22
PP36 29.09.2017. Lapu platums S Atkart.=0,46
PPP.35 28.09.2017. Visparéjais novértéjums S Atkart.=0,38
PPP.34 29.08.2017. Augu svars 2.plavums Atkart.=0,37
PPP.33 28.08.2017. Slimibu uznémiba Atkart.=0,49
PPP.32 28.08.2017. Stiebri atala S Atkart.=0,81
PPP31 25.08.2017. Garaakais stiebrs, cm. S Atkart.=0,51
PPP 30. 7.08.2017. Lapojuma augstums | Atkart.=0,50
PPP 29. 15.08.2017. Rasas izplatiba S Atkart.=0,38
PPP 28. 7.08.2017. Stiebri atala | Atkart.=0,45
PPP 27. 3.08.2017. Atala garums S Atkart.=0,57
PPP 26. 5.07.2017. AtaugS$anas intensitate S/I Atkart.=0,54
PPP 25. 21.-27.06.2017. Pieaugumi,0=0,0001 Atkart.=0,24
PPP 24. 16.27.06.2017. Garums Atkart.=0,31
PPP 23. 27.06.2017. Augu svars 1.zale, kg Atkart.=0,34
PPP 22. 26.27.06.2017. Ploiditate S Atkart.=0,52
PPP 21. 26.27.06.2017. Visparéjais novertéjums S/l Atkart.=0,49
PPP 20. 21.06.2017. Varpu lielums | Atkart.=0,47
PPP 19. 30.05-30.06.2017. PlaukSana S Atkart.=0,76
PPP 18. 21.06.2017. Veldres izturiba S Atkart.=0,58
PPP 17. 17.06.2017. Cera lielums (apjoms) Atkart.=0,35
PPP 16. 16.06.2017. Lapainiba S Atkart.=0,49
PPP 15. 15.06.2017. SkaroSanas intensitate S Atkart.=0,67
PPP.14 25.05.2017. StiebroSanas intensitate S Atkart.=0,53
PPP.13 23.05.2017. AugsSanas virziens S Atkart.=0,62
PPP.12 5.05.2017. AtaugSana pavasari S Atkart.=0,40
PPP.11 3.05.,25.05.2017. Lapu platums S/I Atkart.=0,62
PPP.10 3.4.05.2017. Cera blivums S/ Atkart.=0,49
PPP.9 28.04.2017. AugS$anas virziens I/S Atkart.=0,46
PPP.8 3.05.2017. Ziemcietiba S/I Atkart.=0,33
PPP.7 28.04.2017. Lapu krasa S/I Atkart.=0,48
PPP.6 11.04.2017. Auga lielums S Atkart.=0,21
PPP.5 10.04.2017. Sniega peléjuma izturiba | Atkart.=0,15




Ploiditates noteik§anas metodika

Ganibu airenes ceroSanas/stiebroSanas faze tika sagatavoti audu paraugi ploiditates
analizém — no katra auga nonemtas 3-4 lapas, ietitas filtrpapira un ievietotas herméetiska
maisina ar silikongglu, lai paraugi strauji atiidenotos.

Plusmas citometrijas metode ganibu airenes paraugu ploiditates noteikSanai

Lai veiktu ploiditates mérijumus, paraugi tika sagatavoti pec (Partec CyStain PI
Absolut P komplekta) protokola:

1. Sakotngji sagatavo krasoSanas Skidumu, kas sastav no (1 paraugam): 2,0 mL
krasoSanas bufera, 12 pl propidija jodida (PI) un 6 pl ribonukleazes.
Krasosanas skidumu ievieto ledusskapi, tumsa 4 °C.

2. Molekularaja desrtuktorizatora like ~0,5 cm’ lielu lapas dalu un pievieno
500 ul kodolu ekstrakcijas buferi.

3. Izveidoto maistjumu notur istabas temperattira 90 sekundes.

4. Maistjumu filtr€ caur filtru ar poru diametru 40 pm un nofiltréto Skidumu
parnes uz 5,0 mL plastmasas citometrijas stobrinu.

5. Paraugam pievieno 2,0 mL jau iepriek§ (1. punkta) sagatavoto krasoSanas
Skidumu un paraugu ievieto ledusskapi, tumsa 4 °C un inkube 30-60

minates.

Ganibu airenes ploiditates noteikSanai tika izmantots plismas citometrs Flow
cytometry — BD FACSJazz cell sorter (BD Biosciences, ASV) (4. att.). Plismas
citometrijas metode lauj pétit dazadas mikroskopiskas dalinas, piem&ram, Stinas un
kodolus, ka ar1 veikt to uzskaiti. Citometrijas analize sp€j analizet lidz vairakiem
tiikstoSiem dalinu sekundg.

Pirms analizu veikSanas sertificéts specialists veica pliismas citometra kalibréSanu
ar specialu $kidumu Sphero™™ Rainbow Calibration Particles, 1 peaks, 3.0-3.4 um (BD
Biosciences, ASV) (6. att.), ko atSkaidija ar buferSkidumu BD FACS Flow Sheath Fluid
(BD Biosciences, ASV), lai mazinatu dalinu salipsanas iesp&ju. Sis buferskidums arf tika
izmantots pliismas citometra striiklas cirkulacijas nodroSinasanai un mazgasanai. Péc
kalibréSanas veica aparata skalosanu ar buferskidumu — palaida automatisku plismu
pretgja virziena, lai nepaliktu kalibracijas Skiduma dalinas. Péc tam var€ja veikt sarkana
ganibu airenes merijumus. Plismas citometra programma, ko veic sertific€ts specialists,
tika uzstaditi propidija jodida kanala uzstadijumi — impulsa detektors 530/29 un darbibas
lauks 585/29.



4. att. Plasmas citometrs BD FACSJazz cell sorter (BD Biosciences, ASV)

Analizg€jamais paraugu, atSkaida ar buferSkidumu, lai mazinatu dalinu salipSanas
iesp&ju. Stobrinu ievieto pliismas citometra tam paredz&taja vieta un paraugs ar noteiktu
atrumu tika stikn@ts cauri ]oti tievam kapilaram (diametrs 100 um). Plisma tiek virzita uz
aparata augSpusi, kur atrodas zilais (488 nm) un sarkanais (640 nm) lazeris, un plisma
nonak lazeru darbibas lauka (5.att.).
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5.att. Plismas citometra kalibracija.
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6. att. Ploiditates noteikSanas ganibu airenei (piemers). Attéla ganibu airenes
teraploida auga analize.

Ar zilo lazeru (488) lazeru palidzibu un pliismas citometra programmu (DB
FACS™ Sortware 1.0.0.650) katra dalina tika uzskaitita, noteikts tas izmérs un
fluoriscence. Analiz&jamo paraugu fluoriscences noteikSanai tika lietota logaritmiska skala.
Viens paraugs tika analizéts 5-10 min, kura laika tika uzskaititi 1idz 10000 kodolu (6. att.),
veikta to iezim&Sana un noteikta procentuala attieciba pret visu kodolu skaitu. P&c katra
analiz€jama parauga nonemsanas veic 5 min citometra skaloSanu, lai nepaliktu ieprieksgja
parauga dalinas.



Projekta publicitate

Nemta daliba divas projekta darba grupas sanaksmés, kur prezentStas veiktas
aktivitates, izdiskuteétas problémas un iesp&jamie risinajumi, izskatitas planotas
publikacijas, veikta ideju apmaina un apkoposana projekta nakamas fazes (2018.-2020.
gads) aktivitatem.

2017.gada Eiropas selekcionaru biedribas EUCARPIA rikotaja konferencé Vilna
prezentacija un publikacija par projekta aktivitatem “Utilization of genebank accessions to
improve northern adaptation of perennial ryegrass (Lolium perenne L.).

Galvenie secinajumi

1. Daliba sada starptautiska projekta ir loti vertiga, jo vienlaicigi tiek veikts
loti apjomigs darbs dazados Iimenos. Neskatoties uz to, ka projekta
partneriem ir loti atSkirigs tehniskais nodroSinajums, katram ir iesp€ja
ieguldit savu artavu atbilsto$i iesp&jam un biit lidzvertigam partnerim,
pretendét uz visiem projekta laika iegiitajiem rezultatiem, datiem, selekcijas
izejmaterialu utt.

2. Labs paraugs, ka produktivi sadarboties privatajam un valsts institiicijam, jo
projekta rezultatiem ir gan teor&tiska, gan praktiska nozime.

3. LidzSingja pieredze ir pieradijusi, ka parbaudot un atlasot selekcijas
izejmaterialu iespgjami atSkirigas klimatiskajas zonas, iesp&jams
ievérojami uzlabot Skirnes plastiskumu, sp&ju adaptéties dazados apstak]os.

4. Pirmie ievaktie dati liecina, ka izméginajumos ieklautais selekcijas
izejmaterials ir loti daudzveidigs, no ta iesp&ams atlasit un izveidot
vairakas perspektivas ganibu airenes populacijas izmantosanai dazadiem
mérkiem. Bet galvena probléma ir ziemcietiba un ilgstoSa saglabasanas
zelment, tapec Sobrid talejoSus secinajumus ir paragri veikt.



