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Metodes apraksts

Bérza klonu pavairo$anas metode ar mikrospraudeniem in vitro paredzéta
izmantoSanai jau ievaditam un nostabilizétam bérza klonu kultiram. Tehnologijas
izstradata desmit bérza klonu pavairo$anai in vitro, balstoties uz $o klonu padzilinatu
izpé&ti, analiz&jot to atbildes reakcijas uz dazadu gaismas spektru un intensitati caur
morfologiskajam, fiziologiskajam un anatomiskajam IpaSibam. Izmantota pieeja ir
balstita uz katra klona specifiskajam reakcijam, grupgjot un kombing&jot tas. Rezultata
izstradata tehnologija ir sekmigi pielietojama desmit bérza klonu Nr. 40; 257; 229; 286;
299; 353; 498, 805; M29 un Med36 pavairo$anai, nemot véra So klonu specifiskas
reakcijas.

Tehnologija sastav no diviem posmiem — in vitro un ex vitro. Posmi ir javeic
secigi, ieverojot aprakstitos pamatprincipus un nodro$inot atbilstoSos apstaklus. In vitro
posms ir nepartraukts audz€Sanas process, kura meérkis, pavairojot materialu uz
maksligas barotnes, sasniegt vajadzigo apsaknojamo spraudenu skaitu marta beigas un
maija. Janem v&ra, ka ir jaatstaj no katra klona atbilsto$s materiala daudzums in vitro
stadija, lai nodroSinatu izejas materialu nakamajai audz&Sanas sezonai.

Ex vitro posms ir dal&ji pieskanots augu vegetacijas periodam, lai maksimali
izmantotu dabiskos apstaklus apsaknoto spraudenu izaudzé$anai lidz stadu izm&riem.
Mikrospraudenu apsaknoSanas uzsakSanas bridis ir atkarigS no pieejamas
infrastrukttiras, galvenokart no slégtam audz&Sanas kameram (telpam) apsaknoSanas
veik$anai un siltumnicas stadu aklimatizacijai. Jo augstaks klimatkameru un siltumnicu
aprikojuma Iimenis, jo atrak pavasari var uzsakt apsaknosanu.

Bridinajums! Tehnologija ir izmantojama konkréto klonu pavairosanai
noteiktos apstaklos. Efektivai tehnologijas ieviesanai razoSand ir nepieciesama
tehnologijas adaptésana esosas vai topoSas pavairoSanas laboratorijas razosanas
sistema.



1. Posms. Audzé$ana un pavairosana in vitro.

1.1. Barotnes pagatavosana

Bérza klonu in vitro pavairo$anai LVMI Silava Augu fiziologijas laboratorija
tiek izmantota modificéta kokaugu audzésanas barotne (O’Dowd, 2004), kas satur
makro un mikroelementus, vitaminus, saharozi, agaru un augSanas regulatorus.

1. tabula

LVMI Silava augu fiziologijas laboratorija izveidotas bérza klonu in vitro

pavairotu kokaugu audzeésanas barotnes kimiskais sastavs

Barotnes komponenti (mg/l)
NHsNO3 0
Ca(NOgz)2 *4H,0 250
KNO3 1000
(NH4)2S04 200
KCI 75
(NH4)2HPO, 0
NH4H2PO4 0
K2S04 0
CaCl*2H20 0
KH2PO4 135
MgS04*7H,0 125
EDTA Ferric Sodium 36,7
MnSO4*H20 16,9
ZnSO4*7H20 8,6
CuS0O4*5H,0 0,025
Na;MoO4*2H,0 0,125
H3BO3 6,2
CoCl2 *6H20 0,025
Kl 0,83
Tiamins*HCI 1,0
Nikotinskabe 1,0
Piridoksins*HCI 1,0
Glicins 2,0
Biotins 0,065
Folijskabe 0,55
Mio-Inozitols 100
Zeatins 0,1-0,2
Saharoze 20000
Agars 6600




Barotnes pagatavoSana:

Katru barotnes komponentu nosver uz svariem.

Katru mikro un makroelementu atseviski iz8kidina varglazé neliela
destiléta tidens daudzuma un ielej trauka, kura gatavo barotni (darba
optimiz&Sanai mikro— un makroelementiem var izveidot gatavus skidumu
maisijumus, Ko lieto, ievérojot minétas mineralelementu devas).
Vitaminiem un aminoskabém pagatavo skidumu maisijumus, rékinot uz
1 mg/l, bet zeatinam 0,1 mg/l. Vajadzigo vielu daudzumu vienam litram
barotnes méra ar automatisko pipeti, iestatot nepiecieSamo tilpumu.
Nosvérto saharozes, mio-inozitola un EDTA Ferric Sodium daudzumu
ieber trauka, kura atrodas pargjas barotnes sastavdalas.

Atseviska trauka ieber agaru (1.tab.), pievieno tdeni (apméram 500 ml
vienam litram barotnes) un karsé mikrovilpu krasni Iidz agars ir izkusis
(apm&ram 10 min).

Kad visas sastavdalas ievietotas trauka, to uzpilda ar karstu (~50 lidz 60°C)
destiléto ideni Iidz viena litra atzimei.

Pirms autoklavésanas izméra barotnes pH, izmantojot pHmetru un noregulé
uz 5,8, izmantojot 0,1 M HCl un 1 M NaOH.

Karstu barotni iepilda tiras 300 ml stikla burkas un aizvako ar aluminija
folijas (vai cita piemérota materiala) vacinu.

Burkas ar barotni autoklave 20 min 110 kPa 121°C.

B@rzu pavairoSanai vienlaicigi gatavo divas barotnes, kuram ir vienads sastavs,

bet atSkiriga augSanas regulatora — zeatina koncentracija. To izvé€las atkariba no augu
dzinumu lieluma. Augiem ar labi attistitu galveno dzinumu un bez sandzinumiem
(1.B.att.) tick izmantota barotne ar zeatina koncentraciju 0,2 mg/l, bet prolifer&josiem
augiem ar daudziem tieviem sandzinumiem (1.A.att.) - zeatins 0,1 mg/I.

1. attéls. Bérza klona dzinumi in vitro



1.2. Pavairo$anas manipulacijas laminarboksos

PriekSnoteikums in vitro kultiiru pavairoSanai ir sterilitates ievéro$ana visos
procesa etapos. No barotnes pagatavosanas un tas autoklavéSanas briza, visas
manipulacijas veic aseptiskos apstaklos — laminarboksa. Pirms darba uzsaksanas:

1) laminarboksu ~15 miniites dezinficé ar UV lampu;

2) veic virsmu dezinfekciju ar 70% etanola skidumu;

3) parliecinas, vai izmantojamie instrumenti (pincetes, Skéres un skalpeli) ir tiri
(ja radies organisks apaugums, to notira ar abrazivu siikli);

4) tirus instrumentus pirms darba uzsaksanas sterilize, karséjot 15 min pérlisu
sterilizatora ~200°C temperatiira;

5) steriliz&tos instrumentus iemérc etanola $kiduma un nodedzina ar liesmu.

Darba vidi (instrumentus, spirta trauku, burkas ar barotném) organizg ta, lai
parstadiSanas laika biitu péc iesp€jas mazak jatur rokas virs pavairojama materiala,
tadgjadi noveérSot iespgjamibu, ka no rokam vai apgerba kultiras nonaks
mikroorganismi.

PavairoSanu veic, regenerétus bérzus ar pinceti iznemot no burkas (2.A.att.), ar
skérém vai skalpeli nogriezot saknu sistému (2.B.att.), vai izveidojusos kallusu, tad
sadalot regenergto augu ~1.5 cm garos galotnes un/vai posmu mikrospraudenos ta, lai
katram mikrospraudenim paliktu divas veseligas, neskartas lapas (2.C.att.), kuru zaklgs
atrodas meristematiskie audi.

2. attels. Bérza klonu pavairo$anas process ar mikrospraudeniem: A — apméram piecas
nedglas vecas, regenerétas kultliras parstadiSanai; B — regeneréts augs ar nogrieztu
saknu sisteému; C — parstadisanai gatavi mikrospraudeni; D — mikrospraudeni parnesti
uz svaigas barotnes.



[egiitos mikrosraudenus parnes uz svaigas, ieprieks sagatavotas un kultivéSanas
traukos sapilditas barotnes (skatit 1.1. apaksnodalu). ParneSanas procesa ar pincetém
nostiprina mikrospraudenu katinus barotng (2.D.att.), ievéro mikrospraudenu vertikalo
orientaciju un nodrosina katram spraudenim ~3 cm? lielu platibu.

LVMI Silava Augu fiziologijas laboratorija bérza klonu pavairoSanai izmanto
300 ml stikla burkas, katra ievietojot 8-10 mikrospraudenus, kuras péc mikrospraudenu
ievietoSanas aizvako ar aluminija foliju, lai kultiiras nenonaktu mikroorganismi, un
novieto zem maksliga apgaismojuma audz&Sanas telpa (skatit 1.3. apaksnodalu). Péc
katra parstadita vegetacijas trauka (burkas), visas darba virsmas vélreiz dezinficé ar
etanola $kidumu un instrumentus nodedzina ar liesmu. Darbam ieteicams izmantot
vairakus instrumentu komplektus (Sk&res, skalpeli, pincetes), lai tie starp
nodedzinaSanas reiz€m pasp€j atdzist, tadgjadi neradot mikrospraudeniem karstuma
stresu.

PavairoSanas procesa svarigi nodrosinat pavairojama materiala — konkréta klona
izsekojamibu un nesajauksanos ar citiem. PavairoSanas procesa darbinieks konkrétaja
bridi laminarboksa strada tikai ar vienu klonu. Nav pielaujama pat cita klona
pavairosanas trauku atrasanas blakus. Pirms klona nomainas tiek veikta darba vietas
sakartoSana un dezinfekcija. Tadejadi novérSot infekciju izplatibu un materiala
nesajaukSanos.

1.3. Audzesanas in vitro apstakli

Audz@sanas telpai jabiuit aprikotai ar ventilacijas un gaisa kondicioné$anas
sistému, nodrosinot telpa stabilu gaisa temperattiru 23+1°C, gaisa relativais mitrums
~30%RH visa diennakts laika. Audz&S$anai in vitro izmanto vertikalas daudzstavu
plauktu sistémas ar ¢etriem plauktiem. Starp plauktiem nodrosina ~40 cm attalumu un
virs katra plaukta 30 cm attaluma instalé LED gaismeklus ar diodém kuras nodrosina
zilu, zalu, dzeltenu, oranzu sarkanu un talu sarkano gaismas spektra dalu (2.tab.).
Fotonu pliismas blivums 40+10 mol m? s! (diapazona no 400 Iidz 750nm) un
dienas/nakts periods 16/8 stundas.

NepiecieSamais aprikojums un izmantoSanas merkis

1. Mikrospraudenu audzgSanai in vitro nepiecieSama audz&Sanas telpa ar ventilacijas
un kondicion&Sanas sisteému, papildus aprikota ar daudzstavu plauktu sist€mam, kuras
instal&ti atbilstoSas gaismas intensitates un spektra gaismekli.

2. Laminarbokss. Paredz&ts darbam sterilos kontrol&tos vides apstaklos.
3. UV lampa. Paredzeta laminarboksa dezinfekcijai.

4. Perlisu sterilizators. Paredzgts instrumentu dezinfekcijai.

5. Spirta lampina. Paredzeta instrumentu dezinfekcijai ar liesmu.

6. Instrumenti — pincetes, Skéres un skalpeli. Paredz&ti eksplantu satverSanai,
sadali$anai, ievietoSanai jauna barotné.

7. AudzeSanas trauki — 300 ml stikla burkas. Paredzetas mikrospraudenu audzeSanai.

8. Autoklavs. Paredzéts audzeSanas trauku ar barotni sterilizacijai.



9. Laboratorijas trauku mazgajama masina. Paredz&ta audzesanas trauku mazgaSanai.
10. Zavétajs. Paredzéts izmazgato audzésanas trauku zavésanai un papildu sterilizacijai.
11. Laboratorijas analitiskie svari. Paredzgeti barotnes sastavdalu precizai svérSanai.
12. pH metrs. Paredz&ts barotnes pH noteikSanai.

13. Mikrovilpu krasns (vai plitina). Paredzeta agara izkaus€Sanai.

14. Ledusskapis. Paredzets skidumu koncentratu, augSanas regulatoru, vitaminu un
aminoskabju uzglabasanai.

2. tabula
Gaismas spektra sadalijjums % no kopgjas gaismas fotonu plasmas (no
400 Iidz 750nm)

Gaismas spektrs Gaismas spektra kompozicija, %

Zils 400 — 500 nm 17

Zals 500 — 570 nm 17

Dzeltens 570 - 590 3

Oranzs§ 590 - 625 5

Sarkans 625 - 700 nm; 56

Talu sarkans 700 - 750 2

Sarkans:Zils (R:B) 3,29

Sarkans:Talu sarkans:-red (R:FR) 28

Zils:Zalu (B:G) 1

2. Posms. Apsaknosana un audzé$ana ex vitro.

2.1. Mikrospraudenu sagatavosana apsaknoSanai

ApsaknoSanu var uzsakt aprili vai marta beigas atkariba no pavairojama
materiala daudzuma un pieejamajam telpam apsaknoSanas veikSanai. Mikrospraudenu
sagatavoSanu veic lidzigi, ka pavairojot in vitro — no vegetacijas trauka iznem piecas
lidz sesas nedg€las vecus, regenerétus augus, kuriem nogriez saknes, sadala ~3 cm garos
galotnes vai posmu fragmentos, atstajot vismaz divas 11dz tris veseligas lapas un iegiitos
spraudenus uz 30 miniitém ievieto tident, kuram pievienoti augSanas veicinataji Kelpak
vai Radifarm, apsaknosanas stimuléSanai. Péc tam sagatavotos spraudenus ar pinceti
nostiprina mitra kiidras substrata, pa vienam spraudenim katra kasetes $iina (3.att.).
Pirmajas divas nedélas veic kiidras virskartas rusinasanu, novérSot algu vai stinu
savairoSanos, kuras traucé normalu udens reZimu.



3.attels. Bérza mikrospraudeni déstu kasetes.

2.2. ApsaknoSanas kaseSu sagatavoSana

Spraudenu apsakno$anai un stadu audz&$anai izmanto neitralizétu (pH 5.9)
kiidras substratu — sfagnu kiidra, dalinu lielums no 0 Iidz 15mm, Kalkis 4.2kg/m*; NPK
15-5-24, N-P-0s-K-0 15-12-29 1.0 kg/m® kam papildus pievieno biologiskos
preparatus, pieméram, bacilonu, kas uzlabo substrata ipasibas un kavé nevélamu
organismu un kaiteklu kapuru attistibu. Sada veida sagatavotu kiidras substratu pilda
destu kasetes. Isi pirms mikrospraudenu ievieto$anas kasetés, ar kiidras substratu pilditu
kaseti samérce iegremdgjot tideni vai izmantojot laistamo stieni. ApsaknosSanai ex vitro
ir piem&rotas d@stu kasetes ar Stinas tilpumu no 70 Iidz 90 ml.

I Japievérs uzmaniba kiidras substrata uzglabasanas apstakliem. Nav vélams kiidras
substrats, kas ilgstosSi uzglabats ara apstaklos. Nekvalitativa substrata izmantoSanas
gadijumad iespeéjama masveida kaiteklu, pieméram, tridodina (Sciaridae sp.)
savairosanas.

2.3. ApsaknoSanas un audzesanas apstakli

Audzgsanas telpa janodro$ina gaisa relativais mitrums no 80 lidz 90%RH, gaisa
temperatiira 23+2°C. Gaisa apmaina apsaknosanas telpa janodro$ina vismaz 10 reizes
diennakti. Dienas/nakts rezims 16/8 stundas, gaismas intensitate 110+10 mol m? st
(diapazona no 400 Iidz 750nm). Spektrs atbilst in vitro posma izmantotajam (2.tab.).

ApsaknoSanas notiek apméram divu lidz tris ned€lu laika no spraudenu
ievieto$anas substrata un novéro virszemes dalu augsanu. Saja posma apsaknos$anas
telpa janodroSinats gaisa relativais mitrums 80 Iidz 90RH%. P&c trijam nedélam
samazina gaisa relativo mitrumu Ilidz 50%RH vai parvieto kasetes uz siltumnicu
aklimatizacijai (4.A.att.). Apméram piecas lidz septinas ned€las no spraudenu
iesprausanas briza stadini sasniedz ~5cm garumu (4.B.att.) un ir aklimatizgjusies
augSanai ex Vvitro apstaklos. Stadus parskolo lielakos podos un novieto poligona
(4.C.att.).



4.attels. Apsaknots stadmaterials: A — no audz&Sanas telpas parvietoti 3 nedelas veci
bérza mikrospraudeni siltumnica; B — septinas ned€las veci, parstadiSanai gatavi bérza
stadini; C — parskoloti stadi novietoti audzeSanai poligona.

NepiecieSamais aprikojums un izmantoSanas merkis

1. Mikrospraudenu apsaknos$anai ex Vitro nepiecieSama slégta audz€Sanas telpa,
aprikota ar specifiska rezima darbinamu kondicionéta gaisa piepliides un nosiices
sisttmu, audzeSanas galdiem, gaisa mitrinasanas sisttmu (augstspiediena miglas
sisttma) un atbilstoSas gaismas intensitates un spektra gaismekliem.

2. Déstu kasetes ar tilpumu no 70 1idz 90 ml. Paredz&tas mikrospraudenu apsaknosanai.
3. Kudras substrats. Paredzets pildit destu kasetés mikrospraudenu apskanoSanai.

4. Instrumenti — pincetes, Skéres un skalpelus. Paredzeti eksplantu satverSanai,
sadaliSanai, ievietoSanai kiidras substrata.

5. Stadu audzeSanas kasetes, Stnas tilpums vismaz 250ml. Paredzetas apsaknoto
mikrospraudenu audzeSanai l1dz stadu izméram.

6. Siltumnica, aprikota ar audzéSanas galdiem, laistiSanas un mésloSanas sisteému,
védinasanas likam. Paredz&ta apsaknoto mikrospraudenu aklimatizacijai.

7. AudzeSanas poligons, aprikots ar laistiSanas un meésloSanas sistému. Paredzets
aklimatiz&to mikrospraudenu audzesanai Iidz stadu izm&ram.
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