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Darbibas un projekta kopsavilkums

Projekta merkis
Projekta mérkis: ieviest tehnologijas augstvértigu herbalo produktu ieguvei $adam Latvija
perspektivu auglaugu kultiram (smiltsérkskiem, aveném, kazeném, krimcidonijam),
arstniecibas augam (Saflora leizejai) un ziediem (kallam), rast risinajumus veseliga stadu
materiala ieguvei, kas perspektiva izmantojami komercaudzéSana, un, sadarbojoties
darzkopibas nozarei, zinatnes un izglitibas iestadeém, attistit biotehnologiju kompetences.

Projekta paredzéts:

1) izstradat tehnologijas auglu, ogu, to audz&sanas un parstrades blakusproduktu paplasinatai
izmantoSanai, nosakot: biologiski aktivu vielu (BAV) savienojumus ar konserv&jo$am,
antioksidantu Ipasibam un dabigos pigmentus izejvielas; Latvija audzétas leizejas BAV saturu
auga dalas; izstradat ekstraktus, sagatavot produktu tehniskos noteikumus;

2) smiltsérkskiem izstradat metodikas perspektivu Skirnu pavairo$anai in Vvitro; aveném
pielagot esoSos in Vitro pavairoSanas protokolus perspektiviem genotipiem, noteikt virusus,
veikt vietgjo Skirnu atveselo$anu in vitro; kallam identificét virusus, veikt izmé&ginajumus
pavairoSanai in vitro; izpétit Saflora leizejas in vitro pavairosanas iespé&jas; veikt krtimcidoniju
materiala genétisko izpé&ti viendabiga stadmateriala un jaunu izejvielu iegiSanai, kas nakotné
var kalpot ka materiali tehniska baze darzkopibas specialistu apmacibai un paplasinat zinasanu
bazi darzkopibas zinatn€ un biotehnologijas. Projekta izstradatas metodes un tehnologijas tiesi
verstas uz nozares konkurtsp€jas paaugstinaSanu, kompetences parnesi starp partneriem,
perspektiva radot iesp&ju produktu eksportam.
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1. aktivitate

R.1.1 Bulduru augu biotehnologijas laboratorijas izveide audzéknu apmacibai
Bulduru Darzkopibas vidusskola izveidota laboratorija. Laboratoriju izmanto ka materiali
tehnisko bazi Bulduru tehnikuma Darzkopibas tehniku 3. kursa modulim “Augu augu kultiiru
metozu pielietoSana”. Ar laboratorijas darbibu un augu audu kultiiru metodém iepazistina art
jauniesus no citam programmam (nepilna laika klatiene, pavari, floristi, Erasmus+ apmainu
programmas esosie jauniesi).

1.1.1. attéls. Jaunie$i no Erasmus+ programmas iepazistas ar kallu mikropavairo$anu



R 1.2. Iegata smiltsérk§ku in vitro pavairo$anas sakumposma tehnologisko
komponensu efektivitates datu kopa

levads

Latvija smiltsérkskus audze aptuveni 1000 ha platiba un katru gadu tas pieaug, vid€ja raza ir
3-4 t/ha. Pedgjos gados ievEérojami audzis slimibu postigums, palielinoties smiltsérksku
stadijumu platibam un kultivéSanas ilgumam. Audzgetajiem, ieperkot stadu materialu, jabut
droSiem, ka vini sava saimnieciba neievedis zaru un stumbra vezu izraisitajus, saknu slimibas
un bakteriozes, kas var radit stadijumu bojaeju un ievérojami samazinat razu. Atveselotu stadu
izmantoSana samazinas infekciju fonu veidoSanos un uzkrasanos, ilgtermina sekméjot veseligu
stadijumu veidoSanos, kas rada priekSnoteikumu ekonomiski izdevigas un kvalitativas razas
ieguvei. Viens no teoretiski iespgjamiem veidiem, ka iegiit atveselotu augu materialu, ir to
mikroklonala pavairosana in vitro (George, E.F. 2008).

Pasaulé ar dazadiem panakumiem ir veikti p&tjjumi smiltsérkS8ku in vitro pavairoSanas
tehnologijas izstradei. Ir atrodams nedaudz publikaciju par to pavairo$anu in vitro, kas liecina
par zemu veiksmes procentu (Sriskandarajah S., Lundquist P. O. 2009). Sobrid praktiski
neesoso smiltsérksku in vitro pavairosanas tehnologisko risinajumu apstiprina ari Sreiders
Kanadas “Agri-Food” izdevuma (Schroeder, W.R. 2017). Par to liecina fakts, ka joprojam
produktivi proliferacijas un rizogenézes etapu tehnologiskie risindgjumi nav izstradati un
pieejami, ka rezultata smiltsérkski komerciali in vitro netiek pavairoti. Viens no projekta
izaicinagjumiem bija atrast efektivu smiltsérksku mikroklonalas pavairo$anas tehnologisko
risinajumu.

Materiali un metodes

Projekta gaita testéti dazadi barotnu sastavi smiltsérksku iniciacijai in vitro. Veikti 13
iniciacijas barotnu (1.2.1. tabula) salidzinajumi piecos eksplantu ievadiSanas periodos $adam
Skirném: "Mary’, "Prozra¢naja’ un ‘Tatjana’.



1.2.1. tabula. Smiltsérksku iniciacijas barotnu sastavs

Iniciacijas barotne

Komponents,
mg I 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. | 11. 12. 13.
NHSO4 00 | 00 | 00 | 00 |1340| 00 |1340| 00 |134,0|1340|1340| 00 | 00
NHsNOs 8250 | 4950 | 0,0 |14850| 0,0 |16500| 00 | 280 | 00 | 0,0 | 00 | 16500 | 0,0
KNO3 950,0 | 570,0 | 741,0 | 1852,5| 0,0 | 19000 | 00 | 28,0 | 0,0 0,0 0,0 |1900,0 | 0,0
HsBOs 31 | 31 | 31 6,2 3,1 6,2 31 | 280 | 62 | 31 | 31 6,2 3,1
KH2PO4 85,0 | 170,0 | 170,0 | 340,0 | 850 | 170,0 | 850 | 28,0 | 170,0 | 850 | 85,0 | 170,3 | 85,1
Na;MoO42H:0 | 01 | 03 | 0,3 0,5 0,1 0,3 01 | 280| 03 | 01 | 01 0,3 0,1
CaCl, 220,1 | 220,1 | 220,1 | 440,2 | 220,1 | 440,2 | 220,1 | 28,0 | 440,2 | 220,1 | 132,1 | 440,9 | 0,0
CoCl; 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 | 280 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0
Kl 04 | 04 | 04 0,8 0,4 0,8 04 | 280 | 08 | 04 | 02 0,8 0,0
CuSO46H,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 | 280 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ZnSO4-H.0 43 | 43 | 43 8,6 43 8,6 43 | 280 | 86 | 43 | 86 8,6 0,0
MgSO,7H,O | 185,0 | 185,0 | 185,0 | 370,0 | 185,0 | 370,0 | 1850 | 28,0 | 370,0 | 185,0 | 370,0 | 3706 | 0,0
MnSo4-4H,0 112 | 112 | 112 | 223 | 112 | 223 | 11,2 | 280 | 22,3 | 112 | 223 | 223 0,0
FeSO47H,0 222 | 222 | 222 | 278 | 222 | 306 | 222 | 306 | 306 | 22,2 | 278 | 278 | 00
Na;EDTA 298 | 298 | 298 | 37,3 | 29,8 | 410 | 298 | 410 | 41,0 | 29,8 | 37,3 | 373 0,0
smiltsérksku
lapu tgja 1L
myo-Inositols | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
Nicotene Acid 2,5 2,5 25 25 25 25 25 25 25 0,5 0,5 25 25
PyridoxineHCl | 25 | 25 | 25 2,5 2,5 2,5 25 | 25 | 25 | 05 | 05 2,5 2,5
Thiamine HCI 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 1,0 1,0 2,5 2,5
askorbinskabe | 25 | 25 | 25 2,5 2,5 2,5 25 | 25 | 25 2,5 2,5
6-BAP 0,4 2,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 0,2
IES 0,1 0,1 0,1 0,8 0,1
ISS 0,1 01 | 01
giberilins 1,0 0,4 0,4
2-iP 01 | 01 | 01
glicins 2,0 2,0
saharoze 20,0 | 20,0 | 200 | 20,0 | 120 | 80 | 120 | 80 | 80 | 80 | 30,0 | 30,0 | 200
agars 60 | 60 | 60 6,0 6,0 6,0 60 | 60 | 60 | 60 | 60 6,5 6,0
55- | 55- | 55- | 55- | 55- | 55- 55- | 5,6-
pH 57 | 57 | 57 5,7 5,8 5,9 57 | 57 | 57 | 57 | 57 5,8 6,0

Smiltsérksku Skirnes kulttira ievaditas dazados vegetacijas perioda posmos, lai parbauditu
eksplantu dzivotsp&ju pie dazadu endogéno augu hormonu ipatsvara auga: februari — marta
(miera stadijas beigas, eksplati nemti no Piires darzkopibas izm&ginajumu stacijas kolekcijas

stadijuma), aprili — maija (tikko sakas vegetacija, pumpuri tikko sak verties vala, eksplanti
nemti no Puires kolekcijas stadijuma), jiinija (izveidojusies attiecigi 3-5 un 10-15 cm gari jaunie

endogéno hormonu sastavs atskirigs, salidzinot ar vegetacijas sakumu).




No katra genotipa katra barotnes varianta ievaditi 15 eksplanti, katrs 0.5 mm izméra. Eksplanti
iegiiti no apikaliem vai aksilariem pumpuriem vegetacijas perioda sakuma (marta — aprili).
Pumpurus steriliz€ un sagatavo manipulacijam sterila vid€, izmantojot 70% spirta Skidumu un
7% natrija hipohlorida Skidumu. Péc dezinfekcijas pumpuri skaloti destiléta tiden.

Audu kulturu turpmaka audze$ana un mikroaugu pavairoSana veikta sekojosi:

* p&c nogrieSanas meristematisko audu eksplanti audz&ti uz iniciacijas barotnes 5-6 ned¢las 25
ml tilpuma stikla mégengs, slégtas ar aluminija foliju. Audz&Sanas telpa nodrosinata optimala
gaisa temperatira, t.i., 23 £ 1°C. Gaisma nodro§inata 16 stundas, tumsa 8 stundas. Gan
temperatiira, gan gaismas/tumsas periods tiek automatiski reguléti. Gaismas avots atskiriba no
ieprieksgjiem gadiem nomainits uz Philips LED lampam DR/B 159 MB, nodro$inot 50
pumol/m?/s;

* péc 5-6 nedelam dzivie eksplanti ar zalam lapinam tiek uzskaititi un parstaditi uz
proliferacijas barotnes 40 ml stikla mégengs, slégtas ar aluminija foliju.

Rezultati

Diemzel visu parbaudito variantu iniciacijas barotnes nedeva cerétos rezultatus — kultura
sekmigi ievadito augu Tpatsvars bija zem 10 procentiem. Sie augi auga un attistijas léni un
veidoja vargu, vaji attistitu mikroaugu (1.2.2. attgls).

04.04.2022 16:57

1.2.2. attéls. SmiltseérkSku augs pirmaja proliferacijas pasaza.

Nakamaja proliferacijas pasaza tie arT gaja boja, parstajot augt un kliistot nekrotiski.



Secinajumi

Smiltsérksku pavairosana in vitro jau rakstot projektu, tika uzskatita par lielu izaicinajumu, jo
Iidz §im pasaul€ nav atrastas sekmigas to pavairos$anas in vitro metodes. Ir dazas fragmentaras
publikacijas, bet kopuma ka par tehnologiju informacija nav pieejama. Projekta gaita
neizdevas atrast piemé&rotu smiltsérksku mikroklonalas pavairosanas tehnologisko risinajumu.
Tas liecina par kadu vél neatklatu blakus faktoru, kas ietekmé& augu augsanu in vitro. leteiktu
turpinat darbu pie §1 jautajuma risinasanas nakamajos projektos.
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R 1.3 Izveidota atveselota avenu Skirnu kolekcija
levads

Avenes ir viena no nozimigakajam kriimogulaju sugam, ko komerciali audzé Latvija. Biezi
stadamais materials tiek ievests no arvalstim, bet arT Latvija kokaudz&tavas nodroSina stadamo
materialu. Lai stadamais materials biitu kvalitativs un atbilstu fitosanitarajam prasibam, ir
nepiecieSams ierikot virusbrivus matesaugu stadijumus. Aveném nozimigus bojajumus rada
avenu pundurainibas viruss (Raspberry bushy dwarf virus, RBDV). RBDV augstais izplatibas
un diversifikacijas risks ir saistits ar ta efektivo transmisiju ar s€klam un ziedputekSniem.
Saistiba ar saimniekauga rezistences gé€niem RBDV izdala tris celmus: S (Skotu), RB
(rezistenci parvaross) un B (kazenu). Neskatoties uz virusa un ta saimniekaugu plaso izplatibu
un ekonomisko nozimi, RBDV celmu sastopamiba un genétiska daudzveidiba daudzas valsts,
tai skaita Latvija, nav zinama, kas varétu ietekmé&t avenu atveselosanas efektivitati in vitro
pavairoSanas un citu metozu pielietoSanas laika. Sakotn€ji uzskatija, ka RBDV izraisa $o
saslim$anu, bet tagad ir noskaidrots, ka ir iesaistits virusu komplekss, kura RBDV ir kopa ar
vairakiem citiem virusiem, kurus parnes laputis — Raspberry leaf mottle virus (RLMV), Rubus
yellow net virus (RYNV) un Raspberry latent virus (RpLV), un kuru iesp&jamas kompleksas
infekcijas ar1 var€tu ietekmét avenu atveseloSanas efektivitati.

Dalai avenu Skirnu ir probléma iegiit veseligu stadamo materialu — nepiecieSami genotipu
specifiski in vitro pavairosanas protokoli un efektiva RBDV eliminacijas metode. Pasaulé
avenu atveseloSanas no RBDV efektivitate neparsniedz 48.6 % (Mathew et.al., 2021). Lidz §Sim
izméginatie RBDV eliminacijas panémieni nav sniegusi lielaku efektivitati. Projekta testéta
ozon&Sanu metode RBDV eliminacijai, ka arT adaptéti in vitro pavairo$anas protokoli vietjas
selekcijas genotipiem.

Ozons ka dezinfekcijas lidzeklis tiek pielietots jau sen. Dezinfekcijas noliikos to lieto spécigas
antioksidativas iedarbibas del. Ozona ietekmé tiek sarautas oglekla — slapekla saites dzivo
organismu S$Unas.

Misdienas ozonu antibakterialas un antiviralas ietekmes del ka dezinfekcijas Iidzekli
galvenokart lieto dzerama tidens dezinfekcijai (Hall and Sobsey, 1993), notekidenu smakas
nonemsSanai, virsmu dezinfekcijai partikas razoSana un medicina, audumu ripnieciba. Ir
pieradits, ka ozons ir lidzvertigs vai efektivaks par hloridiem virusu un baktériju iznicinasana
(Khade et.al., 2011).

Zinatniskaja literatlira ir min&ts par ozona antiviralo iedarbibu. Ozonu pielietojot 0.1-15.9
mg/mL koncentracija, panakta bitiska virusu daudzuma samazinaSanas paraugos, lai gan ir
minéts ar1, ka ozons uz bakterijam iedarbojas destruktivak neka uz virusiem. Lidz ar to ozons
tiek uzskatits par vienu no efektivakajiem mazak destruktivajiem dezinfektantiem partikas
ripnieciba (Khade et.al., 2001; Chawla, 2006). L1dz Sim nav atrastas zinatniskas publikacijas
par ozong&Sanas metodes pielietojumu virusu eliminacija in vitro augiem.

Ta ka Latvija ir izveidoti vairaki perspektivi hibridi un Skirnes, tad to atveseloSana ir nozimigs
solis kvalitativa stadmateriala ieguvei. Lidztekus Latvijas selekcijas materialam nodro§inajums
ar vairaku arvalstu Skirnu kvalitativu stadmaterialu ir nozimigs Latvijas komercaudzetajiem.
Izstradajot tehnologiju augu atveselosanai no RBDV, biitu iesp&jams to turpmak izmantot
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rutini, kvalitativu stadu ieguvei. Atveselotu matesaugu stadijjuma ierikoSana ir viens no §1
projekta merkiem un kvalitativa stadmateriala nodroSinajuma posmiem.

Materiali un metodes

Skirnes un genotipi avenu pavairo$anai in vitro izvéléti pec konsultacijas ar S.Strautinu, Kas
noradija perspektivos genotipus ieklauSanai atveselotu matesaugu kolekcija. Petijjuma ieklauti
sekojosi genotipi:

2.r.1-12-13/1

3.r. 1-12-13/2

3.r. 2-6-8/1

3.r. 2-6-8/2

4.r.1-12-13/1

4.r. 11-25a-4/1

4.r.11-25a-4/2

P6-R3/1

B6-R9/1

‘Dita’/1

‘Dita’/2

‘Ina’/1

‘Ina’/2

‘Viktorija’ /1

‘Arbat’

‘Kaspriz Bogov’

‘Polana’

PavairoSanas protokoli

Iniciacijas posms. No katra genotipa test€§jamaja barotnes varianta ievaditi 15 eksplanti, 0.5
mm izméra. Eksplanti iegti no apikaliem vai aksilariem pumpuriem vegetacijas perioda

sakuma (martd — aprilt). Pumpuri steriliz€ti un sagatavoti manipulacijam sterila vide,
izmantojot 70% spirta Skidumu un 7% natrija hipohlorida §kidumu. P&c dezinfekcijas pumpuri
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skaloti destileta deni. Audu kulttiru turpmaka audzéSana un mikroaugu pavairoSana veikta
sekojosi:

. péc nogriesanas meristematisko audu eksplanti audzeti uz iniciacijas barotnes 5-6
nedglas 25 ml tilpuma stikla mégengs, slégtas ar aluminija foliju. Audz&$anas telpa nodrosinata
optimala gaisa temperatiira, t.i., 23 + 1°C. Gaisma nodro§inata 16 stundas, tumsa 8 stundas.
Gan temperatiira, gan gaismas/tumsas periods tick automatiski reguléti. Gaismas avots Philips
LED lampas DR/B 159 MB, nodroginot 50 umol/m?/s;

. péc 5-6 nedeélam dzivie eksplanti ar zalam lapinam parstaditi uz proliferacijas barotnes
40 ml stikla m&gengs, slégtas ar aluminija foliju.

Proliferacijas posms. Turpmak ik péc 5-6 ned€lam, atkariba no augu attistibas tempa, veikta
sacerojuso (prolifergjuso) mikroaugu (1.3.1. att€ls) daliSana un parstadiSana jauna barotné
(jauna pasaza) un ievietoti barotng, kas iepildita 25 ml mégené.

1.3.1. Attels. Avenu Skirnes ‘Dita’ mikroaugs proliferacijas barotné.

Katra pasaza veikta dzivo eksplantu/mikroaugu uzskaite un izteikta procentuali no ievadito
augu skaita.

Proliferacijas 3.—4. pasaza noteikta RBDV klatbiitne mikroaugos un inficétajiem augiem
veikta apstrade ar ozonu. P&c ozon&Sanas posma atkartoti noteikta RBDV Kklatbiitne
mikroaugos, lai noteiktu ozon&Sanas efektivitati.

Ozonesana.

Mikroaugu ozongSana veikta, ievadot mégené ozonu, kas generéts ar iekartu L-1000
Incorporate Ozonizer (“O TRIS”). Ozons ievadits tris dazados rezimos: 2 miniites, 3 minites
un 4 minttes (1.3.2. attéls).
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1.3.2. attels. Avenu mikroauga ozonacijas process.

P&c ozon&Sanas mikroaugs atkrasojas un izskatas nekrotisks (1.3.3. attgls).

14



1.3.3. attéls. Ozonéts augs.

Tas novietots audzgSanas telpa. Kad izveidojies jauns, vitals dzinuma galin$ 0,5-1 cm garuma
(aptuveni p&c 2-3 ned€lam), no ST mikroauga griezti meristematiskie audi, ievaditi kulttra un
audzg&ti pec ieprieks aprakstitas metodikas. Nakamaja pasaza, kad mikroaugi izveidojusi
pietickamu biomasu, tiem veikta RBDV analize.

Apsaknosana (rizogenéze). Veselie augi parvietoti rizogenézes barotné un apsaknoti, iegiistot
atveselotus, apskanotus mikroaugus, kuru talaka audz€Sana notika slégtas, kukainu drosas
siltumnicas Iidz stadi sasniedza piem&rotu izmeru stadisanai lauka.

RNS/DNS ekstrakcija virusu noteikSanai

Ievaktos avenu lapu paraugus, izmantojot miezeri un piestu, skidraja slapekli saberza smalka
pulveri, kuru talak izmantoja kopgjas genomiskas RNS/DNS ekstrakcijai ar komerciali
pieejamu Genomic DNA Purification Kit izdalisanas komplektu (Thermo Fisher Scientific,
Lietuva). Nukleinskabju izdaliSana veikta, vadoties péc razotaja ieteikumiem, veicot nelielas
izmainas izdaliSanas protokola. Aptuveni 100 mg sasmalcinata lapu parauga suspendgja 200
pl TE buferskiduma, kas sajaukts ar 0.8 pl 99% 2-merkaptoetanolu (Roth, Vacija). Pirmo
centrifugéSanas soli veica pie maksimala atruma (~14000 apgr./min) 5 min. Nukleinskabju
izgulsnésanu veica ar ledusaukstu 96% etanolu un atstaja uz nakti -20 °C temperatiira (nevis
10 minttes, ka noradits razotaja protokola). Izdalitas RNS kvalitati un kvantitati novertgja ar
spektrofotometru NanoDropR ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, ASV). Izdalito RNS uzreiz
talak izmantoja RT-PCR veikSanai vai uzglabaja -80 °C temperatiira.
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Virusu diagnostika

Ka RBDV, BRNV, RLMV un RpLV diagnostikas metodi izmantoja reversas transkripcijas
metodi (RT-PCR) ar One-Step RT-PCR reagentu komplektu (Qiagen, Vacija) péc razotaja
izstradata protokola. RYNV noteikSanai augos pielietoja PCR ar DreamTaq Green PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific) saskana ar razotaja noradijumiem. Virusu diagnostikas
metodes validacijai izmantoja ieprieks publicétas oligonukleotidu sekvences (1.3.1. tabula). Ka
pozitivo kontroli testa veikSanai izmantoja pozitivos paraugus. Ka ieksgjo kontroles testu, lai
novérstu RT-PCR viltus negativu rezultatu, kas radies nukleinskabju degradacijas vai PCR
inhibitoru klatbiitnes dél, RT-PCR tika ieklauti ari auga Nad5 génu amplificgjosie
oligonukleotidi. RNazes nesaturoSu tideni pielietoja reakcijas kvalitates kontrolei. Visus RT-
PCR solus veica Eppendorf Mastercycler termociklera (Eppendorf AG). RT-PCR
galaproduktus noteica elektroforéze 2% agarozes g€la, TAE buferT, krasojot ar etidija bromidu
un vizualiz§jot UV gaisma. RT-PCR produktu garumu noteica, salidzinot ar O’RangeRuler
100bp DNS garuma fragmenta markieri (Thermo Fisher Scientific, Lietuva).

1.3.1.tabula. Avenu virusu diagnostikas metoZu izstrade izmantotie oligonukleotidi.

Nosakamais Oligonukleotidu sekvences Garums Tm°C Literatiiras
organisms bp atsauce

BRNV F-5> ATG CTG AGC CAC TTG TGA 3° 417 bp 48 Halgren et al.,
R- 5°CAA TGT CTT GGA AGC CAC 3’ 2007
1320F- 5 GGAAACAAACCATGTCACTC 3’ 179bp | 49.7/45.6 | Susi etal., 2018
1496R- 5 TAATTGAACGATTCCCCTTT 3’

RBDV F-5° TCATTG TTG AAT TAA TAC TAA GTA 886 bp | 50.7/54.4 | Wang et al., 2008
TTT AAG 3’
R- 5’ CCC ACT AGC AGG CAA ATA GTC 3’

RLMV F-5° GTA AGG AGA TAT GGC GGA ¥’ 514 bp | 48/50.3 Tzanetakis et al.,
R-5’ CAG TAT GGC AGC CTC TTG 3’ 2007
CPhF-5 CGA AAC TTY TAC GGG GAAC3’ 452 bp | 51.1/49.2

CPhR-5" CCT TTG AAY TCT TTA ACATCGT 3’

RYNV F- 5" TCC AAA ACC TCC CAG ACC TAA AAC3”> | 350bp | 55.7/53 Jones et al., 2002
R-5" ATA ATC GCA AAA GGC AAG CCAC 3’

6052F- 5 TCT TCC ARA GRA AGA TGG ACC 3’ 842 bp | 54.4/52.4 | Rajamaki et al.,

6894R- 5° CCY TTK ATR TGT TCG AAC TTC 3’ 2019
RpLV S8F- 5" CAC CGC CCA ACC ACA ACT 3’ 547bp | 52.6/58.8 | Quito-Avilaetal.,
S8R- 5" CCT CGT GCT CGC TCT CCTTCATA 3’ 2011
F-5° CCACGCCCAACCTCCAAATA 3’ 464 bp | 53.8/57.6
R-5 ACCCCGTCTCCCCATCTGC 3’
Auga Nad5 | Nad5F- 5> GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 3’ 181bp | 55.3/55.7 | Menzel et al.,
Nad5R- 5 CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 3’ 2002

Sekvencésana un sekvencu analize

RT-PCR produktus attirija, izmantojot reagentu komplektu QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen, Vacija), un sekvencgja abos virzienos, izmantojot tos pasus RT-PCR diagnostikas
oligonukleotidus (Wang et al., 2008), un ka sekvences ieksgjos oligonukleotidus izmantoja
oligonukleotidus L3 un U2 (Kokko et al., 1996). Sekvencésanu veica ar 3130xl Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, ASV) automatiz&to genétisko analizatoru Latvijas Valsts
meZzinatnes institiita “Silava”.

Sekvencu montazu, kvalitates parbaudi un izlidzinajumus (alignment) veica, izmantojot
datorprogrammu pakotni LASERGENE 17 (DNASTAR Inc., ASV). Katra izolata pilna
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garuma amplikona sekvenci (contig) samont€ja no tie$as un reversas sekvences lasijuma un
manuali redig€ja programma SeqMan Pro 17. Lai nodroSinatu kvalitati, sekvencu galus
noisindja un pielidzinaja. Lai noteiktu iesp&jamas atverta lasiSanas ramja (ORF) nobides klidas
(stop kodoni), iegiitas nukleinskabju sekvences izlidzinajumus partransl€ja aminoskabju
sekvences.

Lai rekonstruétu filogenétiskas sakaribas starp RBDV izolatiem, pielietoja Maximum
parsimony  analizi datorprogramma  PAUP (Swofford, 2002)  v.4.0a169
(http://phylosolutions.com/paup-test/). Izlidzinajumus paklava heiristiskajai  (heuristic)
mekleSanai ar nejausas pievienoSanas secibu, 1000 atkartojumos ar $adiem programmas
iestatijumiem: MulTrees opcija nav speka, Steepest descent metode ir spéka un veikta koka
sadaliSanas atkartota savienosana (tree bisection reconnection (TBR)). Tos pasus iestatijumus
izmantoja statistiska atbalsta (bootstrap) analiz€s ar trim nejausam pievienoSanas sekvencém
katra no 1000 (bootstrap) atkartojumiem.

Rezultati

Avenu perspektivos genotipus, kas butu jaieklauj atveselotu matesaugu kolekcija, izverteja uz
Raspberry bushy dwarf virus (RBDV) klatbiitni mates augos pirms pavairoSanas in Vitro.
Testeti 13 avenu genotipu mates augi (kopa 26 augi). Diviem avenu genotipiem (‘1-12-13" un
‘Ina’) konstatéja RBDV (1.3.2. tabula).
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1.3.2.tabula. Avenu matesaugu parbaude uz RBDV pirms pavairo$anas in vitro.

Skirne / hibrids RBDV
1-12-13, nr.1 -
1-12-13, nr.2 -

2-6-8, nr.1 -
2-6-8, nr.2 -
11-25 a-4, nr.1 -
11-25 a-4, nr.2 -
1-12-13, nr.1 +
1-12-13, nr.2 -
11-25 a-4, nr.1 -
11-25 a-4, nr.2 -
1-12-126, nr.1 -
1-12-126, nr.2 -
2-3-3, nr.1 -
2-3-3,nr.2 -
avene 'Viktorija' nr.1 -
avene 'Viktorija' nr.2 -
avene 'Liina' nr.1 -
avene 'Liina’' nr.2 -
avene 'Dita’ nr.1 -
avene 'Dita’ nr.2 -

avene 'Ina’ nr.1 +

avene 'Ina’ nr.2 -

B6R9 nr.1 -

B6R9 nr.2 -

P6R3 nr.1 -

P6R3 nr.2 -
Projekta gaita pielagota avenu in vitro pavairo$anas metodika. Augu atveseloSana un RBDV
eliminacija, kombingjot mikroklonalo pavairoSanu un ozoné$anu, deva apmierinoSu rezultatu,
lai gan ne visus genotipus izdevas atveselot.

Ar RT-PCR analizéti 149 avenu meristému paraugi. RBDV netika konstatéts piecos no 22
analiz€tajiem avenu ‘3 r. 1-12-13/2’ genotipa augiem, seSos no 27 analiz&tajiem ‘3 r. 2-6-8/2’
genotipa augiem un vienam Skirnes ‘Arbat’ augam. Par€jie analiz€tie augi bija inficeti ar
RBDV (1.3.3.tabula).
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1.3.3.tabula. RT-PCR rezultati avenu meristému augiem péc ozoné$anas.

ArRBDV Negativo
G . Paraugu inficéto g

enotips - paraugu

skaits paraugu X
; skaits
skaits

4.r.1-12-13/1 10 10 0
‘Ina’ /2 26 26 0
‘Ina>/ 1 24 24 0
3r.1-12-13/2 22 17 5
3r.1-12-13/1 19 19 0
3r.2-6-8/1 1 1 0
3r.2-6-8/2 27 21 6
‘Arbat’ 20 19 1
Kopa 149 137 12

Vairumam genotipu izdevas panemt eksplantus no vesliem augiem vai eliminét RBDV
mikroklonalas pavairoSanas cela. Septiniem genotipiem no visiem kultira ievaditajiem
konstatgja RBDV infekciju. Tos ozongjot, iegiiti atSkirigi efektivitates raditaji (1.3.1.tabula).

1.3.1.tabula. Ozoné&sanas efektivitate petijjuma ieklautajiem avenu genotipiem.

Genotips Atveseloto augu iznakums
Arbat 5%
3r.1-12-13/2 22%
3r.2-6-8/1 27.3%
4.r.1-12-13/1 0%
3r. 2-6-8/2 0%
‘Ina’ /1 0%
‘Ina’ /2 0%
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Atveseloto avenu genotipu parbaude ar RT-PCR un RBDV infekciju. Kopuma analizéti 333
paraugi no 12 avenu genotipiem pavairotiem in vitro. No deviniem genotipiem visi parbauditie
augi uzradija negativu rezultatu uz RBDV klatbiitni. Skirne ‘Arabat’ visi analizétie paraugi bija
pozitivi uz RBDV, bet genotipiem 3°.2.1-12-13/2’ un ‘3R2-6-8/1’ atseviski apvienotie paraugi
uzradija negativu rezultatu.

1.3.4.tabula. In vitro pavairoto avenu genotipu parbaude ar RT-PCR uz RBDV

infekciju.
Genotips Analizéto paraugu skaits Negativo paraugu skaits
‘Dita’ 12 12
‘Kapriz Bogov’ 43 43
4r.— 11 - 25A — 4/2 26 26
B6R9/1 52 52
‘Viktorija’ 21 21
P6 — R3/1 19 19
‘Polana’ 74 74
4r.11 — 25A —4/1 22 22
‘Arbat’ 13(39)* 0
2.1-12-13/2 15(45)* 1
3.2.1-12-13/2 17(52)* 6
3R2-6-8/1 19(56)* 10
Kopa 333 286

*apvienotie paraugi (1 paraugs/3 augi)

Tomér, kombingjot ozon&$anu un in Vitro pavairo$anu, ieglti un pavairoti 12 Latvijas
selekcijas un arvalstu genotipi un Skirnes:

‘Dita’
‘Viktorija’

B6 R9 /1
P6-R3/1
2.r.1-12-13/2
3.r. 2-6-8/1
3.1.1-12-13/2
4.r. 11-25A-4/1
4.r.11-25A-4/2
‘Kapriz Bogov’
‘Polana’

‘Arbat’
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Atveselotie augi 2023. gada pavasari izstaditi lauka, izveidojot atveselotu matesaugu
stadijumu.

Lai analiz&tu virusa daudzveidibu un tas potencialo ietekmi uz atveseloSanu, veikta RBDV
pilna garuma virusa apvalka proteinu kod€josa genoma fragmenta amplifikacija un
sekvencéSana 24 izolatiem no dazadiem Rubus augu genotipiem. Talak darba analiz&tas 19
pilna garuma RBDV CP kodgjosas sekvences, kas ieglitas no dazadiem avenu genotipiem un
ievakSanas vietam. legtitas RBDV CP géna (RNS2) sekvences no avenu augiem salidzinaja ar
RBDV CP sekvencém no Rubus un Vitis gints augiem, kas pieejamas GenBank datu bazé
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Darba analiz€ja RBDV RNS2 genoma regionu no 1326 Iidz 2150 nt
(saskana ar references sekvenci NC_ 003740 no GenBank). Filogenétiska analize paradija
RBDV sekvencu izolatu grupésanos péc to saimniekaugiem. Sekvences DQ120126 (Rubus
multibracteatus) un RBDV izolati no vinogam (EU796085, EU796085, EU796086,
EU796087, EU796090, JQ928628 un JQ928629) veidoja atseviskas filogen&tiskas linijas ar
lielu statistisko atbalstu (100 un 56). Visi avenu izolati veido kopigu klasteri, kas dalits vairakos
apaksklasteros ar augstu statistisko atbalstu, kas norada uz atSkirigu izolatu izcelsmi (Azija,
Austrumeiropa un Rietumeiropa). Ta ka RBDV galvenokart izplatas ar inficétiem
ziedputekSniem, daudzi $aja pétijuma iegitie izolati uzradiju augstu sekvencu identitati un
veidoja kopigas filogenétiskas grupas. Analiz§jot So RBDV genoma dalu, netika atrastas
sakaribas ar virusa eliminacijas datiem no dazadiem avenu genotipiem.

Tapéc, nemot véra jaunakos petijumus pasualé, pieveérsta uzmaniba ari citiem virusiem, kuri ir
iesaistiti avenu drupeno ogu un pundurainibas izraisiSana un sastopami kompleksas infekcijas
ar RBDV. Projekta laika veikta diagnostikas metozu izstrade un adaptacija. Lai optimiz&tu
BRNV, RLMV, RYNV un RpLV diagnostiku ar RT-PCR, sakotngji atlasita paraugkopa ar
virusu infekcijas pazimém, ka lapu dzelteéSana, plankumainiba, drupenas ogas (1.3.2. attéls).

1.3.2. attéls. Rubus idaeus ‘Ottawa’.
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Atlasttie paraugi testéti ar tris praimeru pariem, salidzinot ieprieks public€tus oligonukleotidu
parus no literatiras (1.3.1. tabula) un jaunus, kas atlasiti ar PrimerSelect datorprogrammu
(Lasergene 17). Sakotngji piemekléta optimala oligonukleotidu piesaistes temperatiira (Ta),
kuru aprékina piecus gradus zem kuSanas temperatiiras (Tm) (1.3.1. tabula). Ta ka darba
izmantoja Qiagen OneStep RT-PCR diagnostikas komplektu, razotajs ir noteicis, ka minimala
Ta jabiit ne zemakai par +50°C, tapéc sakotné&jai virusu oligonukleotidu parbaudei izvéleta
+50°C.

RLMYV oligonukleotidu parbaude

RLMYV diagnotikas metodes validacijai veikta tris oligonukleotidu paru parbaude, izmantojot
Qiagen OneStep RT-PCR Kkit. Pirmais oligonuklotidu paris amplificé 514 bp garu fragmentu,
otrais paris 452 bp un tresais paris amplific€ 553 bp garu fragmentu (1.3.3. att€ls). Atbilstosa
garuma fragmentus agarozes g€la konstat€ja, izmantojot otro oligonukleotidu pari. Pirmais
oligonukleotidu paris deva daudz nespecifiska garuma amplifikacijas produktus, bet ar treSo
oligonukleotidu pari agarozes géla netika konstatéti RT-PCR gala produkti.

1.oligonukleotidu paris

i w -

2.oligonukleotidu paris

3.oligonukleotidu paris

[—

) 2

- u

1.3.3. attéls. RLMYV oligonukleotidu salidzinajums, izmantojot Qiagen OneStep RT-PCR
komplektu.
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RYNYV oligonukleotidu parbaude

RYNYV diagnotikas metodes validacijai veikta tris oligonukleotidu paru parbaude, izmantojot
DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Pirmais oligonuklotidu paris
amplificé 350 bp garu fragmentu, otrais paris 842 bp un tresais paris amplifice 438 bp garu
fragmentu (1.3.4. attéls). Atbilstosa garuma fragmentus agarozes géla konstatgja visiem tris
oligonukleotidu paru variantiem. Pirmais un tresais oligonukleotidu paris deva daudz
nespecifiska garuma amplifikacijas produktus, bet ar otro oligonukleotidu pari agarozes géla
konstat€ja atbiltosa garuma PCR gala produktus. Otro oligonukleotidu pari var izmantot talakai
metodes aprobacijai.

1. oligonukleotidu paris
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3. olhglu601u paris
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2. oligonukleotidu paris

1.3.4. attéls. RYNYV oligonukleotidu salidzinajums, izmantojot DreamTag Green PCR
Master Mix.
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BRNYV oligonukleotidu parbaude

BRNYV diagnotikas metodes validacijai veikta tris oligonukleotidu paru parbaude, izmantojot
Qiagen OneStep RT-PCR kit. Pirmais oligonuklotidu paris amplifice 417 bp garu fragmentu,
otrais paris 179 bp un tresais paris amplificé 569 bp garu fragmentu (1.3.5. attéls). Atbilstosa
garuma fragmentus agarozes g€la konstatgja tikai otrajam oligonukleotidu paru variantam.
Pirmais oligonukleotidu paris deva daudz nespecifiska garuma amplifikacijas produktus,
savukart ar treSo oligonukleotidu pari agarozes g€la nekonstatgja atbiltoSa garuma PCR gala
produktus. Otro oligonukleotidu pari var izmantotot talakai metodes aprobacijai.

1. oligonukleotidu paris
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1.3.5. att€ls. BRNV oligonukleotidu salidzinajums, izmantojot Qiagen OneStep RT-PCR
komplektu.

RpLYV oligonukleotidu parbaude

RpLV diagnotikas metodes validacijai veikta tris oligonukleotidu paru parbaude, izmantojot
Qiagen OneStep RT-PCR kit. Pirmais oligonuklotidu paris amplifice 547 bp garu fragmentu,
otrais paris 467 bp un tresais paris amplifice 541 bp garu fragmentu (1.3.6. attels). Atbilstosa
garuma fragmentus agarozes g€la nekonstat€ja nevienam no izmantotajiem oligonukleotidu
paru variantiem. Visi RT-PCR reakcija izmantotie oligonukleotidu pari deva daudz
nespecifiska garuma amplifikacijas produktus.
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1.3.6. attéls. RpLV oligonukleotidu salidzinajums, izmantojot Qiagen OneStep RT-PCR
komplektu.

Secinajumi

Pétijuma izmantotajiem genotipiem atrasta piemé&rota in Vvitro pavairo$anas metodika, kas
sniedz pietiekosi augstu proliferacijas iznakumu — 3-5 augi no viena mikroauga katra pasaza.
Izméginata ozonéSanas metode deva atkirigus rezultatus starp genotipiem — ne visiem
genotipiem izdevas iegit pietiekosi augstu atveselosanas efektivitati, tomer 42% genotipu tika
atveseloti.

Izveidots atveselotu matesaugu stadijums.

Veicot RBDV CP géna sekvencu analizi virusa izolatiem no dazadiem avenu genotipiem,
secinats, ka RBDV Latvija avenés ir genétiski daudzveidigs un sadalas pa dazadiem
filogenétiskajiem klasteriem, ka ari nav atrodamas sakaribas ar virusa genétisko daudzveidibu
un atveseloSanas efektivitati.

P&c literatliras analizes datiem secinats, ka atveseloSanas efektivitati varétu ietekmét ar1 citi
virusi, kas jaunakajos pétijumos atklati kompleksajas infekcijas kopa ar RBDV un izraisa
drupenas ogas un pundurainibu. Turpmakajos petijumos biitu jaieklauj ar1 So virusu test€Sana
matesaugos pirms ievadiSanas in vitro un apstrades ar ozonu. P&tjjuma veikta So virusu
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diagnostikas metozu izstrade un aprobacija, rezultata iegiistot pielagotus diagnostikas
protokolus BRNV, RYNV un RLMYV virusu testéSanai avengs.
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R1.4 leguta datu kopa par krumcidoniju skirnu genétiskas viendabibas vertéejumu

levads

Parsvara Chaenomeles gints augi ir pazistami ar savu dekorativo vértibu, bet introdukcija
Baltija vérsta uz tadu skirnu izveidi, kuru auglus varétu izmantot partika (Rumpunen et al.,
2000). Chaenomeles augli ir vértigi ar augstu organisko skabju, C vitamina, fenola
savienojumu saturu un to antioksidanta Tpasibam (Hellina et al., 2003; Urbanaviciite et al.,
2020). Turklat seklas var izmantot ellas razosana (Granados et al., 2003), ka nepiesatinato un
piesatinato taukskabju, ka arT a-tokoferola, fitosterinu un -karotina (Gornas et al., 2013) avotu.
Lai nodro$inatu regularu Chaenomeles razu un augstas kvalitates auglus, ir nepiecieSams
izstradat efektivas selekcijas programmas jaunu Skirnu izstradei. To var panakt, pielietojot
molekularas metodes. Molekularie markieri izmantoti augu selekcija, lai novertétu genétisko
daudzveidibu, veiktu genétisko kart€Sanu, hibridu un Skirnu identifikaciju (Amiteye et al.,
2021), tadgjadi paatrinot tradicionalo selekcijas procesu. Krimcidonijas ir salidzino$i jauna
kultiiraugu suga, maz pétita genétiski, seviski pielietojot molekularos markierus. Viens no
pirmajiem pétijumiem veikts, lai izpetitu Nejausi Amplificéta Polimorfa DNS (RAPD)
markieru izmanto$anas iesp&jas Chaenomeles sp. paraugu genétiskas dazadibas izp&tei un sugu
diferenciacijai (Bartish et al., 1999a; Rumpunen et al., 2003). RAPD markieri izvéléti, jo to
pielietoSanai nav nepiecieSamas zinaSanas par attieciga organisma genoma sekvenci un
metodika ir universala dazadiem dzivajiem organismiem. Chaenomeles sp. gadijuma ari
velakos pétijumos pielietoti tiesi RAPD markieri, kombingjot tos ar hloroplastu DNS
Restrikcijas Fragmentu Garuma Polimorfisma (RFLP) analizi (Bartish et al., 2000) un izozimu
markieriem (Bartish et al., 1999a). Diemzel ieprieck§ minéta RAPD markieru sisteémas
priekSrociba ir arT tas galvenais trikums — lietoSanas metodikai jabut loti precizai, lai
nodro$inatu rezultatu stabilitati un atkartojamibu starp eksperimentiem, laboratorijam, ko
daudzo ietekmgjoso faktoru dél ir griiti nodroginat. ST probléma kriimcidonijam identificéta jau
iepriek§ veiktajos pétijumos DI, pielietojot RAPD markieru kopu, kuru rezultati bija
neviennozimigi interpret€jami. Veicot atkartotu augu materiala analizi, izmantojot identisku
metodiku, konstatétas nobides amplifikacijas rezultatos, kas nelava ieglit viennozimigu un
neparprotamu genétiskas radniecibas vertéjumu, skaidrot hibrida materiala izcelsmi.

Lidzigi ka RAPD markieri, Amplifikacijas Fragmentu garuma Polimorfisma (AFLP) markieri
tiek izmantoti, lai raksturotu dazadas Skirnes, galvenokart tas, kuras kultivé Austrumazija
(Kaneko et al., 2000; Zang et al., 2009; He et al., 2014); tom&r ir maz publicétu datu par Eiropas
un Baltijas skirnu analizi molekulara limeni. Ieprieksgjie pétijumi par Chaenomeles
koncentrgjas uz RAPD un AFLP markieru izmantoSanu; tomér péd€jos gados SSR markieri ir
kluvusi par iecienitaku izveli eksperimentos to augstas reproducgjamibas un polimorfisma, ka
ar1 relativas lietoSanas vienkar§ibas dél, salidzinot ar diviem iepriek§ min&tajiem markieru
veidiem (Dar et al., 2019). Lidz $im ir veikts viens p&tijums, lai izstradatu VienkarSo Sekvencu
Atkartojumu jeb mikrosatelitu (SSR) markierus, ka rezultata ir iegiiti 10 markieri, kas var
atskirt dazadas Chaenomeles sugas (Shao et al., 2021). Ta ka de novo markieru izstrade ir darga
un laikietilpiga, molekularo markieru parneSana starp radniecigam sugam tiek izmantota ka
alternativa pieeja — pétijums par Chaenomeles sugu hloroplastu genomu ir atklajis loti
polimorfus regionus, atkartotas sekvences un SSR, kas ir potencialie mérka molekularie
markieri (Sun et al., 2020). Vairaki pétnieki ir zinojusi par veiksmigu Malus (abelu) SSR
markieru parne$anu uz Pyrus (Yamamoto et al., 2001), Cydonia (Yamamoto et al., 2004;
Khoramdel Azad et al., 2013) un Chaenomeles (Vanwynsberghe et al., 2009; Zhang et al.,
2016). Selekcijas materiala identifikacija un genétiska noveértéSana ir viens no projekta
mérkiem. DI eso$a krimcidoniju (Chaenomeles japonica) kolekcija ietver vairaku selekcijas
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programmu hibrido augu materialu, Latvija veidotas un pavairotas Skirnes. Lidz §im to
savstarpéja radnieciba, genétiska dazadiba nav analizta.

Tadel nolemts projekta merku sasniegSanai adaptét molekularo markieru metodiku, kas
nodro$inatu stabilus un viennozimigus rezultatus. P&tjjuma ieklauti SSR (mikrosatelitu)
molekularie markieri, kas balstas uz PCR, tiem ir laba atkartojamiba un stabilitate starp
eksperimentiem un laboratorijam, tie ir kodominanti un informativi. SSR markieri ir sekvences
specifiski, tom&r daudzos gadijumos noverota sekmiga markieru parnese starp radniecigam
sugam. To pierada ari sekmiga to pasu SSR markieru izmanto$ana abelem (Malus) un
bumbierém (Pyrus). Tapéc adaptacijai izveléti taksonomiski Chaenomeles sp. radniecigajam
abelém un bumbierém izstradatie SSR markieri, kas plasi pieejami un aprakstiti (Liebhard et
al., 2002; Silfverberg-Dilworth et al., 2006; Celton et al., 2009). Metodikas izstrades mérkis ir
ieviest uz molekularajiem markieriem balstitu atlasi kriimcidoniju selekcija, hibrida materiala
izp&tei, sugu identifikacijai, viendabiga stadmateriala pavairoSanas kontrolei, lai nodroSinatu
krimcidoniju genétisko stabilitati un viendabibu kvalitativa stadmateriala nodro$inasanai.

Materiali un metodes

Augu materials

Kriimcidoniju (C. japonica) genétiskas izpétes noliikam vasaras sakuma ievakti 53 lapu
paraugi un novietoti glabasana -80 °C (1.4.1. tabula). Augu materials metodikas izstradei
izvelets ar mérki nodrosinat pec iespgjas lielaku pieejamo genétisko daudzveidibu. Tapéc
petijuma ieklautas sekojosas DI kolekcija pieejamais kriimcidoniju genotipu kopas:
- selekcijas materials — hibridi, kas izveidoti Latvija dazados laika periodos un
dazadu selekcijas aktivitasu ietvaros,
- Latvija izveidotas Skirnes,
- Skirpu paraugi, kuru pavairosana pielietotas dazadas metodes, to stabilitates un
pavairoSanas metozu novertéSanai.

1.4.1. tabula. Kramcidoniju (Chaenomeles japonica) selekcijas materials molekularo
markieru adaptacijai un genotipeSanai

DNS ~ .. —
Nr.p.k. Parauga nosaukums AUMUTS Koncentracijas | Tiriba
1 C16 cd 062 103.48 1.70
2 C19 cd 063 67.57 1.87
3 C20 cd 064 104.37 1.55
4 Cc27 cd 065 50.28 1.99
5 C12 cd 066 96.50 1.98
6 Ada cd 067 134.64 2.04
7 Alfa cd 068 32.95 2.26
8 C26 cd 069 72.47 2.03
9 4-22 cd 070 61.94 1.68
10 7-25 cd 071 94.00 2.05
11 4-6 cd 072 35.40 1.84
12 9-11 cd 073 55.11 1.96
13 17-20 cd 074 81.67 1.90
14 9-44 cd 075 139.74 1.79
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DNS

Nr.p.k. Parauga nosaukums Koncentracijas | Tiriba
numurs
15 19-94 cd 076 37.00 1.77
16 19-4 cd 077 77.08 2.02
17 8-139 cd 078 142.75 1.98
18 10-17 cd 079 77.04 2.07
19 19-94 cd 080 101.44 2.02
20 11-45 cd 081 124.25 1.82
21 C13 cd 082 95.88 2.06
22 C10 cd 083 123.76 1.86
23 Agra cd 084 92.26 1.41
24 Anta cd 085 71.48 2.00
25 Tica 45 cd 086 105.03 2.07
26 Abava cd 087 126.77 2.04
27 Rasa (tipiska) cd 088 20.09 2.49
28 R.Indrana 1 cd 089 40.03 1.50
29 R.Indrana 2 cd 090 28.88 1.85
30 R.Indrana 4 cd 091 33.15 1.62
31 Arta cd 092 68.24 1.83
32 Dobeles 2-29 cd 093 84.71 1.95
33 R.Indrana 3 cd 094 90.51 1.84
34 Rondo (merist.) cd 095 78.55 1.87
35 Rasa (merist.) cd 096 77.31 1.90
36 Darius (merist.) cd 097 151.63 1.99
37 Rondo (veca) cd 098 57.06 1.83
38 Darius (veca) cd 099 62.18 2.02
39 Rasa (veca) cd 100 42.16 1.74
40 Rondo (spraudeni) cd 101 144.62 1.94
41 Darius (spraudeni) cd 102 222.66 1.97
42 Rasa (spraudeni) cd 103 75.57 1.65
43 SR1-3 cd 104 113.67 1.96
44 SR1-4a cd 105 75.63 1.85
45 SR2-0 cd 106 49.75 2.02
46 SR1-2 cd 107 40.68 1.67
47 SR1-1a cd 108 65.32 1.83
48 SR1-5a cd 109 48.61 1.82
49 SR1-5 cd 110 79.60 1.90
50 SR1-6 cd 111 36.82 1.82
51 SR1-4 cd 112 94.22 1.95
52 SR2-9 cd 113 21.78 1.67
53 SR1-1 cd 114 51.30 1.62
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Nukleinskabju izdaliSana

Ievaktajiem paraugiem veikta DNS izdaliSana, sasmalcinot $kidraja slapekli un izmantojot
Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit (#K0512) reagentu komplektu, veikta
izdalitas DNS koncentracijas un kvalitates parbaude, izmantojot NanoDrop ND-1000 iekartu

(meérfjumu rezultati pieejami 1.4.1. tabula).

Molekularo markieru metodes izstrade

Molekularo markieru metodikas izstradei atlasiti Malus un Pyrus pielietotie mikrosatelitu SSR
markieri, kas reprezente visas genoma saistibas grupas, ir karteti kada no Siem kultiiraugiem.

Veicot literatiiras analizi, atlasiti 112 potencialie markieri (1.4.2. tabula).

PCR metodikas adaptacijai, izmantotas divas amplifikacijas programmas:

- Cidonijas SSR 56 (DreamTaq) (markieriem: GD12, GD15, CHO01H01, CHO1FO02,
CHO02C06, CHO1F03, CHO1H10, CHO02A08, CHO01B12, GD142, CHO02D11,

CHO01f03, CH03d10, CH01h02, CH01f03b, CH03a09, CH04f06

T, °C Laiks Cikli
95 | 3min 1
95| 30s
56 | 30s 35
72 | Imin
72 | 10 min 1

- Cidonijas SSR 54 (DreamTaq) (markieriem: CHO01a09, CHO01B12,
CHO01d03, CH01D08, CHO01d09, CHO1E12, CHO1E12, CHO1F02,

CHO01c06,
CHO01f02,

CHO01f07a, CHO01f09, CHO01f12, CHO01h01, CHO01H10, CH02a03, CHO02b03b,

CHO02b10, CHO02b11, CHO02B12, CHO02c02a, CHO02c02b, CH02CO09,

CH02C11, CHO02c11, CHO02D12, CH02D12, CHO2F06, CH02g01,

CHO2h1la, CHO03a02, CH03a08, CHO03b06, CHO03b10, CH03c02,
CH03d08, CH03d11, CHO03d12, CHO03e03, CHO03g06, CHO04al2,
CHO04c06, CHO04d02, CHO04e02, CHO04e03, CHO04e05, CHO04g04,
CHO04g09, CHO04h02, CHO05a02, CHO05a03, CHO05a04, CHO05a05,

CHO05c07, CHO05d02, CHO05d03, CH05d04, CH05d08, CHO05d11,

CHO05e06, CHO05f04, CHO05f06, CHO05g01, CHO05g03, CHO05g07,
CHO05g11, CHO5h05, CH-Vf1, GD103, GD147, GD162):

T, °C Laiks Cikli
95 | 3min 1
95]30s
54 130s 35
72 | 1min
72 | 10 min 1
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CH02C09,
CHO02g09,
CH03d01,
CHO04c06,
CHO04g07,
CHO05c06,
CHO05e03,
CHO05g08,



1.4.2. tabula. Molekularo markieru metodikas izstradei atlasitie Malus un Pyrus pielietotie praimeru pari
Praimera Praimera

Nr.p.K | nosaukums kods F FTm | R RTm

1 GD12 1 TTGAGGTGTTTCTCCCATTGGA 53 | CTAACGAAGCCGCCATTTCTTT 56
2 GD15 2 CGAAAGTGAGCAACGAACTCC 55 | ACTCCATCATCGGGTGGTG 52
3 GD96 3 CGGCGGAAAGCAATCACCT 55 | GCCAGCCCTCTATGGTTCCAGA 58
4 GD100 4 CGGCGGAAAGCAATCACCT 55 | TGCGGACAAAGGAAAAAAAAAAGTG 55
5 GD103 5 CGGCGAGAAAAAAAAACAATG 51 | GGATAACCGTCCCCCTCTTC 52
6 CHO1HO01 6 GAAAGACTTGCAGTGGGAGC 53 | GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT 50
7 CHO1F02 7 ACCACATTAGAGCAGTTGAGG 53 | CTGGTTTGTTTTCCTCCAGC 51
8 CHO02C06 8 TGACGAAATCCACTACTAATGCA 53 | GATTGCGCGCTTTTTAACAT 52
9 CHO1H10 9 TGCAAAGATTGTTTGTGCAC 54 | AGGAGGGATTGTTTGTGCAC 51
10 CHO1E12 10 AAACTGAAGCCATGAGGGC 52 | TTCCAATTCACATGAGGCTG 51
11 CH02D12 11 AACCAGATTTGCTTGCCATC 51 | GCTGGTGGTAAACGTGGTG 52
12 CHO01B12 12 CGCATGCTGACATGTTGAAT 52 | CGGTGAGCCCTCTTATGTGA 54
13 GD142 14 GGCACCCAAGCCCCTAA 51 | GGAACCTACGACAGCAAAGTTACA 56
14 GD147 15 TCCCGCCATTTCTCTGC 51 | AAACTGAAGCCATGAGGGC 53
15 GD162 16 GAGGCAAGTGACAAAGAAAGATG 54 | AAAATGTAACAACCCGTCCAAGTG 54
16 CHO02d08 18 TCCAAAATGGCGTACCTCTC 52 | GCAGACACTCACTCACTATCTCTC 57
17 CHO02C09 19 TTATGTACCAACTTTGCTAACCTC 52.3 | AGAAGCAGCAGAGGAGGATG 53.8
18 CHo4Co07 20 GGCCTTCCATGTCTCAGAAG 53.8 | CCTCATGCCCTCCACTAACA 53.8
19 CHO02c11 21 TGAAGGCAATCACTCTGTGC 51.8 | TTCCGAGAATCCTCTTCGAC 51.8
20 CHO01f03 22 GAGAAGCAAATGCAAAACCC 49.7 | CTCCCCGGCTCCTATTCTAC 55.9
21 CHO03d07 23 CAAATCAATGCAAAACTGTCA 46.5 | GGCTTCTGGCCATGATTTTA 49.7
22 CHO02b10 25 CAAGGAAATCATCAAAGATTCAAG 51 | CAAGTGGCTTCGGATAGTTG 52
23 CHO02c02a 27 CTTCAAGTTCAGCATCAAGACAA 51.7 | TAGGGCACACTTGCTGGTC 53.2
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Praimera Praimera

Nr.p.k | nosaukums kods F FTm | R RTm

24 CH-Vfl 29 ATCACCACCAGCAGCAAAG 51.1 | CATACAAATCAAAGCACAACCC 51.1
25 CHO05e03 30 CGAATATTTTCACTCTGACTGGG 53.5 | CAAGTTGTTGTACTGCTCCGAC 54.8
26 CHO02f06 32 CCCTCTTCAGACCTGCATATG 52 | ACTGTTTCCAAGCGATCAGG 53
27 CHO02b07 33 CCAGACAAGTCATCACAACACTC 55.3 | ATGTCGATGTCGCTCTGTTG 51.8
29 CHO03d01 38 CGCACCACAAATCCAACTC 51.1 | AGAGTCAGAAGCACAGCCTC 53.8
30 CH-Vf2 41 TTTGTTTTTCGAGCAGGAGC 49.7 | TTTCACATTCGGAGCATGAG 49.7
31 CHO04e05 71 AGGCTAACAGAAATGTGGTTTG 51.1 | ATGGCTCCTATTGCCATCAT 49.7
32 CHO03g12 72 GCGCTGAAAAAGGTCAGTTT 49.7 | CAAGGATGCGCATGTATTTG 49.7
33 CHO03g07 73 AATAAGCATTCAAAGCAATCCG 49.2 | TTTTTCCAAATCGAGTTTCGTT 47.4
34 CHO02b11 74 ACCTTACCTGGTAGAGAGAGA 52.4 | CACAACGCAGTTCGATCACT 51.8
35 CHO03d10 79 CTCCCTTACCAAAAACACCAAA 51.1 | GTGATTAAGAGAGTGATCGGGG 54.8
36 CH01h01 80 GAAAGACTTGCAGTGGGAGC 53.8 | GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT 51.8
37 CHO05g08 81 CCAAGACCAAGGCAACATTT 49.7 | CCCTTCACCTCATTCTCACC 53.8
38 CH01d03 88 CCACTTGGCAATGACTCCTC 53.8 | ACCTTACCGCCAATGTGAAG 51.8
39 CH01h02 89 AGAGCTTCGAGCTTCGTTTG 55 | ATCTTTTGGTGCTCCCACAC 51
40 CHO01f12 90 CTCCTCCAAGCTTCAACCAC 53.8 | GCAAAAACCACAGGCATAAC 49.7
41 CHO01c06 91 TTCCCCATCATCGATCTCTC 51.8 | AAACTGAAGCCATGAGGGC 51.1
42 CHO01g05 92 CATCAGTCTCTTGCACTGGAAA 53 | GACAGAGTAAGCTAGGGCTAGGG 58.8
43 CHO01f09 93 ATGTACATCAAAGTGTGGATTG 49 | GGCGCTTTCCAACACATC 50
44 CHO01a09 94 GATGTGGTTCCAGAAGCTAC 51.8 | CACATGCATGAAAAGCATAT 45.6
45 CH01d09 95 GCCATCTGAACAGAATGTGC 51.8 | CCCTTCATTCACATTTCCAG 49.7
46 CHO01f07a 96 CCCTACACAGTTTCTCAACCC 54.4 | CGTTTTTGGAGCGTAGGAAC 51.8
47 CHO01f02 97 ACCACATTAGAGCAGTTGAGG 52.4 | CTGGTTTGTTTTCCTCCAGC 51.8
48 CHO01f03b 98 GAGAAGCAAATGCAAAACCC 49.7 | CTCCCCGGCTCCTATTCTAC 55.9
49 CHO02h1la 99 CGTGGCATGCTTATCATTTG 49.7 | CTGTTTGAACCGCTTCCTTC 51.8
50 CHO02c02b 100 TGCATGCATGGAAACGAC 48 | TGGAAAAAGTCACACTGCTCC 52.4
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Praimera Praimera
Nr.p.k | nosaukums kods F FTm | R RTm
51 CH02g09 101 TCAGACAGAAGAGGAACTGTATTTG 54.4 | CAAACAAACCAGTACCGCAA 49.7
52 CHO02b03b 102 ATAAGGATACAAAAACCCTACACAG 52 | GACATGTTTGGTTGAAAACTTG 49
53 CH02g01 103 GATGACGTCGGCAGGTAAAG 53.8 | CAACCAACAGCTCTGCAATC 51.8
54 CHO02a03 104 AGAAGTTTTCACGGGTGCC 51.1 | TGGAGACATGCAGAATGGAG 51.8
55 CHO03d08 105 CATCAGTCTCTTGCACTGGAAA 53 | TAGGGCTAGGGAGAGATGATGA 54.8
56 CHO03a09 106 GCCAGGTGTGACTCCTTCTC 55.9 | CTGCAGCTGCTGAAACTGG 53.2
57 CHO03b10 107 CCCTCCAAAATATCTCCTCCTC 54.8 | CGTTGTCCTGCTCATCATACTC 54.8
58 CHO03d02 108 AAACTTTCACTTTCACCCACG 50.5 | ACTACATTTTTAGATTTGTGCGTC 50.6
59 CHO03a08 109 TTGGTTTGCTAGGAAAAGAAGG 51.1 | AAGTTTATCGGGCCTACACG 51.8
60 CHO03b06 110 GCATCCTTGAATGAGGTTCACT 53 | CCAATCACCAAATCAATGTCAC 51.1
61 CHO03e03 111 GCACATTCTGCCTTATCTTGG 52.4 | AAAACCCACAAATAGCGCC 48.9
62 CHO03c02 112 TCACTATTTACGGGATCAAGCA 51.1 | GTGCAGAGTCTTTGACAAGGC 54.4
63 CHO03g06 113 ATCCCACAGCTTCTGTTTTTG 50.5 | TCACAGAGAATCACAAGGTGGA 53
64 CHO03a02 114 TTGTGGACGTTCTGTGTTGG 51.8 | CAAGTTCAACAGCTCAAGATGA 51.1
65 CHO03d11 115 ACCCCACAGAAACCTTCTCC 53.8 | CAACTGCAAGAATCGCAGAG 51.8
66 CHO03d12 116 GCCCAGAAGCAATAAGTAAACC 53 | ATTGCTCCATGCATAAAGGG 49.7
67 CHO04g04 117 AGTGGCTGATGAGGATGAGG 53.8 | GCTAGTTGCACCAAGTTCACA 52.4
68 CHO04g09 118 TTGTCGCACAAGCCAGTTTA 49.7 | GAAGACTCATGGGTGCCATT 51.8
69 CHO04g07 119 CCCTAACCTCAATCCCCAAT 51.8 | ATGAGGCAGGTGAAGAAGGA 51.8
70 CHO04e03 120 TTGAAGATGTTTGGCTGTGC 49.7 | TGCATGTCTGTCTCCTCCAT 51.8
71 CHO04c06 121 GCTGCTGCTGCTTCTAGGTT 53.8 | GCTTGGAAAAGGTCACTTGC 51.8
72 CHO04f06 122 GGCTCAGAGTACTTGCAGAGG 56.3 | ATCCTTAAGCGCTCTCCACA 51.8
73 CHO04al2 123 CAGCCTGCAACTGCACTTAT 51.8 | ATCCATGGTCCCATAAACCA 49.7
74 CHO04h02 124 GGAAGCTGCATGATGAGACC 53.8 | CTCAAGGATTTCATGCCCAC 51.8
75 CHO04c06 125 GCTGCTGCTGCTTCTAGGTT 53.8 | GCTTGGAAAAGGTCACTTGC 51.8
76 CHO04d02 126 CGTACGCTGCTTCTTTTGCT 51.8 | CTATCCACCACCCGTCAACT 53.8
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Praimera Praimera

Nr.p.k | nosaukums kods F FTm | R RTm
77 CHO04e02 127 GGCGATGACTACCAGGAAAA 51.8 | ATGTAGCCAAGCCAGCGTAT 51.8
78 CHO04f10 128 GTAATGGAAATACAGTTTCACAA 48.1 | TTAAATGCTTGGTGTGTTTTGC 49.2
79 CHO05h05 129 ACATGTCACTCCTACGCGG 53.2 | GTGCAGTGATTAGCATTGCTGT 53
80 CHO05g03 130 GCTTTGAATGGATACAGGAACC 53 | CCTGTCTCATGGCATTGTTG 51.8
81 CHO05c06 131 ATTGGAACTCTCCGTATTGTGC 53 | ATCAACAGTAGTGGTAGCCGGT 54.8
82 CHO05d03 132 TACCTGAAAGAGGAAGCCCT 51.8 | TCATTCCTTCTCACATCCACT 50.5
83 CHO05a02 133 GTTGCAAGAGTTGCATGTTAGC 53 | TTTTGACCCCATAAAACCCAC 50.5
84 CHO05f04 134 GATGATGGTGCTCTCGGTTATT 53 | TTATGTTGGGTAATGTCTTCCG 51.5
85 CHO05e06 135 ACACGCACAGAGACAGAGACAT 54.8 | GTTGAATAGCATCCCAAATGGT 51.5
86 CHO05d08 136 TCATGGATGGGAAAAAGAGG 49.7 | TGATTGCCACATGTCAGTGTT 50.5
87 CH05d02 137 AAACTCCCTCACCTCACATCAC 54.8 | AATAGTCCAATGGTGTGGATGG 53
88 CHO05f06 138 TTAGATCCGGTCACTCTCCACT 54.8 | TGGAGGAAGACGAAGAAGAAAG 53
89 CHO05a04 139 GAAGCGAATTTTGCACGAAT 47.7 | GCTTTTGTTTCATTGAATCCCC 51.5
90 CHO05a03 140 CGGCTGAGCATGGTTACTTC 53.8 | TGATCGTTGTGAAAGCTCCA 49.7
91 CHO05¢g01 141 TTTCATTCAACTTCACCTCTC 48.5 | CTCCTTTCCGATTCTTCTATTTCA 52.3
92 CHO05g11 142 GCAAACCAACCTCTGGTGAT 51.8 | AAACTGTTCCAACGACGCTA 49.7
93 CHO05g07 143 CCCAAGCAATATAGTGAATCTCAA 52.3 | TTCATCTCCTGCTGCAAATAAC 51.1
95 CHO05a05 145 TGTATCAGTGGTTTGCATGAAC 51.1 | GCAACTCCCAACTCTTCTTTCT 53
96 CHO05c07 146 TGATGCATTAGGGCTTGTACTT 51.1 | GGGATGCATTGCTAAATAGGAT 51.1
97 CHO05d04 147 ACTTGTGAGCCGTGAGAGGT 53.8 | TCCGAAGGTATGCTTCGATT 49.7
98 CHO05d11 148 CACAACCTGATATCCGGGAC 53.8 | GAGAAGGTCGTACATTCCTCAA 53
99 CH01B12 4 CGCATGCTGACATGTTGAAT 49.7 | CGGTGAGCCCTCTATGTGA 53.2
100 CH01D08 5 CTCCGCCGCTATAACACTTC 53.8 | TACTCTGGAGGGTATGTCAAAG 53
101 CHO1E12 6 AAACTGAAGCCATGAGGGC 51.1 | TTCCAATTCACATGAGGCTG 49.7
102 CHO1F02 7 ACCACATTAGAGCAGTTGAGG 52.4 | CTGGTTTGTTTTCCTCCAGC 51.8
103 CHO1F03 8 GAGAAGCAAATGCAAAACCC 49.7 | CTCCCCGGCTCCTATTCTAC 55.9
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Praimera Praimera

Nr.p.k | nosaukums kods F FTm | R RTm

104 CHO01H10 9 TGCAAAGATAGGTAGATATATGCGA 52.8 | AGGAGGGATTGTTTGTGCAC 51.8
105 CH02A08 10 GAGGAGCTGAAGCAGCAGAG 55.9 | ATGCCAACAAAAGCATAGCC 49.7
106 CH02B12 11 GGCAGGCTTTACGATTATGC 52 | CCCACTAAAAGTTCACAGGC 50
107 CH02C09 12 TTATGTACCAACTTTGCTAACCTC 52.3 | AGAAGCAGCAGAGGATG 47.1
108 CH02C11 13 TGAAGGCAATCACTCTGTGC 51.8 | TTCCGAGAATCCTCTTCGAC 51.8
109 CH02D08 14 TCCAAAATGGCGTACCTCTC 51.8 | GCAGACACTCACTCACTATCTCTC 57.4
110 CH02D11 15 AGCGTCCAGAGCAACAGC 55 | AACAAAAGCAGATCCGTTGC 52
111 CH02D12 16 AACCAGATTTGCTTGCCATC 49.7 | GCTGGTGGTAAACGTGGTG 53.2
112 CHO02F06 17 CCCTCTTCAGACCTGCATATG 54.4 | ACTGTTTCCAAGCGATCAGG 51.8
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Amplifikacijas apstaklu adaptacijas un eksperimentu rezultata izstradata optimala PCR
metodika markieru pielietoSanai krimcidonijas:

Reagenta nosaukums: Thermo Scientific™ DreamTaq Green PCR
Master Mix (2X) (#K1081)

Reakcijas tilpums: 25 pL

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 12.5

Forward primer 0.5

Reverse primer 0.5

Template DNA 1

Water, nuclease-free 10.5

lIegitie amplifikacijas produkti identificéti un analiz&ti, izmantojot genétisko analizatoru
Applied Biosystems ABI PRISM 3100-Avant un GeneMapper® Software v4.0 (Applied
Biosystems) genotip&Sanai.

Statistiska analize

legtitie amplifikacijas fragmentu dati apkopoti, izmantojot MS Excel programmu, talakai datu
analizei piclietota GenAlEx v6.5 genétisko datu analizes programma (Peakall, Smouse, 2006).

Rezultati

Metodikas izstrade genétiskajai analizei

No 112 potencialajiem Malus un Pyrus izstradatajiem molekularajiem markieriem, péc PCR
metodikas precizé$anas un pilnveidoSanas 40 uzradija sekmigu un stabilu amplifikaciju
Chaenomeles paraugos (CH01a09, CH01d03, CH01d09, CHO1F02, CHO01F03, CHO1f03b,
CHO01f09, CHO01f12, CHO01g05, CHO01h02, CH02a03, CHO02bl1l1l, CHO02c02b, CH02D12,
CH02g01, CHO03a09, CHO03b06, CHO03b10, CH03d01, CHO03d02, CH03d10, CHO03g06,
CH03g07, CH03g12, CH04d02, CH04e02, CHO04f06, CH04g07, CH05a02_a, CH05a02_b,
CHO05c06, CH05d03, CHO05d04, CH05e03, CHO05g01, CHO05g03, CHO05g07, CHO05g11,
CHO5h05 un CH-Vf1) (piem&rus skat. 1.4.1. attéla).

Markieris 1 Markieris 2 Markieris 3

£CC(
il

i
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1.4.1. att€ls Molekularo markieru adaptacija dazadu Chaenomeles sugu

paraugiem.

Veicot sakotn€jo markieru datu analizi, no talakas pielietoSanas izslégti vél 15 markieri, jo
tie:
- bija monomorfi testétaja augu materiala (CHO1f09, CH02d12, CH03a09),
- amplificgja vairak neka vienu lokusu (CHO1£12, CH03g07),
- bija monomorfi vai nenodros§inaja amplifikaciju vismaz divam no trim paraugu (sugu)
grupam (CHO01d03, CHO2b11, CH03d02, CHO1f03, CH04d02, CH04e02, CH05g03,
CHO05a02_a, CH05a02_b, CH05d04).

Rezultata atlasita 25 SSR molekularo markieru grupa, kas Chaenomeles augos nodrosinaja
stabilu un atkartojamu amplifikaciju visas sugu grupas, bija polimorfi, reprezentgja vienu
genoma lokusu (CHO01a09, CH01d03, CH01d09, CHO1F02, CH01f03b, CH01g05, CH01h02,
CHO02a03, CHO02c02b, CH02g01, CHO3b06, CHO03b10, CH03d01, CHO03d10, CH03g06,
CHO04f06, CH04g07, CHO05a02_a, CH05c06, CH05d03, CH05e03, CH05g07, CHO05g11,
CHO5h05, CH-Vf1) (1.4.3. tabula).
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1.4.3. tabula. Molekularo markieru kopa pielietojumam kriimcidoniju selekcijas
materiala genotipéeSanai

Fragmentu
garums, Saistibas

Markieris Organisms bp Kartéts grupa Reference

CHO01a09 | Malus x domestica | 198-384 Malus, Pyrus 14 | Liebhard et al. 2002
CHO01d03 | Malus x domestica | 136-160 Malus, Pyrus 4,12 | Liebhard et al. 2002
CHO01d09 | Malus x domestica | 134-172 Malus, Pyrus 12 | Liebhard et al. 2002
CHO1F02 | Malus x domestica | 174-206 Malus, Pyrus 12 | Liebhard et al. 2002
CHO01f03b | Malus x domestica | 139-183 Malus, Pyrus 9 | Liebhard et al. 2002
CHO01g05 | Malus x domestica | 140-188 Malus, Pyrus 14 | Liebhard et al. 2002
CHO01h02 | Malus x domestica | 236-256 Malus, Pyrus 9 | Liebhard et al. 2002
CHO02a03 | Malus x domestica | 144-170 Malus, Pyrus 16 | Liebhard et al. 2002
CHO02c02b | Malus x domestica | 78-126 Malus, Pyrus 4 | Liebhard et al. 2002
CHO02g01 | Malus x domestica | 198-238 Malus, Pyrus 13 | Liebhard et al. 2002
CHO03b06 | Malus x domestica | 111-131 Malus, Pyrus 15 | Liebhard et al. 2002
CHO3b10 | Malus x domestica | 99-121 Malus 15 | Liebhard et al. 2002
CHO03d01 | Malus x domestica | 95-115 Malus 2 | Liebhard et al. 2002
CHO03d10 | Malus x domestica | 166-182 Malus, Pyrus 2 | Liebhard et al. 2002
CHO03g06 | Malus x domestica | 139-171 Malus, Pyrus 14 | Liebhard et al. 2002
CHO04f06 | Malus x domestica | 159-179 Malus, Pyrus 14 | Liebhard et al. 2002
CHO04g07 | Malus x domestica | 149-211 Malus, Pyrus 11 | Liebhard et al. 2002
CHO05a02 | Malus x domestica | 111-135 Malus, Pyrus 8, 15 | Liebhard et al. 2002
CHO05c06 | Malus x domestica | 104-126 Malus, Pyrus 13, 16 | Liebhard et al. 2002
CHO05d03 | Malus x domestica | 152-187 Malus, Pyrus 14 | Liebhard et al. 2002
CHO05e03 | Malus x domestica | 158-190 Malus 2 | Liebhard et al. 2002
CHO05g07 | Malus x domestica | 149-197 Malus, Pyrus 12, 14 | Liebhard et al. 2002
CHO05g11 | Malus x domestica | 201-255 Malus, Pyrus 14 | Liebhard et al. 2002
CHO5h05 | Malus x domestica | 168-184 Malus, Pyrus 13, 16 | Liebhard et al. 2002
CH-Vfl Malus x domestica | 129-173 Malus, Pyrus 1 | Vinatzer et al. 2004

Analiz€to SSR markieru piemérotibas parbaude krimcidoniju paraugu genétiskas

daudzveidibas analiz€ veikta, izmantojot genotipéSanas datu Principialo koordinatu analizi.
Analize uzradija genétiski atSkiriga materiala (radits dazadas selekcijas aktivitatés, dazada
materiala izcelsme) grup@sanos, noradot uz atlasito markieru izskirtsp&ju. Atlasita markieru
kopa ir pietiekoSa, lai nodroSinatu kriimcidoniju selekcijas materiala analizi. Markieru atlasé
nemts véra hibrida materiala Saurais genétiskais pamats (hibridu populacijas iegitas, krustojot
divus vecakaugus vai veicot paSapputi). Tapec kopa ieklauts pietiekami liels markieru skaits,
kas nodroSinatu iesp&ami vienmerigu genoma parklajumu.

Izvéleta markieru kopa parbaudita 71 Chaenomeles parauga, kas ieklauj dazadu sugu
parstavjus (53 C. japonica, 8 C. x superba, C. speciosa, C. x californica un 10 C. cathayensis).
Atlasita markieru kopa nodro$inaja visu genotipu izskir$anu, augstu polimorfismu. ST pé&tijuma
rezultata identificétas 4 lidz 16 al€les (vid€ji 9,72) un noveérota heterozigotate bija no 0,493 lidz
0,972 (vidgji 0,558, 1.4.4. tabula). Sie rezultati apstiprina izvéléto markieru kopu piemérotibu
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Chaenomeles augu materiala genétiskai izpétei.

1.4.4. tabula. Molekularo markieru raksturojums, adaptgjot pielietojumam
kriimcidoniju selekcijas materialu genotipésanai

Markieris Na Ne | Ho He uHe F

CH01a09 9.000 3.999 1.715 0.493 0.750 0.755 0.343
CH01d03 7.000 1.616 0.775 0.127 0.381 0.384 0.668
CH03d01 7.000 3.594 1.501 0.535 0.722 0.727 0.258
CH05e03 13.000 6.170 2.038 0.662 0.838 0.844 0.210
CH-Vfl 16.000 7.303 2.259 0.714 0.863 0.869 0.172
CH01d09 12.000 3.684 1.728 0.565 0.729 0.734 0.224
CHO03d10 7.000 2.921 1.412 0.577 0.658 0.662 0.122
CHO01f03b 11.000 4.303 1.695 0.676 0.768 0.773 0.119
CHO04106 11.000 3.920 1.716 0.620 0.745 0.750 0.168
CHO1F02 11.000 4.726 1.837 0.544 0.788 0.794 0.310
CH01h02 6.000 3.253 1.364 0.174 0.693 0.698 0.749
CHO01g05 11.000 6.174 2.024 0.775 0.838 0.844 0.076
CH02c02b 11.000 4.026 1.672 0.563 0.752 0.757 0.250
CHO02g01 10.000 3.983 1.634 0.603 0.749 0.754 0.195
CH02a03 4.000 2.142 0.922 0.493 0.533 0.537 0.075
CHO03b10 6.000 1.892 1.011 0.479 0.471 0.475| -0.016
CHO03b06 12.000 5.189 1.890 0.704 0.807 0.813 0.128
CH03g06 13.000 5.656 2.042 0.353 0.823 0.829 0.571
CHO04g07 10.000 4.771 1.802 0.231 0.790 0.797 0.708
CHO05h05 6.000 3.345 1.461 0.646 0.701 0.706 0.078
CHO05c06 11.000 6.387 2.010 0.588 0.843 0.850 0.303
CH05d03 7.000 3.304 1.395 0.426 0.697 0.703 0.388
CHO05a02_a 5.000 3.915 1.450 0.714 0.745 0.750 0.041
CHO05g11 11.000 2.774 1.310 0.972 0.640 0.644 | -0.520
CHO05g07 16.000 7.248 2.216 0.727 0.862 0.869 0.156
Videji: 9.720 4.252 1.635 0.558 0.727 0.733 0.231

Na — alelu skaits, Ne — efektivo alelu skaits, I — Shannon informacijas indekss, Ho — novérota
heterozigotate, He — sagaidama heterozigotate, uHe — objektiva sagaidama heterozigotate, F —
Fixation indekss

Kriimcidoniju Skirnu genétiskas viendabibas un genétiskas stabilitates veértéjums

Izstradata SSR markieru metodika pielietota genétisko analizu veik$anai, lai noskaidrotu DI
kolekcija esos$a selekcijas materiala genétisko daudzveidibu (nozimigs parametrs talakai
selekcijai), esoSo genotipu radniecibu (nozimigs raksturojums talakai selekcijai, potencialo
vecakaugu atlasei), ka arT jaunizveidoto skirnu genétisko viendabibu. Markieru amplifikacijas
datu kopa vienas sugas (C. japonica) paraugos noradija uz augstu genétisko daudzveidibu,
markieru izSkirtsp&ju (1.4.5. tabula). Testétaja augu materiala konstatétas 2 lidz 10 al€les
(vidgji 6,52) un heterozigotati no 0,019 Iidz 1,000 (vidgji 0,623). Selekcijas materiala veértésana
veikta, izmantojot genotip€Sanas datu Principialo koordinatu analizi (1.4.3. att€ls). Analize
uzradija genétiski atSkiriga materiala (radits dazadas selekcijas aktivitat€s, dazada materiala
izcelsme) grupéSanos, noradot uz atlasito markieru izskirtsp&ju. Analizes rezultata iespg&jams
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identific€t divas genotipu grupas, kas parstav dazadas kriimcidoniju selekcijas programmas.

1.4.5. tabula. Molekularo markieru raksturojums Chaenomeles japonica selekcijas
materiala genotipesanai

Markieris | Na Ne | Ho He uHe F

CH01a09 7000 | 2947 | 1434| 0529| 0.661]| 0.667| 0.199
CH01d03 2000 1019| 0.053| 0.019| 0.019| 0.019| -0.010
CH03d01 7000 | 2460| 1.212| 0566| 0.593]| 0.599| 0.046
CH05e03 9.000 | 4.487| 1.699| 0.755| 0.777] 0.785| 0.029
CH-Vfl 9.000| 5.068| 1.841| 0.788| 0.803| 0.810| 0.018
CH01d09 10.000 | 2.350| 1.333| 0.647| 0574 0.580| -0.127
CHO03d10 7.000| 3590 | 1523| 0.679| 0.721]| 0.728| 0.058
CHO01f03b 7000 | 3.225| 1345| 0.811| 0.690| 0.696| -0.176
CHO04106 7000 | 2426| 1.157| 0.679| 0.588| 0.593| -0.156
CHO1F02 10.000 | 3.800| 1.662| 0.647| 0.737| 0.744| 0.122
CHO01h02 5.000| 4.083| 1461| 0.176| 0.755]| 0.763| 0.766
CHO01g05 10.000 | 5686 | 1970| 0906 | 0.824| 0.832| -0.099
CH02c02b 5000 2.628| 1.130| 0.604| 0.619]| 0.625| 0.025
CHO02g01 6.000 | 2.847| 1.300| 0.680| 0.649| 0.655| -0.048
CH02a03 4000 2370| 0991| 0.604| 0.578| 0.584| -0.044
CHO03b10 5000| 1878| 0938| 0453| 0.468| 0.472| 0.032
CHO03b06 9.000 | 4.484| 1714| 0.830| 0.777] 0.784| -0.068
CH03g06 8.000| 3.658| 1570| 0.360| 0.727]| 0.734| 0.505
CHO04g07 9.000 | 3452 | 1521| 0.298| 0.710| 0.718| 0.581
CHO05h05 5000 2.808| 1.275| 0.813| 0.644| 0.651| -0.262
CHO05c06 7000 | 4.163| 1533| 0.780| 0.760| 0.767| -0.027
CH05d03 2000 1962| 0.683| 0.460| 0.490| 0.495| 0.062
CHO5a02_a | 3.000| 2985| 1.096| 0.615| 0.665| 0.671| 0.075
CHO05¢11 2000 2.000| 0.693| 1.000| 0.500| 0.505]| -1.000
CHO05g07 8.000| 5.683| 1.866| 0.878| 0.824| 0.833| -0.065
Videji: 6.520 | 3.282| 1320 0.623| 0.646| 0.652| 0.017

Daudzveidibas analize lava skaidrot $kirnu klonu esamibu un to savstarpgjo genétisko lidzibu
(pieméram, ‘Darius’, ‘Rasa’un ‘Rondo’). Analize norada uz Skirpu pavairoSanas procesa
ieglitajam izmainam un nepiecieSamibu peéc regularas genetiskas validacijas veikSanas
kriimcidoniju Skirnu pavairoSanas procesa. Analize tapat lauj identific€t nezinamas izcelsmes
augu materialu: saskana ar analizi genotips ‘R. Indrana 3’ ir $kirne ‘Darius’ vai §1s Skirnu brivas
apputes séklaudzis. Izveidota SSR molekularo markieru kopa var tikt izmantota Chaenomeles
selekcijas materiala atlasé, noteiktas pazimes nesoSu genotipu grupu genétisko uzbivi,
jaunizveidoto Skirpu identifikaciju, pavairojama augu materiala identitates verifikacijai.
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Principal Coordinates (PCoA)

Rondo (veca)
4~ Rondo (spraudeni) B Rasa (veci) B Rasa (tipiska)
(o)}
| n
S Rasa (merist.)
.\
4 Rondo (merist.) Rasa (spraudeni)
Z—Darius (spraudeni)
o Darius (merist.
M Darius (veca)
Coord. 1
1.4.3. attéls. Kramcidoniju (Chaenomeles japonica) selekcijas materiala
genétiskas radniecibas analize, pielietojot 25 adaptétos SSR markierus.
Secinajumi

Pétfjuma izveidota 25 SSR molekularo markieru kopa un tas pielietoSanas metodika
Chaenomeles gints augu genétiskajai izpétei, Skirnu identifikacijai, raksturoSanai un
viendabibas novertesanai.

legtita Latvijas kriimcidoniju Skirpu un selekcijas materiala SSR molekularo markieru
datu kopa.

Molekularo markieru metode ir piemérota pieeja kriimcidoniju Skirpu un selekcijas
materiala identifikacijai, ta unikalitates parbaudei, nezinamas izcelsmes genotipu
atpaziSanai.

Jauno kultiraugu ka kriimcidonijas Skirnu pavairoSana ripigi jakontrole, vélams,
izmantojot molekularo markieru metodes. Tas lautu izvairities no vienas Skirnes
genétiski atskirigu klonu talakas pavairo$anas un izplatisanas, ka ari $kirnes unikalitates
zaudeésanas.
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R1.5 Datu kopa par Chaenomeles sugu savstarpéjas radniecibas vértéjumu

levads

Chaenomeles gints pieder Rosaceae dzimtas Maloideae apaksdzimtai ar piecam sugam —
Chaenomeles japonica (Thunb.) Lindl., C. cathayensis (Hemsl.) Schneider, C. speciosa Nakai,
C. thibetica YU un C. sinensis (Thouin) Koehquince (Sun et al., 2020). Visas piecas
Chaenomeles sugas ir viet§jas Centralaja un Austrumazija; tomér tas audz€ ari Ziemeleiropa
(Rumpunen et al., 1998; Bartish et al., 2000; Kaufmane, Ruisa, 2020). Parsvara auglu iegtiSanai
izmanto Chaenomeles japonica augu materialu, So sugu parstav ari visas Latvija izveidotas
Skirnes. AtsevisSkos krustojumos kopigaja Latvijas-Lietuvas-Zviedrijas selekcijas programma
pielietotas arf citas gints sugas, piem&ram C. cathayensis, tapéc nakotnes selekcijas aktivitateém
ir svarigi izprast iegiita selekcijas materiala sugu sastavu. Tas lautu prognozet hibrida materiala
pasibas un izvéleties vélamakos. Bez pielietojuma selekcija, citu Chaenomeles sugu parstaviji
varétu biit potenciali kulturaugi specifiskiem produktiem. Tapéc ir nepiecieSamiba ieviest
metodes un iegiit datu kopas, kas raksturo sugas, lauj tas atSkirt, novertét starpsugu
krustojumus.

Materiali un metodes

Augu materials

Chaenomeles gints plasakai parstavniecibai un potenciala selekcijas materiala izvertéSanai
veikta sugu pieejamibas novértéSana Latvija. Vieniga pieejama atradne bija Nacionala
botaniska darza (NBD) kolekcija Salaspili, kura bija C. speciosa, C. x superba un C. x
californica paraugi. Sadarbiba ar NBD kolégiem ievakti 8 citu Chaenomeles sugu lapu paraugi
(1.5.1. tabula).

1.5.1. Tabula. Krimcidoniju sugu materials molekularo markieru adaptacijai un

genotipeSanai
NIr. Parauga nosaukums DNS Koncentracijas | Tiriba
p.k. numurs
1 Chaenomeles x superba cd 118 18.3 1.95
2 Chaenomeles speciosa ‘Brilliant’ cd 119 49.4 1.63
3 Chaenomeles ‘Scarlet’ cd 120 19.4 1.86
4 Chaenomeles x superba ‘Pink Trail (Interpa)’ | cd 121 324 1.61
5 Chaenomeles x californica cd 122 62.7 1.74
6 Chaenomeles x superba ‘Vermillion’ cd 123 42.8 1.57
7 Chaenomeles x superba ‘Crimson and Gold’ cd 124 26.4 1.40
8 Chaenomeles x superba ‘Stanford Red’ cd 125 30 1.44

Viena no Chaeneomeles sugam ar potencialu selekcija un jaunu produktu izstradé ir C.
cathayensis. Sis sugas paraugi Latvija nebija pieejami, tapéc, izmantojot botanisko darzu seklu
apmainas programmu, iegutas §1s sugas augu s€klas no Strasbiiras Universitates botaniska
darza Francija, izdiedz&tas un iegiti seklaudzi genétiskajam analizém (1.5.1. attéls). Rezultata
iegiiti 10 §Ts sugas augi, kas talakaja analizg ieklauti ka atseviski genotipi. C. cathayensis augus
bija planots ieklaut DI genétisko resursu kolekcija talako pétijumu veiksanai, diemzel Latvijas
klimatiskie apstakli nebija tiem pieméroti un iegiitie augi arpus siltumnicas apstakliem gaja
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boja pirmaja ziema péc izvietoSanas uz lauka. Chaenomeles sugu genétiskajai salidzinasanai
par Chaenomeles japonica sugas parstavjiem pielietots sadala R1.4 augu materials (1.4.1.
tabula).

1.5.1. attels No seklam ieguitais Chaenomeles cathayensis pétnieciskais materials.

Nukleinskabju izdaliSana

Ievaktajiem paraugiem veikta DNS izdaliSana, sasmalcinot $kidraja slapekli un izmantojot
Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit (#K0512) reagentu komplektu, veikta
izdalitas DNS koncentracijas un kvalitates parbaude, izmantojot NanoDrop ND-1000 iekartu
(mérfjumu rezultati pieejami 1.5.1. tabula).

Chaenomeles sugu genotipésana

Chaenomeles sugu paraugu genotipéSana veikta saskana ir R1.4. sadala izstradato PCR
metodiku un pielietojot 1.4.3. tabula noraditos SSR markierus. Iegitie amplifikacijas produkti
identificéti un analiz&ti, izmantojot genétisko analizatoru Applied Biosystems ABI PRISM
3100-Avant un GeneMapper® Software v4.0 (Applied Biosystems) genotip&sanai.

Statistiska analize

legtitie amplifikacijas fragmentu dati apkopoti, izmantojot MS Excel programmu, talakai datu
analizei piclietota GenAlEx v6.5 genétisko datu analizes programma (Peakall, Smouse, 2006).
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Rezultati
Chaenomeles sugu savstarpgjas radniecibas vértéjums

Perspektiva selekcijas materiala atlasei un izveidei svarigi ir genctiskas izpétes riki dazadu
Chaenomeles gints sugu izSkirSanai augu materiala ar talaku mérki noveértét dazadu sugu
genomu klatbitni selekcijas materiala. Sobrid §adi riki Chaenomeles gintij nav pieejami,
lidz8ingjie petijumi lavusi atSkirt sugu paraugus, bet pielietotie markieri raksturojas ar zemu
atkartojamibu, kas samazina to efektivitati. Saja pétijuma atlasita markieru kopa un
amplifikacijas datu kopa noverteta ari Saja konteksta, uzradot augstu polimorfismu tadu
Chaenomeles sugu grupa ka C. x superba, C. speciosa un C. x californica: identificéto alélu
skaits no 2 Iidz 10 (vidgji 5,28), ka ar1 noveroto heterozigotati no 0,125 Iidz 1,000 (vidgji 0,704,
1.5.2. tabula). Analizgjot Sos rezultatus, janem véra, ka So grupu parstav tikai 8 genotipi.
Savukart 10 C. cathayensis paraugu grupa identificétas tikai viena vai divas al€les, un
heterozigotates limenis bija zems (vidgji 0,112). Sada zema genétiska daudzveidiba
skaidrojama ar augu materiala izcelsmi — s€klas ieglitas no viena auga, iesp&jams, pat no viena
augla.

1.5.2. Tabula. Molekularo markieru raksturojums Chaenomeles sugu materiala

genotipeSanai

Markieris  [Na  |[Ne [ [Ho |He JuHe |[F
Chaenomeles sp.

CHO01a09 5.000| 4.000| 1.474| 0.875| 0.750| 0.800| -0.167
CHO01d03 6.000 5.120 1.700 1.000 0.805 0.858 | -0.243
CHO03d01 4.000 2.723 1.143 1.000 0.633 0.675| -0.580
CHO05e03 9.000 6.737 2.047 0.875 0.852 0.908 | -0.028
CH-Vfl 10.000 8.533 2.220 0.625 0.883 0.942 0.292
CHO01d09 5.000 3.879 1.461 0.750 0.742 0.792 | -0.011
CHO03d10 3.000 2.415 0.984 0.625 0.586 0.625| -0.067
CHO01f03b 6.000 3.282 1.473 0.625 0.695 0.742 0.101
CHO04f06 7.000| 5.333| 1.787| 1.000| 0.813| 0.867| -0.231
CHO1F02 4.000 3.161 1.240 0.571 0.684 0.736 0.164
CHO01h02 3.000 1.471 0.602 0.375 0.320 0.342 | -0.171
CHO01g05 5,000 3.200| 1.332| 0.875| 0.688| 0.733| -0.273
CHO02c02b 8.000| 6.095| 1.927| 1.000| 0.836| 0.892| -0.196
CH029g01 7.000 2.844 1.450 0.875 0.648 0.692 | -0.349
CH02a03 3.000 2.327 0.947 0.375 0.570 0.608 0.342
CHO03b10 2.000 1.882 0.662 0.750 0.469 0.500 | -0.600
CHO03b06 5.000 2.667 1.244 0.750 0.625 0.667 | -0.200
CHO03g06 6.000 4.267 1.576 0.750 0.766 0.817 0.020
CHO04907 3.000 2.246 0.882 0.125 0.555 0.592 0.775
CHO05h05 3.000| 1556| 0.656| 0.429| 0.357| 0.385| -0.200
CHO05c06 3.000 2.723 1.043 0.125 0.633 0.675 0.802
CHO05d03 4.000 2.560 1.125 0.750 0.609 0.650 | -0.231
CHO05a02_a 3.000 2.246 0.882 1.000 0.555 0.592 | -0.803
CHO05g11 10.000 8.000 2.187 0.750 0.875 0.933 0.143
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Markieris Na Ne I Ho He uHe F
CHO05g07 8000| 5.765| 1909| 0.714| 0.827| 0.890| 0.136
Vidgji 5280| 3.801| 1358| 0.704| 0.671| 0.716| -0.063
C. cathayensis

CHO01a09 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO01d03 1.000| 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO03d01 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO05e03 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CH-Vfl 2000| 1.471| 0500| 0.400| 0.320| 0.337| -0.250
CHO01d09 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO03d10 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO01f03b 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO04f06 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO1F02 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO01h02 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO01g05 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO02c02b 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO02g01 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO02a03 1.000| 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO03b10 2000| 1.471| 0500| 0.400| 0.320| 0.337| -0.250
CHO03b06 1.000| 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO03g06 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO04g07 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO05h05 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO05c06 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO05d03 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
CHO05a02_a 2.000| 2.000( 0.693| 1.000| 0.500| 0.526| -1.000
CHO05g11 2000| 2.000| 0.693| 1.000| 0.500| 0.526| -1.000
CHO05g07 1.000 | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000 —
Vidgji: 1.160 | 1.118| 0.095| 0.112| 0.066| 0.069| -0.625

Neatkarigi no konstatétas iekS$sugas genétiskas daudzveidibas pielietoto markieru kopa lava
atSkirt $t1s sistematiskas grupas, ko apstiprina molekularas daudzveidibas analize (AMOVA)
(1.5.2. attels) — starpsugu atSkiribas bija 38%, kas ir pietiekosi lielas, lai nodroSinatu So sugu
grupu atskirSanu, pielietojot atlasito molekularo markieru kopu.

Percentages of Molecular Variance

Wiﬂ;gy{)ndiv Amane pos Avots df SS MS Est. Var. %
Starp sugam 2 278598 139.299 4509 38%
Starp individiem 68 542564  7.979 0.570 5%
Individu iek3&ja 71 485500  6.838 6.838 57%
Kopéja 141 1306.662 11.917 100%

Among Indiv
5%

1.5.2. attéls Chaenomeles sugu grupu molekularas daudzveidibas analize.
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Izveletas markieru kopas izSkirtsp&ju pierada ar1 principialo komponensu analize (1.5.3. attls),
skaidri nodalot dazadas Chaenomeles sugas.

Principal Coordinates (PCoA)

*
*
** Ch. speciosa
@ '
. ,, Scaggl' superba
* ‘0‘0 'Crimson and Gold'
* Di
~ Py's Ch. x superba 'Pink . .
E. * ’“ . . (a0 . + C.japonica
o LN, X SUperbda -
8 s, o Ch.xcali ornickﬁ.-gﬁqu‘q Red' Chaenomeles sp.
‘% * N Chx sBpidiiat C.cathayensis
- "Vermillion'
L S
*
@

Coord. 1

1.5.3. attéls Krimcidoniju sugu materiala genétiskas radniecibas analize,
pielietojot 25 adaptetos SSR markierus.

Markieru amplificéto fragmentu datu kopa nodrosinaja tris Chaenomeles sugu nodaliSanu (¢ -
C. japonica paraugi, = — Chaenomeles sugu paraugi: C. x superba, C. speciosa un C. x
californica, A — C. cathayensis paraugi). So sadalfjumu apstiprina ari zinama Chaenomeles
sugu sistematiska lidziba: C. japonica, C. speciosa un C. cathayensis ir gints pamatsugas,
savukart C. x superba (hibrids C. speciosa x C. japonica) un C. x californica (tris sugu hibrids
C. x superba x C. cathayensis). Sis sistematiskas likumsakaribas tika paraditas arf ar atlasito
SSR markieru analizi.

Petfjuma rezultati apkopoti un ieklauti starptautiskas zinatniskas publikacijas manuskripta,
rezultati demonstréti konferencé ‘““Starptautiskais laikmetigas darzkopibas simpozijs’ 2023,
2023. gada 26. janvari, kas norisinajas Bulduros. Zinojuma té€ma “Development of tools for
Chaenomeles germplasm genetic evaluation”, autori G. Lacis, K. Karklina un E. Kaufmane.
P&tfjuma rezultati integréti DI kriimcidoniju selekcijas programma un tiek pielietoti jaunu
Skirnu izveide: vecakaugu atlasg, hibrida materiala test€Sana.

Secinajumi
- Pétijuma izveidota 25 SSR molekularo markieru kopa un tas pielietoSanas metodika
Chaenomeles gints sugu genétiskajai izpétei un raksturosanai.
- legiita krimcidoniju sugu un starpsugu krustojumu SSR molekularo markieru datu
kopa.

- Izstradata molekularo markieru metode ir piemérota dazadu Chaenomeles sugu
atSkirSanai, pielietojama sistematikas un augu klasifikacijas petijumos.
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R 1.6. Iegiita kallu in vitro pavairo$anas sakumposmu tehnologisko komponensu
efektivitates datu kopa

levads

Kallas ir dekorativi kallu dzimtas telpaugi, kas Latvija pazistami kops 19. gs. 20. gadiem, bet
plasak audzeti no 20. gs. sakuma. Lai gan Latvija aug ari kallu savvalas radinieks — purva
cikausis (Calla palustris), grieztajiem ziediem parasti audzé kultiraugu dizkallas
(Zantedeschia sp.). Pasaule ir zinamas septinas dizkallu sugas. Savvala sastopamas tikai
Afrikas dienvidu un austrumu dala, kur tas aug strautu malas un paliengs. Kallas parasti audze
majas uz palodzes, siltumnicas un plasi izmanto gan kazu, gan béru floristika. Aptuveni 2012.-
2013. gada vietgja populacija augiem paradijas bojajumi un izkroplota augsana, ka rezultata
augi zaudéja dekorativas paSibas. Laiks sakrita ar jaunu Zantedeschia skirnu atveSanu uz
Latviju no stadaudzetavam Niderland€ un Vacija, kas varétu liecinat par virusu ieveSanu kopa
ar jauno augu materialu. Fitopatologijas pétijumos kallam (Zantedeschia sp.) ir aprakstiti
vismaz 16 kallu virusi.

Pavairojot kallas ar augu audu kultiru metodém, biitu iesp&ams saglabat Latvija esoSo
genotipu, ka arTt méginat to atveselot — pavairojot ar meristémam, varétu cerét, ka augi ir brivi
no virusiem. Kallas var pavairot ar augu audu kultiiru metodém, par eksplantiem izmantojot
saknenu stkpumpura apikalo meristému ar pirmajiem lapu aizmetniem (Chang et al., 2003;
Ribeiro et al., 2014).

Materiali un metodes

Augu materials ievakts Bulduru Darzkopibas vidusskolas siltumnicas, nomazgats tekosa tident
ar ziepém un apgriezts. Izméginati vairaki steriliz€sanas protokoli (1.6.1. tabulta)

1.6.1. tabula. Izméginatie augu materiala sterilizéSanas protokoli

variants etanols liesma | Domestos Mucasol H202 apgriezti
A 30s70% 10min 10%
B 15min +
15%+10min
15%
C 45s 70% 15min 15% | 5min 10% +
D 15 min 5min5% |+
15%+10min
15%
E 1 min 96% | 2x 10 min 15% +
+1min96
%
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Dzinumu kultira uzsakta, izmantojot MS (Murashige and Skoog, 1962) barotni, kurai
pievienots papildus agars 6 g/L, saharoze 30 g/L, 6-benzil-aminopurins (BAP) 3 mg/L (Kulpa,
2016). pH pirms autoklavesanas 5,7 (pH regulésanai izmantots NaOH un HCl). Augu materials
ievietots mégenés (50 ml) un mégenes novietotas audzesanas telpa ar temperatiiru 25 +/- 2° C,
ar fotoperiodu 16h/8h diena/nakts. Aptuveni Cetras ned€las péc dzinumu kulttiras uzsaksanas
augu materialu parlika uz proliferacijas barotnes. ParlikSanu uz svaigas proliferacijas barotnes
veica reizi 4-5 nedg@las. Proliferacijas barotnei izm&ginatas vairakas augSanas regulatoru
kombinacijas (1.6.2. Tabula).

1.6.2. AugSanas regulatoru kombinacijas, kas izméginatas dzinumu proliferacijai

A B C
BAP 3mg/l 2.5mg/l 2.5mg/l
IAA 2mg/I
IBA 2mg/I

ApsaknoSanai un aklimatizacijai izm&ginatas divas barotnes. 2 MS makroelementi, MS
mikroelementi un vitamini. Pirmajai barotnei pievienoja NAA 1 mg/L (Kulpa, 2016), bet otrai
200 mg/L ogles (Singh et al., 2009). Otro variantu novietoja pirmas tris dienas tumsa, tad
parvietoja uz audzeSans plauktu gaisma. ApsaknoSanas notika 5 nedelu laika. Peéc 5 nedelam
augu materialu parstadija kiidras substrata paaugstinata mitruma apstaklos un aptuveni divu
nedelu laika, pakapeniski uzsakot védinasanu, aklimatizgja.

Rezultati

SterilizéSana — Darba gaita parbaudija vairakus eksplantu steriliz€Sanas protokolus un par
sekmigako atzina protokolu ar divkarsu sterilizéSanu: saknenus ievac no siltumnica auguSiem
mates augiem, ripigi nomazga tekosa Gdeni ar ziepém un apgriez (1.6.3. tabula). Laminara
boksa sterilos apstaklos saknenu fragmentus divreiz iemérc uz 1 miniiti 96% etanola un
apdedzina, tad augu materialu vélreiz uzmanigi apgriez un steriliz€ 10 miniites 15% Domestos
Skiduma, kuram pievienots piliens Tween 20. P&c sterilizacijas saknenus skalo tris reizes
dejonizéta, sterila Gdeni. P&c $1 protokola sterilizéti eksplanti nodroSina in vitro kulttiras
sterilitati 50% paraugu.
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1.6.3. tabula. Dazadu eksplantu sterilizéSanas protokolu efektivitate

variants | etanols liesma | Domestos | Mucasol H202 apgriezti | sterili
A 30s70% 10min 22%
10%
B 15min + 25%
15%+10mi
n 15%
C 455 70% 15min 5min 10% + 37%
15%
D 15min 5min 5% | + 25%
15%+10mi
n 15%
E 1min 2X 10min + 50%
96% 15%
+1min
96%

Aplukojot iegiitos rezultatus par virusiem, R.1.7. sadala sterilizé$anas protokolu vél uzlaboja.
Saknenus p&c mazgasanas iemérca 45 s 70% (v/v) etanola, kam sekoja 5 min 10% Mukasola
Skiduma, 15 min 15% Domestos skiduma un skaloSana trTs reizes autoklavéta, dejonizéta iden.
Augu materialam nogrieza ar€jo slani un atkartoti steriliz€ja 10 min 15% Domestos Skiduma
un tris reizes skaloja autoklaveta, dejonizeta tideni.

1.6.1. atteéls. Kallas eksplants in vitro kultiiras uzsaksanai.

Proliferacijas barotnes. Salidzinot proliferacijas barotnes, noteica multiplikacijas skaitli — cik
jaunie dzinumi veidojas no viena mates auga. C barotne ( 2,5 g/lL BAP un 2 g/LL IBA) bija
visvajaka — multiplikacijas skaitlis 1,25, kurai sekoja B (3 mg/L BAP) un A barotne (2,5mg/L
BAP un 2 mg/L IBA) ar multiplikacijas skaitliem 1,7 un 1,5.
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1.6.2. attéls. Kallu dzinumu kultara.

ApsaknoSana. Salidzinot abas barotnes, nenoveroja atSkiribas. Abas barotnés augi veidoja
saknes un bija aklimatiz&jami. Ertibas labad nakotn€ izv€léjamies izmantot barotni ar NAA 1
mg/L — nav atkartoti japarce] stativi no gaismas tumsa, ka arT audz&$anas traukos nav ogle un
tie ir vieglak izmazgajami.

I

.//‘,"; 7/
1//[/[:&’ //

1.6.3. Attels. Apsaknots un aklimatizéts kallu jaunaugs.
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Secinajumi
- Kallas iesp&jams pavairot izmantojot in vitro metodes.

- Augu materialu sterilizé: iemérc 45 s 70% (v/v) etanola, kam seko 5 min 10% Mukasola
Skiduma, 15 min 15% Domestos skiduma un skaloSana tris reizes autoklavéta, dejonizeta
tideni. Augu materialam nogriez ar€jo slani un atkartoti steriliz€ 10 min 15% Domestos
Skiduma un trs reizes skalo autoklavéta, dejonizeta tdent.

- Ka pavairoSanas barotnes var sekmigi izmantot MS barotni, kurai pievieno 3 mg/L BAP vai
2,5mg/L BAP un 2 mg/L IBA.

- Apsaknosanai izmanto MS barotni, kurai pievieno NAA 1 mg/L vai 200 mg/L ogli.
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R 1.7 Iegiita datu kopa par virusu spektru vietéja kallu genétiskaja materiala
levads

Kallas viegli pavairot vegetativi — gan ar tradicionalam metodém, atdalot jaunos dzinumus no
saknena, gan ar mikropavairoSanu, tomér kallu pavairoSanu apgriitina virusu klatbiitne.
Fitopatologijas pétijumos kallam (Zantedeschia sp.) ir aprakstiti vismaz 16 kallu virusi: Calla
lily chlorotic spot virus (CCSV), Calla lily latent virus (CLLV), Capsicum chlorosis virus
(CaCV), Eggplant mottled crinkle virus (EMCV), Cucumber mosaic virus (CMV), Impatiens
necrotic spot virus (INSV), Bean yellow mosaic virus (BYMV), Dasheen mosaic virus
(DsMV), Konjac mosaic virus (KoMV), Lily mottle virus(LMoV), Turnip mosaic
virus(TuMV), Zantedeschia mild mosaic virus (ZaMMV), Carnation mottle virus (CarMV),
Tomato spotted wilt virus (TSWV), Potato virus X (PVX), Tobacco rattle virus (TRV) (Hu et
al., 2010; Luvisi et al., 2016; Sastry et al., 2019). Sie virusi galvenokart pieder pie Potyviridae,
Bunyaviridae un Tombusviridae (Huang et al., 2007; Sastry et al., 2019). Tie ietekm& augu
dekorativitati, boja ziedus un lapas, samazina ziedu skaitu, izm&ru un kvalitati (1.7.1. attgls).
Sie bojajumi ievérojami ietekmé pukkopibas nozari. Lidz §im kallu virusi Latvija nav pétiti.
Pétijuma meérkis ir identificét kallu slimibas izraisoSos virusus Bulduru Darzkopibas
vidusskolas siltumnica.

1.7.1. attels. Kallas ar virusu pazimém.
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Materiali un metodes

Petijuma izmantoja Bulduru Darzkopibas vidusskolas siltumnica augosas kallas. Virusu
klatbttni augu materiala noteica, izmantojot molekularas biologijas metodes, izdalot RNS ar
Thermo Scientific™ GeneJET Plant RNA Purification Kit, veicot reverso transkripciju ar
Applied Biosystems™ High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit. PKR reakcijai
izmantojot Solis BioDyne HOT FIREPoI® Blend Master Mix, reakcijas rezims: 5 min 96°C;
35 cikli—30s95°C, 30 s 52°C, 30 s 72°C; 7 min 72°C. Rezultati vizualiz&ti uz 1,5 % agarozes

gela.

Lai atbrivotos no virusu klatbiitnes kallas, izm&ginata ar termoterapija. In vitro augi turéti
termostata 37°C 14 dienas. P&c tam no Siem augiem atkartoti izgriezta merist€éma un uzlikta uz

barotnes.
1.7.1. tabula. Virusi, kuri mekléti kallu materiala, un izmantotie praimeri
Viruss Praimeris uz priekSu Reversais atsauce
praimeris
TSWV L1 AATTGCCTTGCAAC | L2 ATCAGTCGAAA | Mumford et
CAATTC TGGTCGGCA al., 1994
ZaMMV ZUNF | GATTCTCGACCTGG | ZUNR1 | GTCCTTCACGA |[Huetal., 2010
2 CTCATC GTTTAGAGC
KoMV ZF3 CCGCCCTGCAAAGC | ZRO CTCCTATTTAA |Huetal., 2010
GCAAAC AAGACATGACT
CG
DsMV DF2 GACTTCTATGAGGT | DRO TTGAACACCGT | Huetal., 2010
CAATTC GCACGAAGCAT
C
TuMV TuCPF | GCAGGTGAGACGCT | TuRO TGTCCCTTGCA |[Huetal.,, 2010
1 TGATGCAGG TCCTATCAAAT
GTT
PVX PVX4 | TAGCACAACACAGA | PVX3 | GGCAGCATTCA | Nie and Singh,
CCACAG TTTCAGCTTC 2001
CMV CMV1 | AGAGAGTAGGTACA | CMVI1R | ACGTTCTCGAA | Maoka et al.,
F ACGAAGGAGG GGCATCTCTGG | 2010
AA
TRV TRV- [ GACGTGTGTACTCA | TRV- CAGTCTATACA | Robinson,
262 F | AGGGTT 261 R CAGAAACAGA | 1992
Controlnad5 [mtF2 | GCTTCTTGGGGCTTC | mtR1 ATCTCCAGTCA | Lee and
mRNA TTGTTCGATA CCAACATTGGC | Chang,
AT 20061.7.1
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Rezultati

Identificéti divi virusi: DsMV (Dasheen mosaic virus), kas pasaulg ir plasi izplatits, un
KoMV (Konjac mosaic virus) jeb ZaMV (Zantedeschia mosaic virus). lepriek§ KoMV
konstatets kallam Japana, Taivana, Kina, Niderland€, Jaunzeland€, Vacija, Koreja, Brazilija
(Sastry et al., 2019), Ungarija (Agoston et al., 2019). Kontroles fragmenta garums péc
literattiras 185 bp, DsMV fragmenta garums 457 bp, KoMV fragmenta garums 260 bp, kas
ari atbilst iegiitajiem rezultatiem.

1.7.2. attels. a) nad5 mRNA (kontrole); b) KoMV; ¢) DsMV, nk-negativa kontrole.
Secinajumi
Kallas ar morfologiskam izmainam (lapu forma, krasojums, kroplota zieda forma) atrasti

augu virusi — KoMV un DsMV, augu bojajumi tieSam saistiti ar virusa klatbiitni. Meristeémas
ievadiSana, ka ar termoterapija nav pietiekama, lai atbrivotos no virusiem.
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R1.8. Izstradats leizejas in vitro pavairo$anas sakumposmu tehnologiskais koncepts
levads

Saflora leizeja Rhaponticum carthamoides (Willd.) 1ljin pieder asteru Asteraceae dzimtai. Tas
ir daudzgadigs lakstaugs, kas savvala sastopams Altaja un Sibirijas dienvidos, kur aug kalnu
plavas 1200-2300 m virs juras Itmena (Kokoska and Janovska, 2009). Vésturiski austrumu
medicina izmanto saknu preparatus, kas stimulé centralo nervu sisténu, tonizé organismu un
ietekmé dazadu organu sistemu funkcinésanu. Leizeju lieto ar1 ka partikas piedevu (Timofeev,
2006). Pedgjos 50 gados ir pétits galvenokart leizejas saknu un se€klu kimiskais sastavs un ta
ieteckme uz cilvéku (Kokoska and Janovska, 2009; Todorova et al., 2022). Farmakologiski
aktivo savienojumu iegliSanai ir nepiecieSams atbilstoss augu materials, tade] ir veikti petijumi
ar par augu pavairo$anu, taja skaita, in vitro metodes (Zand et al., 2014), ietverot ari biomasas
iegtiSanu (Skala et al., 2015) un genétisko transformaciju (Skala et al., 2019). Lai iegttu
prognoz&jamu biologiska materiala daudzumu, ir nepiecie$ama leizejas pavairo$anas metozu
optimizacija, tad€] p&tijuma merkis ir noskaidrot leizejas pavairo$anas iesp&jas ar augu audu
kultiiru metodém.

Materiali un metodes
Seklu diedzeSana un sterilas kultiiras ieguSana

Saflora leizejas (Rhaponticum carthamoides) in vitro kulttiras ieguva, diedz&jot Z/S “Kurmisi”
ievaktas seklas. Seklu dezinfic€Sanai izméginaja divas variantu s€rijas: 1) dazadu
dezinfice$anas ilgumu un 2) barotnes komponentes, kas aizkavé infekciju attistibu. Seklu
diedzgsanai izmanto Murashiges-Skuga (MS) barotni (Murashige and Skoog, 1962), kam
pievienota saharoze 30 g/, giberelskabe 0,1 mg/l, kinetins 0,02 mg/l un agars 7,5 g/l (Plant
agar, Duchefa Biochemie). Barotnes pH 5,7. S€klas novieto uz barotnes — pa vienai mégengs,
kuru augstums ir 15 cm un diametrs 2,5 cm. M&genes ir aizvértas ar aluminija foliju.

Barotni autoklave 20 miniites 121 °C temperatiira. Audze 4 nedelas, audzesanas telpa 16+2 °C
temperatiira, gaisma — 16 stundas, apgaismojums — 3000 1x virs audz&éSanas traukiem.

Variantu sé€rijas:

1. Seklu dezinficé$anas ilgums

Seéklas pirms dezinficeSanas 24 h mércé tekosa krana tideni, p&c tam nonem apvalku. Darbu
turpina sterilos apstaklos laminaraja boksa (Kojair, BW-130 standart). Seklas dezinficé 15
sekundes 70% etanola, kam seko sterilizacija 5% natrija hipohlorita (NaOCl, aktiva viela
Skidraja velas balinataja ACE, Procter&Gamble) un skalo 3 reizes dejonizeta sterila tideni.
Dezinfic€Sanas ilguma varianti: 10, 15, 20, 25 un 30 miniites.

2. Barotnes komponentes, kas aizkavé infekciju attistibu in vitro

Seklas pirms dezinficéSanas 24 h mércé tekoSa krana tdeni, péc tam pusei séklu nonem
apvalku, otrai pusei atstaj. Darbu turpina sterilos apstaklos laminaraja boksa. Seklas sterilizé
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15 sekundes 70% etanola, 30 min 5% natrija hipohlorita NaOCI, skalo 3 reizes dejonizéta
sterila Giden.

Lai noveérstu infekciju attistibu, diedze$anas barotnei pievienoja:

a) PPM (Plant preservative mixture) 2ml/I,
b) antibiotikas (pievieno péc autoklavésanas):
- Nystatin 10 mg/l (Duchefa Biochemie),
- Cephalexin Monohydrate 10 mg/l (Duchefa Biochemie).

Kultiiras pavairos$ana in vitro

PavairoSanai izmanto Murashiges-Skuga (MS) barotni (Murashige and Skoog, 1962), kam
pievienota saharoze 30 g/l, indolil-3-etikskabe (IES), 6-benzilaminopurins (BAP), indol-3-
sviestskabe (ISS) un agars 7,5 g/l (Plant agar, Duchefa Biochemie). Barotnes pH 5,7.

Kulturu pavairo, dalot rozetes ik péc 5 nedélam un mikrostadus sprauzot vertikali barotng.
Kultivésanas trauki 200 ml stikla burcinas, aizvertas ar aluminija foliju. Viena trauka 5
mikrostadi. AudzéSanas telpa 23+2 °C temperatiira, gaisma — 16 stundas, apgaismojums — 3000
Ix virs audz&Sanas traukiem.

AugSanas regulatoru ietekmi uz dzinumu augSanu parbaudija, barotnei pievienojot auksinus
IES, ISS un citokoninu BAP dazadas kombinacijas:

BAP 0,2 mg/l un IES 0,1 mg/l;
BAP 0,2 mg/l un IES 0,5 mg/l;
BAP 0,2 mg/l un IES 1 mg/I;
BAP 0,5 mg/l un IES 0,1 mg/l;
BAP 1 mg/l un IES 0,1 mg/I;
BAP 0,2 mg/l un ISS 0,1 mg/l;
BAP 0,2 mg/l un ISS 0,5 mg/l;
BAP 0,2 mg/l un ISS 1 mg/I;

ONoGa~WNE

Jaunstadu iegiSana

Dzinumus, kas izaugusi in vitro, apsakno un aklimatizg ex vitro. Substratu samitrina un pilda
13x17 cm d&éstu kastés. No in vitro audzgsanas traukiem mikrostadus iznem (1.8.1. att€ls, a) un
stadiSanas laika tur trauka ar Gideni. Viena déstu kast€ iestada 20 mikrostadus.

Pirmo ménesi stadus tur audze&Sanas telpa ar 23+2 °C temperatiira, gaisma 16 stundas diennakti,
apgaismojums virs audzésanas plaukta — 3000 Ix. Lai nodro$inatu mitrumu, audzeésanas plaukti
ir nosegti ar polietilena plevi (1.8.1. attéls, b), gaisa relativais mitrums 99%. Kad stadi
apsaknojusies, audz€sanu turpina siltumnica (1.8.1. attéls, c¢), kura ir 18+£2 °C temperatiira.
Laista ar istabas temperattiras tideni.
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1.8.1. attels. Saflora leizejas dzinumu apsaknoSana un aklimatizacija ex vitro: a —
mikrostads pirms lik§anas substrata; b — apsaknoSana un aklimatizacija 1. menesrt; ¢ —
jaunstadu audzesana LU Botaniska darza Augu biologijas laboratorijas siltumnica.

Variantu s€rijas:

1. Mikrostadu apsaknosSana p&c iznemsanas no pavairo$anas barotnes, tos parstadot uz in vitro
pavairo$anas barotni bez hormoniem un audzgjot Cetras nedglas (telpas apstakli — ka in vitro
pavairo$anai), péc tam cerus dalot un stadot substrata. Apsaknosanai izméginati 4 dazadi
substrati:

a) KKS-U (kudras substrats 0-7 mm, pH 5,2-6, SIA Laflora);

b) KKS-M1 (kadras substrats 0-7 mm, pH 4,1-4,9, SIA Laflora);

¢) EKO kiidra (naturala stinu ktidra 0-35 mm, pH 2,9-3.5, SIA Laflora), ko neitralizé
ar kritu I1dz pH 4,8;

d) KKS (neitralizéta kiidra 0-35 mm, pH 5,5-6,5, SIA Laflora).

2. Mikrostadu apsaknos$ana KKS-U (0-7 mm, pH 5,2-6, SIA Laflora) kiidras substrata pirms
tam tos:

4 nedglas audzgjot uz in vitro pavairo$anas barotni bez hormoniem, péc tam
stadot kiidras substrata pusei stadu atstajot saknes, pusei saknes nogriezot;

4 nedg€las audzgjot uz in vitro pavairoSanas barotnes, kurai pievienota indolil-
3-sviestskabe (ISS) 0,5 mg/l, stadot kiidras substrata pusei stadu atstajot saknes,
pusei — saknes nogriezot.
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Rezultati

Seéklu diedzesana un sterilas kultiiras iegiSana
1. Seklu dezinficéSanas ilgums

Sekmigas Saflora leizejas in vitro kultliras iegiiSanai primarais solis ir atrast pareizo
s€klu dezinfic€sanas ilgumu, kas nodrosSinatu gan in vitro kulttras sterilitati, gan neizraisitu
diglu bojaeju. Eksperimenta noskaidrojas, ka ar1 p&c 30 min NaOClI steriliz€Sanas bez
infekcijas izdigusi tikai 10% s€klu (1.8.2. attels), parejos steriliz€Sanas variantos neizdevas
iegiit sterilas seklas, tapec bija nepiecieSams domat par citiem faktoriem s€klu sterilitates
nodroS$inasanai.
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10 min NaOCl 15 minNaOCl 20 minNaOCl 25 minNaOCl 30 min NaOCl

Digst Digst. bet ir infekcija Nedigst Infekcijas

1.8.2. attéls. Sterilizé$anas ilguma ietekme uz Saflora leizejas (Rhaponticum
carthamoides) séklu attistibu 28. diena péc seklu uzlik§anas uz barotnes.

2. Barotnes komponentes, kas aizkavé infekciju attistibu in vitro

Infekcijas attistibas aizkavé$anai izm&ginatas tris barotnes komponentes: PPM (Plant
preservative mixture) (plasa spektra biocids, kas traucé mikroorganismu attistibu) un divu
veidu antibiotikas: Nystatin (fungicids) un Cephalexin monohydrate (baktericids). Salidzinot
ar kontroles variantu, kur nekas netika pievienots, labakie rezultati iegiiti izmantojot PPM
(1.8.3. attels), izdigusi 53% no seéklam ar apvalku un 37% no s€klam bez apvalka, pieradot,
ka s€klu apvalkam nav ietekmes uz digSanu. Ka arT janem véra, ka abos variantos infekcijas
veidoSanas novérojama 7% seklu. Antibiotiku izmantoSana nedeva vélamos rezultatus, jo
salidzinajuma ar kontroli arT antibiotiku variantos novérojama plasa infekciju attistiba (1.8.3.
attels). lesp€jams, tas skaidrojams ar to, ka antibiotikas barotné salidzinosi atri sadalas un
nesaglaba savu efektu visa seklu digSanas perioda.
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1.8.3. att€ls. Mainiga barotnes komponenta ietekme uz séklu dig§anu un infekciju
attistibu 28. diena péc séklu uzlikS§anas uz barotnes.

Kultiiras pavairosana in vitro

Saflora leizejas pavairoSanas procesa svarigi atrast auksinu un citokininu koncentraciju, pie
kuras no viena parlikta mikrostada ceru daliSanas rezultata ieglitu péc iesp€jas vairak talakai
pavairos$anai derigus stadus. No astoniem izm&ginatajiem variantiem, lielakais dzinumu
skaits iegiits, ja barotnei ir pievienots IES 0,1 mg/l un BAP 0,5 mg/I (1.8.4. att€ls), bet Saja
varianta lielaka dala dzinumu ir 1s1 (1.8.5. attéls) un nav derigi talakai pavairoSanai, ka ar1
noverojama vitrifikacija.

18
16
14
12
10

skaits

L= L= =]

[ES0.1mg/l [ES0.5mg/l IES1mg/l IESO0.l1mgl IES0.1mg/l ISS0.1mg/l ISS0.5mg/!l ISS Imgl
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1.8.4. attels. Viena mikrostada vidéjais dzinumu skaits atkariba no auksinu un
citokininu koncentracijas barotné.

Laba viena mikrostada jauno dzinumu skaita un pavairoSanai derigo jauno dzinumu skaita
attieciba ir variantos: IES 0,5 mg/l ar BAP 0,2 mg/l un ISS 0,1 mg/l ar BAP 0,2 mg/1 (1.8.4.
attéls). Sajos variantos ir izveidojies pietiekami labs dzinumu garums (1.8.5. attéls), lidz ar to
talaka pavairoSanas procesa iesp&jams izmantot abus barotnu variantus.

[ES0.1 mg/l IES0.5mg/l | IES1mg/l IESO0.1mg/l IES0.1mgl ISS0.1mg/l ISS0.5mg/l ISS Img/l

2.5

cm

BAPO0.2ml/l BAP0.2 ml/l BAP 0.2 ml/IBAP 0.5 mg/l BAP 1 mg/l BAP 0.2 mg/BAP 0.2 mg/|BAP 0.2 mg/l

1.8.5. attéls. Videjais dzinumu garums atkariba no auksinu un citokininu koncentracijas
barotne.

Jaunstadu iegiSana

Jaunstadu apsaknoSanas procesa izmégnatas dazadas pirmsapsaknoSanas barotnes in vitro un

apsaknoSanas substrati ex vitro. Uz pavairoSanas barotni in vitro audzeti mikrostadi ir siki un,
apsaknojot tos kiidras substrata, vélak ir liela to bojaeja. Lai gan KKS-U kudra tie apsaknojas
labi, vairak par 70% (1.8.6. attéls), pirms eX Vitro apsaknosanas uz MS bezhormonu barotnes
audzgetie mikrostadi ir daudz sp&cigaki un piemérotaki ex vitro apsaknosanas posmam (1.8.6.

attels).
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1.8.6. attels. Jaunstadu apsaknoSanas atkariba no in vitro audzé$anas barotnes, kas
izmantota tiesi pirms ex vitro apsakno$anas, un substrata, kura tie iestaditi.

Meklgjot optimalo barotni mikrostadu audz€sanai pirms to izstadiSanas ex vitro, parbaudita
ar1 barotne ar pievienotu ISS, kas varétu sekmét apsaknosanos. P&c 4 ned&lam novertgjot
apsaknosanos KKS-U kiuidras substrata, iegitie rezultati liecina, ka ISS tikai nedaudz veicina
apsaknoSanos ex Vitro, ja rezultatus salidzina ar tiem, kadi ir iegiiti, mikrostadus pirms tam in
vitro audzgjot uz MS barotnes bez hormoniem (1.8.7. attéls).
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1.8.7. attels. Jaunstadu apsaknoS$anas KKS-U kiidras substrata pec 4 nedelam atkariba
No in vitro audzésanas barotnes un saknu esamibas vai neesamibas.
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1.8.8. attels. Jaunstadu apsaknosanas KKS-U kiidras substrata 4 nedélas péc
iestadiSanas kiidras substrata atkariba no in vitro audzéSanas barotnes, kas izmantota
pirms mikrostadu izstadiSanas ex vitro, un saknu esamibas vai neesamibas
mikrostadiem tos iestadot kiidras substrata. No kreisas: A - barotne bez hormoniem un
mikrostadi ir iestaditi kiidras substrata ar sakném; B - barotne ar ISS un mikrostadi ir
iestaditi kiidras substrata ar sakném; C - barotne bez hormoniem un mikrostadi ir
iestaditsi kiidras substrata bez sakném, D - barotne ar ISS un mikrostadi ir iestaditi
kudras substrata bez sakném.

Mikrostadu saknu esamiba to stadisanas laika ex vitro ir pecefekts, ko labi var novertet
vizuali (1.8.8. att€ls): jaunstadi, kuru mikrostadiem saknes bija atstatas, p&c ménesa bija
lielaki un specigaki atskiriba no tiem mikrostadiem, kas bija iestaditi bez sakném, tom&r augu
izdzivosanas apjomu tas neietekmgja. Jaatzimg, ka butu nepiecieSami talaki ekperimenti, lai
parbauditu in vitro saknu funkcionalitati ilga laika perioda.

Secinajumi

1. Séklu dezinficéSana to diedzeéSanai in vitro: seklas 24 h mércé teko$a krana tdeni,
sterilos apstaklos laminaraja boksa dezinficé 15 sekundes 70% etanola, 30 min 5%
natrija hipohlorita NaOCI, skalo 3 reizes dejonizgta sterila Gident, novieto uz barotnes ar
PPM (2 ml/l), kultivéSanas ilgums 4 nedé€las.

2. Invitro dzinumu pavairo$anai barotnei ir japievieno indolil-3-etikskabe (IES) 0,5 mg/1
ar 6-benzilaminopurinu (BAP) 0,2 mg/1 vai indol-3-sviestskabe (ISS) 0,1 mg/I ar 6-
benzilaminopurinu (BAP) 0,2 mg/1.

3. Jaunstadus iegtst: mikrostadus pirms izstadiSanas ex vitro audzgjot uz MuraSiges-Skuga
(1962) barotnes bez fitohormoniem, izstadot ar sakném KKS-U kiidras substrata (kiidras
substrats 0-7 mm, pH 5,2-6, SIA Laflora).
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2. aktivitate

R2.1. Iegiita datu kopa par smiltsérksku, avenu, kazenu (Rubus gints), leizejas,
kriumcidoniju izejvielu, t.sk. blakusproduktu (lapu, dzinumu, auglu serdes)
kimisko sastavu.

levads

Datu kopas noraditie dati par dazadu projekta ieklauto izejvielu kimisko sastavu
apkopoti saskana ar izteikto interesi no iesaistito uznémeéju (SIA L.E.V. Ekstraktu
rapnica, SIA “Berrypark”, ZS “Cukurini’, ZS “Kurmisi”) puses.

1. AVENU UN KAZENU OGAS
Antocianini ir kimisko savienojumu — flavonoidu veids ar antioksidantu iedarbibu. Antocianini

dabiski atrodami daudzos augos un to dalas (ziedos, lapas, auglos, darzenos u.c.) ka pigmenti
pieskir sarkanu, purpursarkanu un zilu krasojumu. Par svarigakiem parstavjiem minami
cianidini, delfinidini, malvidini, pelargonidini, peonidini, un petunidini. PE€dgjos gados lielaku
veribu iegiist flavonoidu glikozidi (antocianini), pateicoties to vertigajam funkcionali
aktivajam TpaSibam. Par svarigakiem antocianinu parstavjiem, pieméram, upenés (Ribes
nigrum) minami cianidina-3-glikozids, delfinidina-3-glikozids, cianidina-3-rutinozids un
delfinidina-3-rutinozids. Kazenés kvantitativi visvairak doming cianidina 3-glikozids, savukart
sarkanajas avenés citi cianidini: cianidina 3-soforozids, cianidina 3-glikozilrutinosids,
cianidina 3-cianidinins3 -rutinosids sastopams dazadas proporcijas atkariba no Skirnes
(Jordheim.et al., 2011; Szymanowska et al., 2018). Ka dabigie pigmenti tie ir svarigi dazadu
partikas produktu razoSanai, lai gan krasas stabilitate biezi tiek nodroSinata 1saku laika periodu
ka kimiski sintez€tiem pigmentiem. Antocianini ir jutigi savienojumi, to saglabaSanai ir
nepiecieSama skaba vide. Antocianinu ekstraktiem ar pH 1.0 ir lielaka antioksidantu sp&ja neka
ekstraktiem ar pH 4.0 un pH 7.0 (Kalt et al., 2000).

Sadarbiba ar L.E.V. Ekstraktu riipnicu veikti pétijjumi par daZadu ripnieciski raZotu
ekstraktu kvalitativajiem raditajiem, nosakot kopéjo antocianinu saturu. Ka nakamais
uzdevums bija noskaidrot detalizéto antocianinu saturu Latvija audzetajas rudens
avenées un kazengés, iegiistot datu kopu vairaku sezonu robezas. Rudens avenu un kazenu
izejvielu (ogas) tris sezonu laika perioda nodrosinaja SIA “Berrypark”.

Materiali metodes

Paraugu nosaukums: kazenes, avenes (SIA “Berrypark™)

Antocianini tiek izteikti ar cianidin 3-glikozidu spektrofotometriski péc Fuleki un Francis
metodes (1968).

Antocianinu un antocianidinu analize ar ultraefektivitates Skidruma hromatografiju
(UPLC/UV): kazenu ekstraktos eso$o antocianinu un antocianidinu hromatografija veikta,
izmantojot Eiropas Farmakopejas 9.0 metodi “Svaigu mellenu auglu sausais ekstrakts, rafinéts
un standartizéts” (01/2016:2394) ar nelielam izmainam.

Aprikojums: hromatografiska atdaliSana veikta, izmantojot Waters Acquity UPLC H Klasi,
kas sastdv no Ipasi augsta spiediena gradienta vienibas (Quaternary Solvent Manager),
automatiska inzektora (FTN), kolonnas krasns (CHA) un UV detektora (PDA eA detektors).
Hromatografiskie dati savakti, izmantojot Waters Empower hromatografijas programmatiiru.
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Iestatijumi: hromatografija veikta 35 °C, izmantojot Acquity UPLC BEH C18 kolonnu (1,7
pm, 2,1 x 150 mm). Identifikacija un kvantitativa noteikSana novértéta, izmantojot UV
detektoru pie 535 nm.

UPLC prog.: Mobila faze: A-skudrskabe, B-acetonitrils, C-metanols, D-tdens:
Laiks A B C D likne

00 4 2 5 89 0
30 4 3 7 86 6
100 4 4 9 83 6
150 4 5 9 82 3
190 4 5 9 82 6
250 4 11 25 60 4

300 4 14 25 57 4
Pastavigs pliismas atrums 0,250 ml min-1; autosamplera temperattira: 10°C

Paraugu sagatavoS$ana: Antocianini ekstrah&ti no aptuveni 20,00 g ogu ar 96% etanola/0,1%
HCL skidumu; Injekcijas tilpums UPLC sisteéma — 2.0uL.

Identifikacija: Atsauces standarti — cianidina 3-O-arabinozida hlorids [CyAr] (antocianini
kvantificéti ka cianidina 3-O-arabinozida hlorida miligrami uz 100 g svaiga svara), kas iegiits
no Extrasynthese (kods Nr. 0909S; 0909S; 0908S). Lai noteiktu korelacijas koeficientus
(R2>0,9995), veikta maksimumu laukumu lineara mazako kvadratu regresija atkariba no
koncentracijas. Koncentracijas veértibu iegiiSanai izmantoti standarta liknes vienadojuma
parametri (slipums un krustpunkts) (y=3435x-53171 CyAr; y—pika laukums, AU"s; x—konc.,
pg-mL-1). Darba standartskidumi 60,0-1800,0 ug mL—1 [CyAr].
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Rezultati

Noteikto antocianinu savienojumu daudzums avenu un kazenu ogas apkopots 2.1.1. tabula (C
— koncentracija, izteikta uz svaigas masas (FW); STDEV - standartnovirze, mg-100g-1;
Kopa — vertibu summa; % — kimisko savienojumu procentualais daudzums).

2.1.1. tabula. Datu kopa: antocianinu saturs avenu un kazenu ogas

AVENES 2020 2021 2022

Nr. Nosaukums C, mg/100g FW VID. S-(|_V[i)c|l—:)v %

g Cyanidin3-O- 11145 12449 11698 11764 751  58.84
sophoroside chloride
Cyanidin-3-O-(2""-O-

2 glucosyl) rutinoside 9.12 9.37 8.81 9.10 0.56 4.43
cloride

g Cyanidin3-O-glucoside 5500 450 4144 4138 436 2084
chloride

4  Pelargonidin 3-O- 1606 1817 1675 1700 142 843
sophoriside chloride

5 Cyanidin-3-O-rutinoside g on 741 o3 696 048 3.49
chloride

g Pelargonidin-3-O- 768 834 791 798 043 398
glucoside chloride
Kopa 187.75 213.58 198.82 200.05 14.60 100.00

KAZENES
2020 2021 2022

Nr. Nosaukums C, mg/100g FW VID. S'(I'V[i)(iv %

g Gyanidind-O-glucoside o7y 46 26500 27940 27229 1340  90.05
chloride
Cyanidin-3-O-

2 (malonyl)glucoside 13.14 1210 1290 1271 0.80 4.20
chloride
Cyanidin-3-O-

3 (dioxalyl)glucoside 16.89 1700 1820 17.36 1.20 574
chloride
Kopa 301.49 29510 310.50 302.36 1540 100.00

Avenu ogas visvairak satur sarkana pigmenta savienojumu: Cyanidin 3-O-sophoroside
chloride (vidgji 116.98 mg/10 g svaigu ogu)) un ka nakamo — Cyanidin 3-O-glucoside chloride
(43.44 mg/100 g svaigu ogu). Savukart kazeng@s visvairak parstavéts savienojums Cyanidin 3-
O-glucoside chloride (vidgji 272.29 mg/100 g svaigu ogu). Hromatogrammas noraditas 2.1.1.
un 2.1.2. attéla.
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2.1.1. attels. Parauga UPLC hromatogramma: Avenu ogas.
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2.1.2. attels. Parauga UPLC hromatogramma: Kazenu ogas.

Lai noskaidrotu antocianinu saturu riipnieciski razotiem ekstraktiem, veiktas analizes
SIA L.E.V. Ekstraktu riipnica sagatavotajiem deviniem paraugiem (2.1.3. att.). Ekstrakti testeti
ar spektrofometrisko metodi, kas izstradata, par pamatu nemot Wrolstad et.al (2005) aprakstito
procesu. Kopgjais antocianu saturs (TAC) aprékinats un izteikts ar cianidin-3-glikozida
ekvivalentu (CGE) saturs mg 100 g ekstrakta, izmantojot 7.2. formulu.
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- 3
TAC(mgL") = A= JW;KII)F =10 72)
kur: MW —  molekulmasa (MW ciamicin 3-glikozas = 449.2 g mul'l}:_
DF -  atikaidifanas faktors;
1- kivetes garums. cm;
E— molarais ekstinkcijas koeficients (€ iamidi 3-glikozas = 26900 L* nml']*cm']);
10°-  parrékinisanas koeficients no g uz mg.

2.1.3. attels. Antocianus saturoSu riipnieciski raZzotu ekstraktu testéSana.
Paraugos noteikts pH saturs, rezultati apkopoti 2.1.2. tabula.

2.1.2. tabula Antocianinu saturs ripnieciski razotos ekstraktos

Nr. pH CGE mg 100 g*

1 3,3 1367,1
2 3,07 745,3
3 2,95 2475,3
4 3,19 1916,6
5 3,39 1107,2
6 2,68 356,5
7 2,29 221,3
8 1,82 121,2
9 3,39 21,3

Secinajumi
Riipnieciski razotie visvairak antiocianinus saturosi paraugi ir Nr.3, Nr.4. un Nr.5, turklat

analizes norada, ka ne tikai vides pH ir svarigs antocianinu saglabaSanai, bet arT citi stabiliz&josi
savienojumi. Tas noteikti janem vera raZoSanas procesa.

2. AUGU LAPU KIMISKAIS SASTAVS
Literattras apskatu un metodikas skatit. R.2.2. sadala. 2.1.3., 2.1.4. un 2.1.5. tabula
atspoguloti iegiitie rezultati datu kopai.
2.1.3. tabula Datu kopa: lapu (smiltsérksku, kriimcidoniju, avenu, kazenu) kimiskais
sastavs un antiradikala aktivitate (vakSanas laika ietekme)
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Nosaukumi ‘ Ievaksanas laiks, méneSi

\ junijs julijs \ augusts \ septembris
Flavonoidu saturs, mg/100 g
Smiltserkski 164.66 173.81 278.62 253.12
Kramcidonijas 287.85 601.02 264.93 466.31
Avenes (rudens) 73.70 201,01 383.59 384.56
Kazenes 166.45 179.53 419.89 351.55
(Skirne)
Kazenes * 213.30 200.17 251.34
(savvalas)
Polifenolu saturs, mg/100 g
Smiltserkski 258.10 355.21 74283 539.35
Kriimcidonijas 24546 479.10 410.04 254.34
Avenes (rudens) 160.25 436.65 680.42 45857
Kazenes 357.85 287.63 356.90 414.89
(Skirne)
Kazenes n 352.15 431.30 169.79
(savvalas)
Taninu saturs, mg/100 g
Smiltsérkaki 0.31 0.10 0.81 2.07
Kriimcidonijas 0.15 1.28 0.68 0.69
Avenes (rudens) 0.20 0.28 1.05 1.39
Kazenes 0.39 0.11 0.35 0.61
(Skirne)
Kazenes n 0.19 0.72 0.70
(savvalas)
Antiradikala aktivitate, TE mol/100 g
Smiltsérkaki 3.87 3.29 3.10 3.69
Kriimcidonijas 0.62 1.21 2.71 1.84
Avenes (rudens) 0.89 1.67 3.46 2.90
Kazenes 2.45 2.80 2.06 3.09
(Skirne)
Kazenes n 3.22 3.33 1.77
(savvalas)

*n- nav noteikts
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FERMENTACIJAS IETEKME UZ AVENU LAPU KIMISKO SASTAVU

2.1.4. tabula
Datu kopa: kopéjo fenolu, flavonoidu, taninu saturs un antiradikala aktivitate svaigu un
fermentetu avenu lapu iidens ekstraktu paraugos

Avenu sausas Flavanoidu
drogas Fenolu saturs, | Taninu saturs AOA (DPPH),
Lapu_ daudzums uz mg 100 g mg 100g saturs, mg 100 Troloks ekv.
ekstrakti | 190ml dens 9 mili moli /100g
VID [ STDEV | VID | STDEV | VID [ STDEV | VID | STDEV | VID | STDEV
Meza 50 | 09 | 264 | 11 | 08| 00 |[119| 03 |1526]| 16.1
avenes
Fermentétas
meza 58 | 04 | 179 | 10 | 05| 00 | 66 | 05 [1025| 3.2
avenes
Majas 58 | 09 |270| 30 | 08| 02 |[111| 12 |1680| 222
avenes
Fermentéetas
majas 56 | 08 |260| 09 |08 | 00 |106| 08 |1594| 97
avenes

Dazadi apstradatu avenu un smiltsérkSku lapu un lapu kombinaciju ekstraktu kimiskais
sastavs noradits 2.1.5. tabula.

2.1.5. tabula Datu kopa: lapu (smiltserksku, avenu un maisijumu) kimiskais sastavs un
antiradikala aktivitate

Tanini, > | Flavonoidi, | > Kopgjie > Antpk S:Iqantu >
@) @) . & aktivitate @)
Nosaukums mg U mg U fenoli, mg L (DPPH) L
TAE/00g | © | CAE/L00g | # |GAE/00g | & | . e oy |
* 5 a N
AvenusmiltserkSku | g7 | 501 | 15018 |6.09|  405.66|3.89| 1.78 0.05
lapu ekstrakts
*Fermentétu
avenu/smiltserksku 073 |0.03| 13484 | 24 333.69 | 7.67 | 158 0.04
lapu ekstrakts
" .
Fermentetu avenu 055 |0.02| 119.63 |1.79 257.4 | 453 | 1.12 0.02
lapu ekstrakts
Avenu lapu ekstrakts 0.83 0.01 189.62 2.4 391.76 | 1.15 | 1.59 0.02
SmiltsérkSku lapu 098 |0.03| 127.41 |1.19 446.94 | 414 | 1.96 0.03
ekstrakts

*lapu ekstraktu pagatavosanai pievienots kompleksais enzims Laminex BG (0.1%).
Ekstrakcijas laika péc enzima pievienoSanas palielinas salicilatu hidrolize, panakot
pilnvertigaku ekstrah&Sanas procesu.
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3. SMILTSERKSKU OGU KIMISKAIS SASTAVS
Literatiiras apskatu un metodikas skatit R.2.3. sadala. 2.1.6. tabula atspoguloti iegttie
rezultati datu kopai.

2.1.6. tabula

Datu kopa: smiltsérksku Skirnu ogu raksturigakie kimiskie raditaji (tris gadu perioda)

Sl_;;:les / §l§stu§ﬁ sausna, | Kopéjais skabju | C vitamins, E vitamins, |Kopéjie karotini,| Kopégjais fenolu
““’“‘gﬂ d':ms Brix% saturs, % mg/100g mg/100g mg/100g saturs, mg/100g
2020.g. VID |STDEV| VID |STDEV| VID STDEVM VID [STDEV| VID | STDEV | VID | STDEV
‘Prozracmaja' | 820 | 010 | 320 | 005 | 7249 | 221 | 2748 | 156 | 13.17 | 323 | 10536 | 544
'Botanifeskaja
805 | 012 | 292 | 007 | 8104 | 305 | 1789 | 122 | 1072 | 212 | 14166 | 624
Lubitelskaja’ > >
Marija’ 860 | 011 | 280 | 005 | 7400 | 314 | 3120 | 252 | 1400 | 241 | 8510 | 42
“Tatjana’ 800 | 012 | 200 | 004 | 8360 | 260 | 36.70 1680 | 281 | 9400 | 495
2021..
Prozratnaja’ | 833 | 023 | 333 | 0.8 | 72.62 | 234 | 27.61 | 1.69 | 1330 | 336 | 10549 | 557
'Botaniceskaj
olamiceskdld |\ g18 | 025 | 3.05 | 020 | 8117 | 318 | 1802 | 135 | 1085 | 225 | 14179 | 637
Lubitelskaja
“Marija’ 873 | 024 | 293 | 018 | 7413 | 327 | 3133 | 265 | 1413 | 254 | 8523 | 436
“Tatjana’ 813 | 025 | 213 | 017 | 8373 | 273 | 3683 | 354 | 1693 | 294 | 9413 | 508
2022.g.
DPromacnaja | 816 | 006 | 316 | 001 | 7245 | 217 | 2744 | 152 | 1313 | 3.19 | 10532 | 540
‘Botaniteskaj
olamceskald |\ go1 | 008 | 288 | 003 | 81.00 | 3.01 | 1785 | 118 | 1068 | 208 | 14162 | 620
Lubitelskaja
“Marija’ 856 | 007 | 276 | 001 | 7396 | 310 | 31.16 | 248 | 1396 | 237 | 8506 | 419
“Tatjana’ 796 | 008 | 196 | 000 | 8356 | 256 | 3666 | 337 | 1676 | 277 | 9396 | 491
Videjie raditaji
DPromacnaja | 823 | 013 | 323 | 008 | 7252 | 224 | 2751 | 159 | 1320 | 326 | 10539 | 547
‘Botaniteskaj
OlamceskaR | o8 | 015 | 295 | 010 | 8107 | 308 | 1792 | 125 | 1075 | 215 | 14169 | 627
Lubitelskaja
“Marija’ 863 | 014 83 | 008 | 7403 | 317 | 3123 | 255 | 1403 | 244 | 8513 | 426
“Tatjana 805 | 015 | 203 | 007 | 8363 | 263 | 36.73 | 3.44 | 1683 | 284 | 9403 | 498
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4. LEIZEJAS SAKNU UN LAPU BIOLOGISKI AKTIVIE SAVIENOJUMI
Literatiiras apskatu un metodikas skatit R.2.5. sadala. 2.1.7. tabula atspoguloti iegtitie
rezultati datu kopai.

2.1.7. tabula. Datu kopa: leizejas (Rhaponticum carthamoides) lapu un saknu kimiskais

sastavs
. Daudzums*
Raduaji Vidgjais | STDEV
LAPAS (kaltetas)
Taninu saturs, katehina ekv.mg/g 13.8 0.0
Flavonoidu saturs, mg Katenina ekv./g 19.9 0.1
Kopgjais fenolu saturs, mg Gal. sk.ekv/g 48.8 1.15
Hlorofils a pg/g 41.5 2.9
Hlorofils b pg/g 27.7 7.7
AOA(DPPH), mili M TE ekv./g 135.6 25.8
AOA(FRAP), mg FeSo4 ekv./g 225.7 19.5
AOA(FRAP), miliM TE ekv./g 15.2 1.3
20-hidroksiekdizons 2.5 0.1
SAKNES (kaltétas)
20-hidroksiekdizons | 6.73 0.11

* raditaju daudzums izteikts uz drogas sausnu viena grama

5. KIMISKO SAVIENOJUMU SATURS KRUMCIDONIJU AUGLOS UN
BLAKUSPRODUKTOS

Analizets Cetru Skirnu krimcidoniju auglu kimiskais sastavs tris gadu perioda. 2.1.8. tabula
atspoguloti iegiitie rezultati datu kopai. Blakusproduktu paplaSinatai izmantoSanai noteikts
cukuru un organisko skabju saturs (2.1.9. tabula).
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2.1.8. tabula. Datu kopa: kriimcidoniju auglu kimiskais sasturs (tris gadu

perioda)
2020.g Skistosas sausnas Kop¢gjais skabju C vitamina Kop¢gjais fenolu
"9 saturs, Brix% saturs, % saturs, mg/100g | saturs, mg/100g
paraugs
VID |STDEV | VID |STDEV | VID |STDEV| VID |STDEV
ADA 8.19 0.61 531 0.24 41.36 1.74 666.22 | 16.08
DARIUS | 9.17 1.02 5.04 0.24 60.63 2.27 478.60 | 26.76
RASA 8.52 0.64 511 0.33 82.25 3.77 566.67 | 10.98
RONDO | 11.04 0.80 5.17 0.24 50.28 2.59 47426 | 36.87
2021, Skistosas sausnas Kopgjais skabju C vitamina Kopgjais fenolu
- saturs, Brix% saturs, % saturs, mg/100g | saturs, mg/100g
paraugs
VID |STDEV | VID |STDEV | VID |STDEV | VID |STDEV
ADA 7.88 0.95 4.07 0.12 64.93 2.16 402.10 | 19.36
DARIUS | 9.30 0.61 4.71 0.17 31.94 1.38 543.80 8.60
RASA 8.42 0.71 4.04 0.17 18.68 1.09 523.77 5.51
RONDO 9.47 0.71 4.88 0.12 80.05 1.58 502.44 | 17.00
2022.g Skisto3as sausnas Kopgjais skabju C vitamina Kopgjais fenolu
- saturs, Brix% saturs, % saturs, mg/100g | saturs, mg/100g
paraugs
VID |STDEV | VID |STDEV | VID |STDEV | VID |STDEV
ADA 7.60 0.17 4.32 0.17 75.30 2.32 334.02 | 21.31
DARIUS | 7.25 0.29 4.80 0.17 55.11 2.54 489.11 | 26.84
RASA 8.42 0.39 4.12 0.17 66.61 2.10 483.16 4.52
RONDO 8.60 0.17 4.60 0.17 96.12 4.51 424.32 7.45
Vidiie Skistosas sausnas Kopégjais skabju C vitamina Kopégjais fenolu
Iy saturs, Brix% saturs, % saturs, mg/100g | saturs, mg/100g
raditaji
VID |STDEV | VID |STDEV | VID |STDEV| VID |STDEV
ADA 7.89 0.58 4.57 0.18 60.53 2.07 467.45 | 18.92
DARIUS | 8.57 0.64 4.85 0.19 49.23 2.06 503.83 | 20.74
RASA 8.45 0.58 4.42 0.22 55.84 2.32 524.54 7.00
RONDO 9.70 0.56 4.88 0.18 75.48 2.89 467.01 | 20.44
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2.1.9. tabula Datu kopa: cukuru un skabju saturs kriimcidoniju auglu serdes

dala, 1009
Cukuru un Sk?b] u ‘Rondo’ ‘Darius’ ‘Rasa’
nosaukumi
Saharoze 0.26 0.19 0.18
Glikoze 0.53 0.38 0.4
Fruktoze 0.76 0.65 0.52
Abolskabe 1.04 1.51 1.23
Hinskabe 0.85 0.81 0.75
Askorbinskabe ND* ND ND
Dzintarskabe 0.08 0.01 0.09
Etikskabe 0.46 0.59 0.45

*ND nav identificéts

P&c auglu serdes dalas atdaliSanas tajas konstatets neliels daudzums cukuru, turklat visvairak
fruktoze. Analizgjot skabju saturu, noteikts, ka serdes dala atrodamas tadas organiskas skabes
ka abolskabe (vairak neka 1g/100g), hinskabe, dzintarskabe un etikskabe. Serdes dala nav
konstatgta askorbinskabe. Dzintarskabes saturs ir niecigs, tadé] serdes ka blakusproduktu nebus
izdevigi izmantot organisko skabju ieguvei.

Literatura

Kalt W, McDonald JE, Donner H. 2000. Anthocyanins, phenolics, andantioxidant capacity of
processed lowbush blueberry products. J Food Sci65(3):390-3

Jordheim Monica, Kjersti Hasle Enerstvedt, and @yvind M. Andersen (2011) Identification of
Cyanidin 3-O-B-(6"-(3-Hydroxy-3-methylglutaroyl)glucoside) and Other
Anthocyanins from Wild and Cultivated Blackberries. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 59 (13), 7436-7440 DOI: 10.1021/jf201522b

Szymanowska, U.; Baraniak, B.; Bogucka-Kocka, A. Antioxidant, Anti-Inflammatory, and
Postulated Cytotoxic Activity of Phenolic and Anthocyanin-Rich Fractions from
Polana Raspberry (Rubus idaeus L.) Fruit and Juice—In Vitro Study. Molecules
2018, 23, 1812. https://doi.org/10.3390/molecules23071812

FULEKI, T., & FRANCIS, F. J. (1968). Quantitative Methods for Anthocyanins. Journal of
Food Science, 33(1), 78-83. https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.1968.tb00888.x

Xuan Tien Le, Minh Thuan Huynh, Tri Nhut Pham, Van Thai Than, Tran Quoc Toan, Long
Giang Bach and Nguyen Quang Trung (2019) Optimization of Total Anthocyanin
Content, Stability and Antioxidant Evaluation of the Anthocyanin Extract from
Vietnamese Carissa Carandas L. Fruits. Processes 7, 468;1-15.
doi:10.3390/pr7070468

Wrolstad RE, Durst RW, Lee J (2005) Tracking color and pigment changes in anthocyanin
products. Trends Food Sci Technol 16:423-428.
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2005.03.019

79


https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.1968.tb00888.x

R2.2. Izstradati tris ekstrakti (ar konservantu/antioksidantu ipasibam) lietoSanai
kosmétikas razosana, veikta testéSana, sagatavoti razoSanas procesa apraksti un
produktu tehniskie noteikumi.

levads

1. AUGU LAPU KIMISKAIS SASTAVS UN TO IETEKMEJOSIE FAKTORI

Biologiski aktivo savienojumu saturs auglu un ogu lapas ir lidzigs ka pasos auglos un ogas. To
galvenie parstavji ir fenolskabes, esteri, flavonoidi, antocianini un procianidini. Lapas ir vienas
no bagatakajiem hlorogénskabes avotiem. Dazados pétijumos Sie sekundarie metaboliti ir
pieradijusi antioksidantu, pretiekaisuma, sirds slimibu un nervu sisteémas aizsardzibas ipasibas
(Varvara-Ferlemi et al., 2016). Dazadu lapu ekstraktiem piemit antioksidantu un
antimikrobialas pasibas, tad€] tos izmanto ne tikai partikas, bet arT kosmétikas produktu
sastava.

Majas avenu lapas

Avenes (Rubus idaeus) ir multifunkcionals auglis, kur§ satur bioaktivus dabigos
produktus, ka, pieméram, antocianinus un ellagitaninus (Aprea et al., 2010). Ipasi Azijas un
Eiropas valstis avenu lapas ir populars pretiekaisuma un antimikrobialais Iidzeklis, ko izmanto
tradicionalaja medicina (Patel et al., 2004). Kvercetins avenu lapas, galvenokart, ir konjugéts
ar glikozidiem, veidojot kvercetin-3-O-glikozidu (Q3G) un kvercetin-3-O-rutinozidu (rutinu).
Q3G saturs ir augstaks avenu lapu ekstrakta neka upenu, sausserzu, mellenu un zemenu lapu
ekstrakta, un veido 7.5% no pulvera masas. Flavonoidu frakcija ir galvena fenolu grupa un
sastada gandriz 11% no lapu ekstrakta pulvera masas (Oszmianski et al., 2011). Hiperozidu
saturs varié no 0.50% lidz 0.83% (Gudej, Tomczyk, 2004). Rubus spp. lapas (15 avenu un 6
kazenu paraugiem), analiz&jot ar augstu veiktsp€jas Skiduma hromatografu, noradija uz §is
sugas bagatigo flavonoidu, ellaginskabi un taninu saturu. Turklat ellaginskabes saturs lapas
varié diapazona no 2.06% lidz 6.89% (Gudej, Tomczyk, 2004). Fenolskabe ir atrasta loti mazos
daudzumos un, galvenokart, tas sastava ir kofeinskabe (0.55 mg/g zavétas lapas) un
hlorogénskabe (0.70 mg/g zavétas lapas) (Ksenija Durgo et al., 2012). Dazi autori ir pieradijusi,
ka hidroksilgrupu skaits molekula ietekm& antimikrobialo aktivitati fenolu savienojuma un

flavonoidu glikolizacija var samazinat mikroorganismu augSanas efektivitati (Puupponen-
Pimia et al., 2001; Rauha et al., 2000).

Savvalas avenu lapas

Savvalas avenu lapas satur no 260 lidz 420 mg% askorbinskabes (P&tersone, 1975).
Flavonoidu glikozidu (hiperozidu) saturs savvalas avenu lapas vari€ no 0.65% lidz 0.92%
(Gudej, Tomczyk, 2004). Fenolu satura koncentracija savvalas avenu lapas ir lielaka neka
$kirnu kultiraugos (Teleszko et al., 2015). So savienojumu koncentracija augos ir atkariga no
dazadiem faktoriem, ka, piemeram, Skirnes, audz€Sanas metodes, stadiSanas vietas, laika
apstakliem un novaksanas laika, turklat viss iepriek§ minétais arT ietekmé ekstrakcijas metodes
un analizu rezultatus (Szopa et al., 2017). Pétijuma, kas veikts centralaja Balkanu regiona —
Serbijas teritorija, tika atklats, ka savvalas avenu lapas ir bagatigs dabigo antioksidantu, 1pasi
fenolu avots. Savvalas avenu lapas tiek rekomend@tas ieklaut t&ju maisijumos, lai arstétu
dazadas infekcijas (kunga — zarnu trakta trauc&jumus u.c.), ka arf lapu ekstrakts ir efektivs pret
Escherichia coli (Bojana VELJKOVIC et al., 2019).
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Kazenu lapas

Kazenes (Rubus fruticosus L.) tiek plasi audz&tas un parstradatas auglu patikamo
organoleptisko 1pasibu dél, ka ar1 tam piemit augsts, veselibas uzlabosanai nepiecieSamo vielu
daudzums (Mikulic-Petkovsek et al., 2017). Kazenu lapas ir bagatigs biologiski aktivo vielu
komplekss (Nikitina et al., 2000), tas satur augstu fenolu daudzumu — ellaginskabi, kvercetinu,
kamperolu, rutinu, procianidinu, katehinu, kofeinskabi, ka arT to atvasinajumus — ellagintaninu
un kvercetin-3-O-B-glikopiranozidu (Buricova et al., 2011; Gudej, Tomczyk 2004; Martini et
al., 2009; Oszmianski et al., 2015; Pavlovic¢ et al., 2016). R.idaeus (Skirnes) un R.fruticosus
(savvalas) lapas ir Tpasi bagatas ar tanniniem (Marczal, 1963; Okuda et al, 1992). Fenola
savienojumi atkariba no kvantitativam un kvalitativam kompozicijam kazenu lapam pieskir
augstu antioksidantu aktivitati (Wang, Lin, 2000). Polija veiktaja p&tijuma iegiitie dati liecina,
ka skirpu un savvalas avenu un kazenu lapu kvercetina saturs ir stipri mazaks (0.35% lidz
0.73%) neka hiperozida (flavonoidu glikozidu) saturs, kurs vari€ no 0.50% lidz 0.82% (Gude;,
Tomczyk, 2004).

Savvalas kazenu lapas

Zilgana kazene (Rubus caesius L.) satur organiskas skabes (abolskabi), cukurus
(glikozi, fruktozi 3%, saharozi 0.9%), pektinvielas (0.5-1.6%), celulozi (2-4%), miecvielas
(lapas 14%), mineralvielas (kalijs 208 mg%, var§, mangans), flavonoidus, karotinus (0.5
mg%), askorbinskabi (auglos 25-37 mg%), B grupas vitaminus, tokoferolus, fillohinonus,
fitocidus.

Melna kazene (Rubus nessensis Hall) satur organiskas skabes (abolskabi, pienskabi,
oksalskabi), miecvielas, pektinvielas, cukurus, askorbinskabi, inozitu (P&tersone, 1975).
Hiperozidu saturs vari€ no 0.46% lidz 1.05% (Gudej, Tomczyk, 2004).

Smiltsérksku lapas

P&dgjos gados zinatnieki ir pétijusi smiltsérksku (Hippophae rhamnoides L.) lapu
ektraktus, un dazadas farmakologiskas aktivitatés zinots par to pozitivo pretiekaisuma,
iminsisttmas modulgjoso ietekmi, ka ari radioaktivo aizsardzibu, adaptogéno un audu
regeneraciju. Zinots ari, ka smiltsérksku lapam nav citotoksiskas ietekmes, ja tos lieto iekskigi
(Chawla et al., 2007; Ganju et al., 2005; Geetha et al., 2005; Gupta et al., 2005; Gupta et al.,
2008; Saggu et al., 2007; Upadhyay et al., 2009). SmiltsérkSku augam visas dalas ir uzskatamas
ka bioaktivo savienojumu (izoflavonu un flavonoidu) bagatigs avots. Tiem ir labvéliga ietekme
uz veselibu (antiaterogéna, antioksidantiska, pretvéza un antibakteriala iedarbiba) (Suomela et
al., 2006). Tiesi lapu ektrakts satur augstu flavonoidu glikozidu saturu, tostarp izorhamnetin-
3-glikozidu un kvercetin-3-glikozidu, kas novers aptaukosanos un dislipidémiju (Lee et al.,
2009; Yan et al., 2015). Iegitie dati kliniskos pétijumos ar dzivniekiem liecina par smiltérksku
lapu ekstrakta efektivitati. Tie var nomakt aptaukoSanos un modulét ar aptaukoSanos saistitus
vielmainas trauc€jumus, piemeéram, rezistenci pret insulinu un aknu steatozi. Lapu ekstrakts art
novers§ insulina rezistenci, ka arT uzlabo pretiekaisuma ipaSibas un samazina glikonegenézi
(Eun-Young et al., 2017).

Kramcidoniju lapas

Kriimcidonijas (Chaenomeles japonica Lindl) visbiezak tiek audzétas Kina, Japana un
Ziemeleiropas valstis (Rumpunen et al., 2002). Auglu kimisko sastavu raksturo dazadi
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bioaktivie savienojumi, piem&ram, fenoli, triterpenoidi, pektini, ka arT augsts C vitamina saturs,
un Skiedrvielas (pektini un celulozes polisaharidi) (Ros-Garcia et al., 2004). Krimcidoniju lapu
ekstrakti uzradija augstu antiradikalo aktivitati (1091 =+ 22-1135 £ 15 umol TE/g) CUPRAC
reakciju sistéma. Urbanaviciute ar lidzautoriem ir identificjusi Cetrus triterpéna savienojumus
kramcidoniju lapas: karosolskabi, betulinskabi, oleanolskabi un ursolskabi (Urbanaviciute et
al., 2019). Fenola savienojumi darbojas ka antioksidanti dazadiem mehanismiem, un tiem
piemit pretvéza, pretiekaisuma, neiroprotektivas, pretvirusu, sirds un asinsvadu slimibu,
pretdiabéta, holesterina un trigliceridu Iimena mazinoSas 1pasibas (Chahar et al., 2011).

Zinatniskos pétljumos noradits, ka augu lapas esoSo polifenolu savienojumu
pretmikrobas aktivitates sp&ju nodroSina ne tikai izmantojamo botanisko sugu klasts un
geografiska izcelsme. Bitisks ir izejvielas ievaksanas laiks un aktivo savienojumu daudzums.
Pétijjuma pirmaja posma veikta izpéte, ka augu ievakSanas laiks ietekmé Kkimisko
savienojumu saturu lapu ekstraktos. Otraja posma noteiktas lapu ekstraktu
antimikrobialas ipasibas saskana ar prasibam kosmétikas produktu raZosanai, un treSaja
posma izstradatas ekstraktu kombinacijas ar antimikrobialam un antiradikalam
ipasibam.
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Materiali un metodes

Petijumam sadarbiba ar SIA “Cukurini”, SIA “Berrypark” un saimnieciskas
darbibas veicéju J. Jansonu tika ievaktas smiltsérkSku, rudens avenu, kazenu un
krumcidoniju lapas (2.2.1.A. att). Lai novértétu ievaksanas laika ietekmi uz to kimisko
sastavu, lapas saskana ar izstradato metodiku ievaktas cCetras reizes sezona. Papildus
informacijas iegliSanai pétitas arl savvalas kazenu lapas, kas ievaktas Darzkopibas institiita

darza.

Smiltserkski

Kriimcidonijas

Kazenes

2.2.1.A. attéls. Petijuma izmantotas augu lapas.

Pétijumiem ekstrakti sagatavoti un analiz&ti saskana ar shému (2.2.1.B. att.)

LAPAS PIEVIENO UDENI UN HOMOGENIZE, KARSE (APTUR A FILTRE,
SMALCINA FERMENTU (0,1%; 0,25%) IZTUR + 35 °C, 9h FERMENTU DARBIBU) CENTRIFUGE

KIMISKAS ANALIZES (1):

MIKROBIOLOGISKAS ANALIZES (2):

¢ Kopgjais fenolu, flavonoidu, tantnu
saturs;
¢ Antiradikala aktivitate (DPPH")

« Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Aspergillus brasiliensis, aerobo
mikroorganismu kopskaits

2.2.1.B. attels. Petljumu pirma posma shéma.
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Rezultati

legiitie rezultati apkopoti 2.2.1. tabula, novértéts lapu kimiskais sastavs un antiradikala
aktivitate saskana ar novaksanas laiku.
2.2.1. tabula
Lapu (smiltsérksku, kriimcidoniju, avenu, kazenu) kimiskais sastavs un
antiradikala aktivitate

Nosaukumi ‘ Ievaksanas laiks, méneSi

\ junijs \ julijs \ augusts \ septembris
Flavonoidu saturs, mg/100 g
Smiltserkski 164.66 173.81 278.62 253.12
Kramcidonijas 287.85 601.02 264.93 466.31
Avenes (rudens) 73.70 201.91 383.59 384.56
Kazenes 166.45 179,53 419.89 351.55
(Skirne)
Kazenes n 213.30 200.17 251.34
(savvalas)

Polifenolu saturs, mg/100 g

Smiltserkski 258.10 355.21 742.83 539.35
Kramcidonijas 245.46 479.10 410.04 254.34
Avenes (rudens) 160.25 436.65 680.42 458.57
Kazenes 357.85 287.63 356.90 414.89
(Skirne)

Kazenes n 352.15 431.30 169.79
(savvalas)

Taninu saturs, mg/100 g

Smiltserkski 0.31 0.10 0.81 2.07
Kriimcidonijas 0.15 1.28 0.68 0.69
Avenes (rudens) 0.20 0.28 1.05 1.39
Kazenes 0.39 0.11 0.35 0.61
(Skirne)

Kazenes n 0.19 0.72 0.70
(savvalas)

Antiradikala aktivitate, TE mol/100 g

Smiltserkski 3.87 3.29 3.10 3.69
Kriimcidonijas 0.62 1.21 2.71 1.84
Avenes (rudens) 0.89 1.67 3.46 2.90
Kazenes 2.45 2.80 2.06 3.09
(Skirne)

Kazenes n 3.22 3.33 1.77
(savvalas)
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05.02.2021

References kultiiras N* N log No=N/100, log
KvV/iml  KVvV/iml KVvV/1iml
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 9x10* 4.95 2.95
Candida albicans ATCC 10231 9x10° 6.95 4.95
Escherichia coli ATCC 8739 9x10’ 7.95 5.95
Staphylococcus aureus ATCC 6538 4.1x10’ 7.61 5.61
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 2.6x10° 6.41 441

Apkopojot datus un tos izvertgjot, otrajam posmam mikrobiologiskai testéSanai atlasiti
paraugi:

Smiltserkski (4x / septembris)

Kriimcidonijas (3x / augusts)

Avenes (4x / septembris)

Kazenes (Skirne) (4x / septembris)

Kazenes (savvalas) (3x / augusts)

YVVYYVY

Mikrobiologisko analiZzu rezultati

Pettjuma laika analiz&ti piecu veida ekstrakti: avenu lapas — A, kazenu lapas — K, smiltsérksku
lapas — S, krimcidoniju lapas — C, savvalas kazenu lapas — SK. Lai izvairitos no varbiitibas,
ka paraugs varétu saturét nelabveéligu mikrofloru, pirms to piesarnoSanas noteikti tadi
mikroorganismi ka: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Aspergillus brasiliensis un aerobo mikroorganismu kopskaits. Iegttie rezultati paradija, ka
iepriek$ minétie mikroorganismi netika konstatéti, Iidz ar to paraugs uzskatits ka tirs. Talakaja
darba gaita sagatavota suspensija, kura satur€ja references kultiiras, ekstraktu paraugi bija
piesarnoti ar references kultiram (2.2.2. tabula).

Sakotnéja ekstrakta kontaminacija

*N- mikroorganismu skaits sakotn&ja suspensija
No=N/100, inokulétu mikroorganismu skaits parauga

Pamatojoties uz standartu 1ISO 11930: 2019 (Cosmetics — Microbiology — Evaluation
of the antimicrobial protection of a cosmetic producét / Kosmétika — Mikrobiologija —
Kosmétikas Iidzekla pretmikrobu aizsardzibas novértgjums), ja bakteriju kopskaits
samazinajas par 3 log KVV/1ml un raugu par 1 log KVV/Iml, bet peléjumu par 1 vai 0
(nepieauga) KVV/Iml peéc 28 dienu uzglabasanas p&tamajam paraugam tiek novérota
antimikrobiala aktivitate .

Analizgjot pétijuma ieglitos rezultatus, var redzet, ka pec septinu dienu uzglabasanas
butiski palielingjas peléjumu skaits parauga (C), (2.2.1. attéls), (tabula 2.2.2).

Ihttps://www.iso.org/standard/75058.html
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-
(C) péec septinu

2.2.1. attsls. Ar Aspergillus brasiliensis kontaminéts péraug
dienu uzglabasanas.

Pargjiem paraugiem péc septinu dienu uzglabasanas Aspergillus brasiliensis kopskaits
samazinajas (tabula 2.2.2.), kas var liecinat par ekstrakta inhibéjosam Tpasibam
mikroorganismu attistibai. Tacu, iesp&ams, uzglabaSanas laika notika inhib&joso vielu
degradesanas vai inhib&joso vielu koncentracija bija par zemu, rezultata mikroskopisko sénu
attistiba nav samazinajusies.
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Tabula 2.2.2. Ekstrakta antimikrobialas aizsardzibas novértéjums pret peléjumu.

0. diena, 05.02.2021
Sakotngja kontaminacija ar references N g SYVRE N KI\\I;i-/e(l)ti:]log
kulttiram

N KVV/1lg \ 9x10* 4.95 2.95
* Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 *U £ 0.5 log.
2 diena (8.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/1g log KVVV/1g
Aspergillus brasiliensis A 4.0 x 10° 3.60
Aspergillus brasiliensis C 7.0 x 10° 3.85
Aspergillus brasiliensis S 2.0x 10° 3.30+£0.5
Aspergillus brasiliensis SK 1.0 x 10° 3.00+0.5
Aspergillus brasiliensis K 1.0 x 103 3.00+£0.5
7 diena (15.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Aspergillus brasiliensis A 1.0 x 10? 2.00
Aspergillus brasiliensis C 5.0 x 10* 4.70
Aspergillus brasiliensis S 1.0 x 10? 2.00
Aspergillus brasiliensis SK 5.0 X 102 2.70
Aspergillus brasiliensis K 4.0 x 10? 2.60
14 diena (22.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Aspergillus brasiliensis A 9.0 x 10? 295+ 0.5
Aspergillus brasiliensis C 1.0 x 10° 5.00
Aspergillus brasiliensis S 2.0x 10° 3.00+0.5
Aspergillus brasiliensis SK 1.0 x 10* 4.00
Aspergillus brasiliensis K 2.0x 10° 3.30+0.5
21 diena (01.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Aspergillus brasiliensis A 3.0x 10° 3.48
Aspergillus brasiliensis C 3.2x 10° 5.51
Aspergillus brasiliensis S 2.0 x 10° 3.30+0.5
Aspergillus brasiliensis SK 1.4 x10° 4.15
Aspergillus brasiliensis K 2.0 x 10* 4.30
28 diena (08.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVVV/1g
Aspergillus brasiliensis A 3.0 x 10* 4.48
Aspergillus brasiliensis C 7.0 x 10° 5.85
Aspergillus brasiliensis S 1.7 x 10° 5.23
Aspergillus brasiliensis SK 9.0 x 10° 5.95
Aspergillus brasiliensis K 9.0 x 10* 4.95

*U-pielaujama nenoteiktiba (‘deviation”’) ir 0.5 log.
Peéc iegiitajiem rezultatiem var konstatét (tabula 2.2.2.), ka mikroskopisko sénu skaits

uzglabasanas laika butiski pieauga, Iidz ar to var secinat, ka nevienam no ekstraktiem nepiemita
antimikrobiala aktivitate pret Aspergillus brasiliensis.
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Analizgjot iegiitos rezultatus, var secinat, ka tendence uz Candida albicans inhibitora
ipasibam bija novérota paraugiem A un K péc divdesmit astonu dienu uzglabasanas (2.2.2.
att€ls), (tabula 2.2.3.). Paraugam SK péc 14 dienu uzglabasanas ari novérota tendence, ka raugu
Candida albicans attistiba samazinas (tabula 2.2.3.), tomér §1 tendence nesaglabajas turpmak,
kas var liecinat par nepietiekamu inhib&joso vielu saturu ekstrakta.

1:10 1:100 ____1:1000__ 1:10000 1:100000 1:100000

2.2.2. attéls. Raugu Candida albicans attistiba paraugos péc 28 dienu uzglabasanas.

Ir jaatzZime, ka, pamatojoties uz standartu, ja raugu samazinajums uzglabasanas laika ir zemaks par 1
log KVV/1ml, paraugam nepiemit antimikrobialas ipasibas. No pétijuma analizEtajiem paraugiem
tikai ekstraktiem (A, K) Candida albicans koloniju veidojoSo vienibu skaits nedaudz samazinajas.
Tomér samazinajums nav sastadijis 1 log KVV/1ml (jasalidzina ar inokulétu mikroorganismu
skaitu parauga No), lidz ar to nevar teikt, ka iepriek§ mingtiem paraugiem piemita antimikrobiala
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aktivitate. Bet paraugiem netika novérota tendence uz antimikrobialo aktivitati pret raugu Candida

albicans.

Tabula 2.2.3. Ekstrakta antimikrobialas aizsardzibas novértéjums pret raugu.

0. diena, 05.02.2021

Sakotng&ja kontaminacija ar references

No log KVV/1g

No=N/100, log KVV/1g

NKV/1g |  9x10° 6.95 4.95
* Candida albicans ATCC 10231 U £ 0.5 log.
2 diena (8.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Candida albicans A 7.0 x 103 3.85
Candida albicans C 5.0 x 108 6.70
Candida albicans S 1.0 x 10° 6.00
Candida albicans SK 1.1 x 10* 4.04+0.5
Candida albicans K 3.0x 10* 4.48 +0.5
7 diena (15.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Candida albicans A 7.0 x 10* 4.85
Candida albicans C 9.0 x 106 6.95
Candida albicans S 1.0 x 108 6.00
Candida albicans SK 1.4 x 108 6.15
Candida albicans K 6.0 x 10* 4.78
14 diena
(22.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Candida albicans A 1.0 x 10° 5.00
Candida albicans C 8.0 x 108 6.90
Candida albicans S 6.0 x 10° 5.78
Candida albicans SK 9.0 x 10* 4.95
Candida albicans K 9.0 x 10* 4.95
21 diena
(01.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVVV/1g
Candida albicans A 3.0x 10* 4.48 +0.5
Candida albicans C 3.0 x 108 6.48
Candida albicans S 1.0 x 10° 5.00
Candida albicans SK 2.9 x10° 5.46
Candida albicans K 3.0x 10° 3.48
28 diena
(08.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/l1g log KVV/1g
Candida albicans A 4.0 x 10* 4.60
Candida albicans C 2.0 x 106 6.30
Candida albicans S 45x10° 5.65
Candida albicans SK 5.0 x 10° 5.70
Candida albicans K 4.0 x 10* 4.60
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Izvertejot iegiitos rezultatus, var secinat, ka parauga SK nav novérota antimikrobiala aktivitate
pret baktériju Escherichia coli (tabula 2.2.4.). Iepriek§ minéta parauga baktériju dzivotsp&ja
saglabajas visu uzglabasanas laiku (2.2.3. attéls).
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Tabula 2.2.4. Ekstrakta antimikrobialas aizsardzibas novértéjums pret baktériju.

0. diena, 05.02.2021

Sakotngja kontaminacija ar references

No log KVV/1g

No=N/100, log KVV/1g

kulttram

N KVV/1g | 9x107 7.95 5.95
* Escherichia coli ATCC 8739 U = 0.5 log.
2 diena (8.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVVV/1g
Escherichia coli A 8.0 x 10° 5.90
Escherichia coli C 4.0 x 10° 5.60
Escherichia coli S 2.0 x 10* 4.30
Escherichia coli SK 2.6 x 10° 6.41+0.5
Escherichia coli K 8.0x 10° 5.90
7 diena (15.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Escherichia coli A 1.0 x 10! 1.00
Escherichia coli C 1.0 x 10! 1.00
Escherichia coli S 1.0 x 10! 1.00
Escherichia coli SK 2.4 x 107 7.38
Escherichia coli K 1.1x10° 5.04
14 diena
(22.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVVV/1g
Escherichia coli A 1.0 x10* 1.00
Escherichia coli C 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli S 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli SK 1.0 x 10° 5.70
Escherichia coli K 1.0 x 10! 1.00
21 diena
(01.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVVV/1g
Escherichia coli A 1.0 x 10! 1.00
Escherichia coli C 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli S 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli SK 2.0 x 10° 6.30
Escherichia coli K 1.0 x 10t 1.00
28 diena
(08.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/l1g log KVV/1g
Escherichia coli A 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli C 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli S 1.0 x 10t 1.00
Escherichia coli SK 4.0 x 10° 5.60
Escherichia coli K 1.0 x 10! 1.00
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Paraugiem A, C, S, K péc uzglabasanas (28. diena) ir novérota biitiska antimikrobiala
aktivitate, jo bakteriju (Escherichia coli) samazinajums sastadija vairak neka 3 log KVV/1ml
(tabula 2.2.4.)

21.diena

2.2.3. attels. UzglabasSanas laika baktériju Escherichia coli attistiba parauga SK.

Iegttie rezultati liecina, ka antimikrobiala aktivitate pret baktériju Staphylococcus aureus bija
noveérota visiem pétamajiem paraugiem (tabula 2.2.5.). Neliels baktériju Staphylococcus
aureus saturs bija konstatéts 28. uzglabasanas diena (tabula 2.2.5.), paraugiem A, C (2.2.4.
att€ls). Tomér $is saturs nav bitisks un neparsniedza baktériju atlauto robezu samazinajumu 3
log KVV/1ml.
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Tabula 2.2.5. Ekstrakta antimikrobialas aizsardzibas novértéjums pret baktériju.

0. diena, 05.02.2021

Sakotngja kontaminacija ar references
kultoram

No log KVV/1lg

No=N/100, log KVV/1g

N KVV/1g | 4.1x10’ 7.61 5.61
* Staphylococcus aureus ATCC 6538 U £0.5 log.
2 diena (8.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Staphylococcus aureus A 3.0x 10° 3.48+05
Staphylococcus aureus C 1.0 x 10! 1.00
Staphylococcus aureus S 1.0 x 10? 1.00
Staphylococcus aureus SK 1.0 x 10? 1.00
Staphylococcus aureus K 3.0 x 10* 448 £0.5
7 diena (15.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Staphylococcus aureus A 9.0 x 10? 295+ 0.5
Staphylococcus aureus C 1.0 x 10t 1.00
Staphylococcus aureus S 1.0 x 10t 1.00
Staphylococcus aureus SK 1.0 x 10t 1.00
Staphylococcus aureus K 1.0 x 10? 1.00
14 diena (22.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Staphylococcus aureus A 1.0 x 10? 1.00
Staphylococcus aureus C 1.0 x 10? 1.00
Staphylococcus aureus S 1.0 x 10? 1.00
Staphylococcus aureus SK 1.0 x 10t 1.00
Staphylococcus aureus K 1.0 x 10t 1.00
21 diena (01.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/1g log KVV/1g
Staphylococcus aureus A 1.0 x 10t 1.00
Staphylococcus aureus C 1.0 x 10t 1.00
Staphylococcus aureus S 1.0 x 10* 1.00
Staphylococcus aureus SK 1.0 x 10* 1.00
Staphylococcus aureus K 1.0 x 10* 1.00
28 diena (08.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/1g log KVVV/1g
Staphylococcus aureus A 9.0 x 10* 1.95
Staphylococcus aureus C 3.0 x 10! 1.48
Staphylococcus aureus S 1.0 x 10! 1.00
Staphylococcus aureus SK 1.0 x 10! 1.00
Staphylococcus aureus K 1.0 x 10* 1.00
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2.2.4. attels. Baktériju Staphylococcus aureus attistiba péc 28 dienu uzglabasanas

paraugos A, C.

1-100 1-1000 110000 1()000 1-1000000

2.2.5. attéls. Bakterlju Pseudomonas aeruglnosa attlstlba paraugos A SK C péc septinu
dienu uzglabasanas.

Izvertejot iegiitos rezultatus, var secinat, ka visiem analiz€jamiem paraugiem ir konstateta
antimikrobiala aktivitate pret baktériju Pseudomonas aeruginosa (2.2.6. tabula). Baktériju
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pieaugums ir konstatéts tikai otraja un septitaja uzglabasanas diena (2.2.5. att€ls) paraugos A,

SK, C.

Tabula 2.2.6. Ekstrakta antimikrobialas aizsardzibas novértéjums pret baktériju.

0. diena, 05.02.2021 No=N/100, lo

Sakotn&ja kontaminacija ar references kultliram No log KVV/ig KVV/l1g ’

N KVV/1lg 2.6x10° 6.41 4.41
- -
A_I_Pé((e:ugg?7onas aeruginosa U035 log.
2 diena (8.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log KVV/1g
Pseudomonas aeruginosa A 1.0x10° 3.00+£ 0.5
Pseudomonas aeruginosa C 1.0 x 10t 1.00
Pseudomonas aeruginosa S 1.0 x 10? 1.00
Pseudomonas aeruginosa SK 1.0x 10° 3.00+£0.5
Pseudomonas aeruginosa K 1.0 x 10? 1.00
7 diena (15.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log K\VV/1g
Pseudomonas aeruginosa A 1.0 x 102 2.00+ 0.5
Pseudomonas aeruginosa C 5.0 x 10? 2.70 £ 0.5
Pseudomonas aeruginosa S 1.0 x 10t 1.00
Pseudomonas aeruginosa SK 6.0 x 10? 2.78 £ 0.5
Pseudomonas aeruginosa K 1.0 x 10? 1.00
14 diena (22.02.2021) Paraugs Rezultats KVV/lg log K\VVV/1g
Pseudomonas aeruginosa A 1.0 x 10? 1.00
Pseudomonas aeruginosa C 1.0 x 10? 1.00
Pseudomonas aeruginosa S 1.0 x 10t 1.00
Pseudomonas aeruginosa SK 1.0 x 10t 1.00
Pseudomonas aeruginosa K 1.0 x 10t 1.00
21 diena (01.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/1g log KVVV/1g
Pseudomonas aeruginosa A 1.0 x 10! 1.00
Pseudomonas aeruginosa C 1.0 x 10* 1.00
Pseudomonas aeruginosa S 1.0 x 10* 1.00
Pseudomonas aeruginosa SK 1.0 x 10* 1.00
Pseudomonas aeruginosa K 1.0 x 10* 1.00
28 diena (08.03.2021) Paraugs Rezultats KVV/1g log KVVV/1g
Pseudomonas aeruginosa A 1.0 x 10! 1.00
Pseudomonas aeruginosa C 1.0 x 10! 1.00
Pseudomonas aeruginosa S 1.0 x 10! 1.00
Pseudomonas aeruginosa SK 1.0 x 10* 1.00
Pseudomonas aeruginosa K 1.0 x 10* 1.00
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Kriteriji un rezultatu interpretacija

Izvertgjot iegiitos datus, tie ir jasalidzina ar standarta (LVS EN ISO 11930:2019) (tabula
2.2.7.), dotajiem krit€rijiem. Tas nozimé, ka baktriju koloniju veidojoSo vienibu pieaugums
nedrikst but lielaks par 3 log KVV/Iml (vai arl nedrikst biit skaita pieaugums, salidzinot ar
ieprieksgjo reizi sk. tabulu 2.2.7.) 7, 14, 28 analizéSanas diena (izaugu$o koloniju veidojoso
vienibu skaits ir jasalidzina ar inokuléto mikroorganismu skaitu parauga No). Raugu
(C.albicans) koloniju veidojo$o vienibu pieaugums nedrikst biit lielaks par 1 log KVV/1ml (vai
arT nedrikst bat skaita pieaugums, salidzinot ar ieprieks$€jo reizi, sk. tabulu 2.2.7.) 7, 14, 28
analiz€Sanas diena. Savukart pel&juma (A.brasiliensis) koloniju veidojoSo vienibu pieaugums
nedrikst bt lielaks par 0 vai 1 log KVV/1ml 14, 28 analizéSanas diena, sk. tabulu 2.2.7.

Tabula 2.2.7. Paraugu antimikrobialas aizsardzibas spéju noverte atbilstosi kriterijiem.

Log redukcijas vértibas RX = IgNo - IgNy*
Mikroorg. Baktérijas C.albicans A.brasiliensis
TestéSana 7d. 14 d. 28 d. 7d. 14 d. 28 d. 14 d. 28 d.
>3 >3 >3 >1 >1 >1 >0 >1
A kriterijs un un NI un NI | unNI
NI**
B kritarii Nav >3 >3 Nav >1 =1 >0 >0
1tér1ys 3 _
JS | testéts un N| | testets un NI un NI

A Kkriterijs - Paraugiem piemit antimikrobialas aizsardzibas potencials, t.i., [idzeklis ir aizsargats
pret mikroorganismu proliferaciju (potenciali nav riska patérétajam).

B kriterijs - Paraugu antimikrobialas aizsardzibas potencials ir pienemams, ja risku analizes
rezultati norada uz citu aizsardzibas faktoru esamibu, kas minimiz& mikrobiologisko risku
(piem., iepakojums (ar dozatoru, kas minimiz€ kontaminacijas risku).

* U - pielaujama nenoteiktiba ("deviation®) ir 0.5 log.

** NI - "no increase’ - nav skaita pieaugums, salidzinot ar ieprieksgjo reizi.
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Secinajumi

1.

2.

Nevienam no pétitajiem paraugiem nav konstatéta antimikrobiala aizsardziba pret
mikroskopisko séni Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Tendence uz antimikrobialas aizsardzibas ipasibam pret raugu Candida albicans
ATCC 1023, noverota paraugiem A, K.

Péc 14 dienu uzglabaSanas antimikrobialas aizsardzibas ipasibas pret bakteriju
Escherichia coli ATCC 8739, konstatgtas ¢etriem paraugiem (A,K,S,C) iznémums ir
paraugs SK, kuram $is 1paSibas nebija konstatétas.

Jau pé€c septinu dienu uzglabasanas visiem paraugiem novérota antimikrobiala
aktivitate pret baktériju Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Savukart péc 14 dienu uzglabasanas antimikrobiala aizsardziba pret Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, konstatéta visiem p&tamajiem paraugiem.

No pétamajiem paraugiem var izdalit divus labakos A, K, jo tiem ir
antimikrobialas aizsardzibas pret lielako mikroorganismu spektru. Tomeér
jaatzime ari paraugs S, jo Sis paraugs starp pétamo baktériju sugam neparadija
koloniju veidojoSo vienibu pieaugumu.

Turpmakais pétijums

Pamatojoties uz iegiitajiem mikrobiologisko rezultatu datiem, izvéléts turpmakais
péttijums ekstraktu gatavoSanai, izmantojot dazadu lapu kombinacijas. Sagatavoti un analizg&ti
sauso lapu ekstrakti, pé€c kompleksa enzima Laminex BG (E) pievienoSanas $adas
kombinacijas un 9 stundu fermentéSanas +35°C temperatiira:

1.

2
3
4
5.
6.
-
8
9
1

0.

Avenu lapas /Smiltseérksku lapas E* 0,1%

. Avenu lapas /Smiltsérksku lapas E 0,25%

Avenu lapas fermentétas/SmiltserkSku lapas E 0,1%
Avenu lapas fermentetas/SmiltsérkSku lapas E 0,25%
Avenu lapas fermentétas E 0,1%

Avenu lapas fermentétas E 0,25

Avenu lapas E 0,1%

Avenu lapas E 0,25%

Smiltseérksku lapas 0.1%

Smiltsérksku lapas E 0.25%

Sagatavotajiem sauso lapu ekstraktiem analiz€ts taninu saturs. Rezultats izteikts ar
taninskabes ekvivalentu mg 100 g*. Rezultati apkopoti 2.2.8. tabula.
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2.2.8. tabula. Taninu saturs ekstraktos

mg tanin
skabes
Nr.p.k. Ekstrakts ekv, 100g° STDEV
1
1 Avenu lapas /Smiltsérksku lapas E* 0,1% 0.87 0.01
2 Avenu lapas /Smiltsérksku lapas E 0,25% 0.87 0.02
3 OA\:[g/Em lapas fermentetas/Smiltsérksku lapas E 0.73 0.03
4 Avenu lapas ferment&tas/Smiltsérksku lapas E 0.69 0.04
0,25%
5 Avenu lapas fermentetas E 0,1% 0.55 0.02
6 Avenu lapas fermentetas E 0,25 0.54 0.02
7 Avenu lapas E 0,1% 0.83 0.01
8 Avenu lapas E 0,25% 0.83 0.03
9 Smiltsérksku lapas 0.1% 0.98 0.03
10 Smiltsérksku lapas E 0.25% 1.05 0.04

*E1- 0,1% enzims Laminex BG un E2 - 0,25 % enzims Laminex BG

Ferment€Sanas process ieverojami samazinaja flavonoidu saturu avenu lapas.
Flavonoidu saturs mix ekstraktos avenu/smiltsérksku lapu ekstraktos no 148,36 mg katehina
ekv.100g ! (E2) Iidz 159,18 mg katehina ekv.100g " (E1). Pievienota kompleksd enzima
daudzums nedaudz ietekmé flavonoida saturu, ja enzims ir pievienots vairak (0,25%), tad
flavonoida daudzums ekstrakta ir mazaks (2.2.9. tabula).

2.2.9. tabula. Flavonoidu saturs ekstraktos

mg
NI, p.k. Ekstrakts ka;f\l/ma STDEV
100g™*
1 Avenu lapas/Smiltsérksku lapas E* 0,1% 159.18 6.09
2 Avenu lapas/Smiltsérksku lapas E 0,25% 148.36 1.19
3 Avenu lapas fermentetas/Smiltsérksku lapas E 0,1% 134.84 2.40
4 Avenu lapas fermentetas/Smiltsérksku lapas E 0,25% | 125.60 3.01
5 Avenu lapas fermentgtas E 0,1% 119.63 1.79
6 Avenu lapas fermentétas E 0,25 118.96 241
7 Avenu lapas E 0,1% 189.62 2.40
8 Avenu lapas E 0,25% 188.05 1.79
9 Smiltserksku lapas 0.1% 127.41 1.19
10 Smiltsérksku lapas E 0.25% 121.94 3.01

*E1- 0,1% enzims Laminex BG un E2 - 0,25 % enzims Laminex BG

Ferment€Sanas process ieveérojami samazinaja kop€jo fenolu saturu avenu lapu ekstrakta.
Jauktajos ekstraktos (ferment€tas avenu lapas /smiltsérksku lapas) kop&jo fenolu saturs bija
augstaks par (21.6%), salidzinot ar fermenteto avenu lapu ekstraktiem. Maisjjumam
pievienotas smiltsérksku lapas paaugstinaja kop€jo fenolu saturu (2.2.10. tabula).

2.2.10. tabula. Kopgjo fenolu saturs ekstraktos



mg
Nr. p.k. Ekstrakts galluskabes | STDEV
ekv. /100g
1 Avenu lapas/Smiltsérksku lapas E* 0,1% 405.66 3.89
2 Avenu lapas/Smiltsérksku lapas E 0,25% 397.72 1.14
Avenu lapas ferment€tas/SmiltsérkSku lapas E
3 0,1% 333.69 7.67
Avenu lapas ferment€tas/SmiltsérkSku lapas E
4 0,25% 330.69 3.85
5 Avenu lapas fermentétas E 0,1% 257.40 4.53
6 Avenu lapas fermentétas E 0,25 261.24 3.15
7 Avenu lapas E 0,1% 391.76 1.15
8 Avenu lapas E 0,25% 391.00 1.90
9 Smiltsérksku lapas 0.1% 446.94 4.14
10 Smiltsérksku lapas E 0.25% 44474 3.84

*E1- 0,1% enzims Laminex BG un E2 - 0,25 % enzims Laminex BG

Izstradato ekstraktu antioksidantu aktivitate noradita 2.2.11. tabula.
2.2.11. tabula. Antioksidantu aktivitate (DPPH®) lapu ekstraktos

M Troloks | STDEV
Nr. p.k. Ekstrakts ekv, 100 g
1 Avenu lapas/Smiltsérksku lapas E* 0,1% 1.78 0.05
2 Avenu lapas/Smiltsérksku lapas E 0,25% 1.69 0.03
3 Avenu lapas ferment&tas/Smiltsérksku 1.58 0.04
lapas E 0,1%
4 Avenu lapas ferment&tas/Smiltsérksku 1.47 0.03
lapas E 0,25%
5 Avenu lapas fermentétas E 0,1% 1.12 0.02
6 Avenu lapas fermentétas E 0,25 1.09 0.02
! Avenu lapas E 0,1% 1.59 0.02
8 Avenu lapas E 0,25% 1.59 0.02
9 Smiltsérksku lapas 0.1% 196 | 0.03
10 Smiltsérksku lapas E 0.25% 1.94 0.04

*E1- 0,1% enzims Laminex BG un E2 - 0,25 % enzims Laminex BG

Secinajumi

Izvertgjot lapu ekstraktu analizu rezultatus, redzami atSkirigi raditaji: augstakais tantnu saturs
noteikts smiltsérksku lapu ekstraktos, augstakais flavonoidu saturs — avenu lapu ekstraktos,
kopgjais fenolu saturs un antioksidantu aktivitate — smiltsérksku lapu ekstraktos. Nemot véra
antimikrobialas aizsardzibas pétjjumu pret lielako mikroorganismu spektru un §1 pétijuma
rezultatus, atlasiti paraugi, kuriem izstradati tehniskie noteikumi un lapu ekstrakta razoSanas
procesa apraksts.
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FERMENTACIJA UN TAS IETEKME UZ LAPU KIMISKO SASTAVU
levads

Katehini ir galvenas t&jas lapas esosas biokimiskas sastavdalas, un tas fermentacijas laika
oksidgjas par teaflaviniem (TF) un thearubiginiem (TR). TF ir atbildigi par melnas t&jas
savelkoso garSu, spilgtumu, krasu un spirgtumu, un TR veicina tgjas sajiitu mut€ (biezumu) un
krasu. Melno t&ju pagatavo, sasmalcinot un zav&jot svaigas t€jas lapas, lai pirms galigas
apstrades panaktu fermentaciju (Tang et al., 2018). Fermentacijas laika dazi katehini
apvienojas, veidojot kompleksus teaflavinus un citus flavonoidus, kas pieSkir melnajai t€jai
raksturigu garSu un krasu. Lai noverstu fermentaciju, zala t€ja tiek pagatavota, kad svaigas
lapas tiek atri apstradatas, bet savukart oolong t€ja ir dal€ji raudzeta (Khan & Mukhtar, 2018).
T&jas augu lapas ir tadi enzimi ka polifenola oksidaze un peroksidaze, kuras kaltéto t&ju
tvaicgjot, varot mikrovilnpu krasni vai kars€jot, inaktivé endogénas oksidazes. Veselibu
veicinoSi savienojumi, piemé&ram, katehini, teaflavini, thearubigini, flavonoli, kofeins un citi
fenola savienojumi, parsvara ir izplatiti zalas un melnas t&jas lapas. Katehina atvasinajumi
pieder pie flavan-3-oliem un ir zinams, ka tie ir daudz t&jas produktos. Jo ipasi teaflavini ir
atbildigi savienojumi, kas nosaka melnas t&jas uzl&jumu krasu un garSu ka epikatehina (EC),
epigallokatehina (EGC) un gallskabes konjugatus fermentacijas oksidacijas reakcijas (Musial
et al., 2020). P&tjjuma par detalizétu flavonoidu profilu izmainam katra zalas un melnas t&jas
lapu apstrades posma, noskaidroja, ka péc grauzdéSanas zalajas lapas ieveérojami palielinajas
kopgjais flavonoidu saturs. Theaflavini (TF) atradas svaigas lapas, bet péc grauzdéSanas pilniba
pazuda. Apstrade ar karséSanu (250-300 ° C) bija viens no svarigakajiem faktoriem, kas
ietekm&ja t€jas kimisko sastavu, un tika uzskatits, ka tas izraisa noteiktu sastavdalu
palielinaSanos vai samazinaSanos, zave€jot vai hidrolizgjoties beziidens apstaklos. lespgjams,
ka grauzdeSanas posms arT samazina katehina satura zudumu, deaktiviz€jot enzimu polifenola
oksidazes (PPO), izraisot katehina noardiSanos svaigas lapas. Zalo lapu parstradé grauzdéSana
un zaveSana bija vissvarigakie faktori, mainot atsevisku katehinu un flavonolu saturu, un
secinats, ka flavonoidu saturu var optimizgt, kontrolgjot $is darbibas nakotné (Lee et al., 2019).
Jo 1pasi konstatets, ka ZaveéSanas soli ir ar1 faktors, kas pozitivi ietekmé flavonoidu satura
palielinasanos abu t&ju apstradé. Tapeéc Sis rezultats noradija, ka katra apstrades posma
detaliz€tiem nosacijumiem bija svariga loma t&jas lapu flavonoidu profilu maina (Lee et al.,
2019). Kopuma fermentacijas iznakumu var ietekm& dazadi apstakli, ka, pieméram,
temperatira, laiks un pH, ka ar1 nopliiktas lapas daudzums un stavoklis (viena lapa vai pumpurs
lidz cetram lapam un pumpurs). Ferment&ta lapu sula, kas veidojas no jauniem dzinumiem ar
trim lapam un pumpuru vai Cetram lapam un pumpuru, nodro$indja augstu kopgjo
pienemamibu jeb patik3anas pakapi un TF koncentraciju. Sis atskiribas rodas tapéc, ka t&jas
lapam ar dazadiem nopliikSanas (ievakSanas) - standartiem ir atSkirigs katehina saturs un
enzimu aktivitates (Tang et al., 2018).

Pamatojoties uz literatiiras apskatu par fermenteSanas ietekmi uz flavonoidu izmainam
atkariba no lapu apstrades un to antimikrobialam TipaSibam, projekta ietvaros Vveiktas
laboratoriskas analizes divu veidu avenu lapam: savvala augosam meza avenu un rudens majas
avenu lapam Skirnei ‘Polana’. Kimiska sastava salidzinasanai abu avenu lapu paraugi tika gan
zaveti, gan fermentéti.
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Materiali un metodes

Meza un majas avenu lapu paraugi iegtti Dobel€, Darzkopibas institiita. Avenu lapas péc
ievakSanas nekavgjoties ferment€tas un zavétas, vadoties péc noteiktas sheémas, talak iepakotas
un uzglabatas tumsa, sausa vieta 2 méneSus lidz analiz€Sanas procesam. Lapu paraugiem
noteikti raditaji: kopgjie fenoli, flavonoidi, tanini, antioksidantu aktivitate.

Avenu lapu paraugu sagatavoSana
levaktas avenu lapas pirms kalt€Sanas nemazga. Izvélas veselas, labas lapas bez kaitekliem,
atdala katus.

KaltéSana

Izveletas lapas svaigas saliek vienmériga slani uz sieta, un ievieto Zav€jama (infrasarkano
staru) skapt 40 C temperatiira uz 1h (att. 2.2.6.) Izkaltusam lapam jabut sausam un viegli
saberZamam.

Fermentacija
Pirms fermentacijas lapas ievietotas Binder saldéSanas skap1 -20 © C uz 1 stundu izberta veida.

P&c iznemsanas no saldétavas (att. 2.2.7.) katra lapa mehaniski saberzta, lai izdalitos sula (att.
2.2.8.). Saberztas lapas ievietotas konteinera/trauka un apsegtas ar kokvilnas dvieli. Uzliktas
zem sloga uz 15-17 stundam. Fermentétas tumsa istaba, temperatiira ne augstaka par 23 °C.
TuréSanas ilgums atkarigs no smarzas intensitates. P&c tur€Sanas zem sloga, lai apturétu
fermentacijas procesu, sakotngji lapas zavetas 100 °© C 30 miniites. Tad temperatiira samazinata
Iidz 50 ° C un zavesanas process turpinats, 11dz lapas kluva sausas.

2.2.6. att. Avenu lapu 2.2.7. att. Saldétas avenu 2.2.8. att. Saberztas avenu
sagatavoSana kalteSanai. lapas. lapas.
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Rezultati

Avenu lapu (svaigu un fermentetu) kimisko analizu rezultati noraditi 2.2.12. tabula, svaigu un
ferment€tu lapu tidens ekstrakti 2.2.9. attela.

2.2.12. tabula. Datu kopa: kopéjo fenolu, flavonoidu un taninu saturs avenu lapu

paraugos

Avenu sausas

drogas - Flavonoidu AOA (DPPH),
Lapu daudzums, g Fenolul(s)gturs, Tammiggturs saturs, mg 100 | Troloks ekv.
ekstraki uz 100ml mg o4 mg 20 g mili moli /100g

udens

VID [ STDEV | VID | STDEV | VID [ STDEV | VID | STDEV | VID | STDEV
Meza 50 | 09 | 264 | 11 |08 | 00 |119| 03 |1526| 16.1
avenes
Fermentéetas
meza 58 | 04 | 179 | 10 | 05| 00 | 66 | 05 |[1025| 3.2
avenes
Majas 58 | 09 |270| 30 |08 | 02 |111| 12 |1680| 222
avenes
Fermentéetas
majas 56 | 08 | 260| 09 | 08| 00 |106| 08 [1594| 97
avenes

2.2.9. attels. Lapil udens ekstrakti.

Kopgjo fenolu saturs avenu lapu paraugos varié no 360,1 lidz 5112,0 mg 100 g*,
flavonoidu saturs — no 615,82 lidz 2430,11 mg 100 g, savukart taninu saturs no 46,77 lidz
367,30 mg 100 g*. Iegiitie rezultati norada, ka pastav atskiriba starp lapu idens un 40% etanola
ekstraktiem. Vislielako fenolu, flavonoidu un taninu saturu uzrada majas avenu lapu tdens
ekstrakta paraugs. Zinatniskos pétijjumos noradits, ka tdens ir viens no labakajiem
skidinatajiem polaro savienojumu (pie ka pieder daudzi fenolu savienojumi) ekstrakcijai no
augu materiala (Seo et al., 2014). Vislielako antiradikalo aktivitati uzradija savvalas avenu lapu
paraugs Gidens ekstrakta — 9,82 moli/100g. Otru lielako vértibu uzradija majas avenu lapu
paraugs 40% etanola ekstrakta — 9,24 moli/100g. Savukart vismazako antiradikalo efektivitati
uzradija fermentetais savvalas avenu lapu paraugs 40% etanola ekstrakta, tikai 1,72 moli/100g.

Ir redzams, ka savvala iegiito avenu lapu paraugs no majas audzeto avenu lapu parauga
atSkiras — majas augusam avenu lapam ir vairak sekundaro metabolitu un labaka biologiska
aktivitate. Tas skaidrojams ar abu paraugu attistibas stadiju ievakSanas laika. levacamo paraugu
attistibas stadijas parametri tiek reglamenteti saskana ar informaciju par kultiiraugu attistibu
(attistibas stadija (AS)) (Valsts augu aizsardzibas dienests, 2021). Meza aveném ievakSanas
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laika (30. jiinija) jau bija izveidojusies ziedu aizmetni (attistibas faze 5), savukart rudens avenes
Saja laika bija sasniegusSas tikai treSo attistibas fazi (tuvu dzinumu augSanas beigam).
Zinatniskie petijumi norada, ka avenu un kazenu lapas dazadas augu attistibas stadijas kimisko
savienojumu daudzums bitiski atskiras (Ponder & Hallmann, 2019 un Noémi, Eva, & Eniké,

2018). Rudens aveném kimisko sastavu var ietekmé&t ari augSanas klimatiskie apstakli
(Freeman et al., 2011).

Secinajumi

1) Vislielakais kop€jo polifenolu (P), flavonoidu (F) un taninu (T) saturs starp analiz&tajiem
paraugiem noteikts majas rudens avenu tgjai (attiecigi P=26,96 mg 100 g’; F=11,14 mg 100 g
1un T=0,84 mg 100 g™).

2) Pamatojoties uz zinatniskiem pétijjumiem, pienemts, ka ferment&tu lapu paraugi ir piemeroti
ekstraktu ar antiradikalam un antimikrobialam ipasibam izstradei, IpaSi kombinacija ar
svaigam lapam.

3) Augu lapu ekstraktu pétijumu rezultata izstradati tris ekstrakti, kas biitu pieméroti lictoSanai
kosmétikas razoSana, un ne tikai. Pateicoties to kimiskajam sastavam (taninu un flavanoidu
saturam), ekstrakti piemeroti funkcionalas partikas produktu izstradei.

4) Sagatavoti raZosanas procesa apraksti un tehniskie nteikumi (Pielikumi R2.2.1.;
R2.2.2.; R2.2.3))
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R2.2.1. PIELIKUMS

LAD projekts Izstradaja:

Nr. 19-00-A01612-000006

UZNEMUMS (vards, uzvards)

AVENU LAPU EKSTRAKTA —
RAZOSANAS PROCESA APRAKSTS | Apstiprina:

s, wpvard
TEHNISKIE NOTEIKUMI (vards, uzvards)

Tehnologiska procesa apraksts attiecas avenu lapu ievaksanai, kalteSanai, avenu lapu
ekstraktu gatavosanai, uzglabaSanai, kvalitativo raditaju noteikSanai, lai Tstenotu projekta
“Biotehnologiju kompetences attistiba augstvértigu darzkopibas produktu ieguvei” izvirzitos
uzdevumus.

1. AVENU LAPU IEVAKSANA, APSTRADE PIRMS KALTESANAS

Ekstrakta gatavos$anai izmanto atbilstosas kvalitates avenu dzinumus ar lapam, kas ievakti
atbilstosa vegetacijas stadija saskana ar BBCH skalu (1. attéls). Ievacamo dzinumu attistibas
stadijas parametri novertéti, pamatojoties uz Valsts augu aizsardzibas dienesta (VAAD)
informaciju par kultiraugu attistibu (attistibas stadija (AS)).

http://noverojumi.vaad.gov.lv/kulturaugu-fenologija/auglaugi

!,

1. attels. AS 31-AS 33 — Dzinums sasniedzis apméram 10-30% no raksturiga garuma.

e Avenu dzinumus ar lapam ievac sausa laika.

e Pirms apstrades ievaktos avenu dzinumus ar lapam novieto vietas, kas ir aizsargatas no
tieSu saules staru ietekmes.

e levaktos dzinumus ar lapam péc iesp&jas atrak nogada uz apstrades vietu, nemazga, bet
atlapo no stubladja, vienlaikus veic avenu lapu vizualo parbaudi, SkiroSanu, aizvacot
sadzeltejusas, mehaniski bojatas lapas vai to dalas, vai citu augu piejaukumus (ja tadi ir).
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AVENU LAPU ZAVESANA

Avenu lapas izklaj uz tiriem, sausiem sietiem vai auduma ramjiem, zavé piemérota
aprikojuma ar maksligo ventilaciju.

Lapas zave + 40 C temperatura.

Zavéto avenu lapu sausuma pakapi nosaka ar tausti, lapam ir jalizt. Mitruma saturam jabiit
robezas no 8-10%.

EKSTRAKTA GATAVOSANA

Kaltetas, sausas avenu lapas samal pulveri, izmantojot piemérotas dzirnavas.
Sagatavotais avenu lapu pulveris iesverts trauka (proporcija 1g:100g tidens), atbilstosi
pievienots kompleksa enzima Laminex BG daudzums (0.1%). Ekstrakcijas laika péc
enzima pievienosanas palielinas salicilatu hidrolize, tiek panakts pilnvertigaks
ekstrah€Sanas process.

Sagatavotajam ekstraktam noteikts pH. NepiecieSamibas gadijuma pH piekorigé ar
salsskabes vai natrija hidroksida skidumu Iidz pH 5.5, riipigi izmaisot.

Trauku ar ekstraktu nosedz, ievieto termostata, ekstrakciju veic +35 °C temperatiira
devinas stundas.

Lai inaktivétu fermentu darbibu, ekstraktu uzkarsé lidz 100°C temperattrai 10 mindites.
Ekstrakts tiek atdzeséts, izfiltréts caur auduma (piem., lavsana) filtru. Lai iegtitu dzidraku
filtratu, lapu ekstraktu centrifugg vai filtré ar atbilstoSu aprikojumu.

IEPAKOSANA UN MARKESANA

Iegiito dzidro avenu lapu ekstraktu paraugu sapilda mark&tos tiros, hermétiskos traukos.
Iepakojumam janodroSina produkta kvalitates raditaju un T1paSibu saglabasana.
Iepakojumam jaatbilst MK Noteikumu Nr.808 ‘“Noteikumi par materialiem un
izstradajumiem, kas paredzeti saskarei ar partiku” prasibam.

MarkeSana.
Katru produkta taras vienibu marke ar etiketi.
Mark&umam jaatbilst aktualo normativo aktu prasibam.
Markg&jumam jabiit neizdz€Samam, viegli salasamam un saskatamam.
Etiketei jabut tirai, bez poligrafiskiem defektiem, bez krokam.
Etiketei vai mark&umam jabiit izturigam pret argjas vides ietekmi.

Markeéjuma — etikete jauzrada sada informacija:
e produkta nosaukums un (vai) precu zime;

e razotdja nosaukums vai razotaja zime (logo), juridiska adrese, telefona numurs un majas

lapas adrese;

e neto masa vai tilpums;
e produkta sastavdalu saraksts atbilstosi Latvijas Republikas speka esoSajai

likumdoSanai;

e biitiskas piezimes;
e rekomendéta uzglabasanas temperatiira no +0°C lidz +4 °C;
e izcelsmes valsts;
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e deriguma garantijas termins ar vardiem “Ieteicams lidz”, datums identifice partiju.

5. KVALITATIVIE RADITAJI AVENU LAPU EKSTRAKTAM

Ekstraktu organoleptiskajam, fizikali — kimiskajam, mikrobiologiskam ipasibam jaatbilst
noteiktajiem raditajiem 1.tabula.

Raditaja nosaukums Avenu lapu ekstrakts Parbaudes metode*
1.1zskats Viendabigs s.lgldrl}ril.s qu auga Péc TN 5.1. punkta
lapu dalu piemaisijumiem
2 Aromits Raksturigs, _patlkams kaltétu avenu Péc TN 5.1. punkta
lapu aromats
Bruina ar nedaudz zalganu nokrasu,
3.Krasa botaniskajam sugas Pec TN 5.1. punkta
raksturojumam atbilsto$a krasa
4.pH 5.5 Pec TN 5.2. punkta
5.Kop¢gjais fenolu saturs, 1 ~
mg Gal sk.ekv. Ne mazak ka 350 mg 100 g Pec TN 5.3.punkta
6. Taninu saturs, mg _
Kateh.eky. 0,80 mg/100g Péc TN 5.4. punkta
7. Mikrobiologiskie
raditaji:
Pele st <50 KVV/1g
clejurha senttes Nosaka akreditéta
Raugu $iinas <50 KVV/lg laboratorija
Kopégjais mikroorganismu <100 KVV/1 g
skaits

*parbaudes metodes

5.1.Produkta izskatu un krasu nosaka vizuali, apskatot parbaudamo paraugu — ekstraktu
ielietu trauka, pacelot trauku pret gaismas avotu. Aromatu parbauda organoleptiski.

5.2pH merits ar pH metru Jenway (Kalibracija saskana ar iekartas ekspluatacijas
noteikumiem).

5.3.Kopgjais fenolu saturs, mg Galluskabes ekv., noteikts ar spektrofometrisko metodi,
saskana ar Singleton et al., 1999.

5.4. Taninu saturs, mg Katehina ekv. noteikts ar spektrofometrisko metodi, saskana ar Paver
etal., 2010.

6. KVALITATES GARANTIJAS

e Produkta kvalitati apliecina uznémuma parstrades vaditajs.

e Visos ekstrakta pagatavoSanas aprites posmos (lapu ievakSana, apstrade, ekstraktu
ieguve, iepakoSana un uzglabasana) uzp@muma tiek nodroSinatas obligatas
nepiecieSamas higi€nas prasibas saskana ar ieviesto paskontroles sistemu.

e Izgatavotajs garanté produkcijas atbilstibu $1 apraksta prasibam, ja paterétajs ievero
Sajos noteikumos uzraditos uzglabasanas noteikumus.
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R2.2.2. PIELIKUMS

LAD projekts Izstradaja:
Nr. 19-00-A01612-000006

UZNEMUMS (vards, uzvards)
FERMENTETU AVENU LAPU
EKSTRAKTA RAZOSANAS
PROCESA APRAKSTS Apstiprina:
TEHNISKA SPECIFIKACIJA (vards, uzvards)

Tehnologiska procesa apraksts attiecas Uz avenu lapu ievakSanu, saldéSanu,
ferment&sanu, kaltesanu, ferment&tu avenu lapu ekstraktu gatavoSanu, uzglabasanu, kvalitativo
raditaju noteikSanu, lai Tstenotu projekta “Biotehnologiju kompetences attistiba augstvértigu
darzkopibas produktu ieguvei” izvirzitos uzdevumus.

1. AVENU LAPU IEVAKSANA, APSTRADE PIRMS FERMENTESANAS

Ekstrakta gatavos$anai izmanto atbilstosas kvalitates avenu dzinumus ar lapam, kas ievakti
atbilstosa vegetacijas stadija saskana ar BBCH skalu (1. attgls).

Ievacamo dzinumu attistibas stadijas parametri nov&rtéti, pamatojoties uz Valsts augu
aizsardzibas dienesta (VAAD) informaciju par kultiiraugu attistibu (attistibas stadija (AS)).

http://noverojumi.vaad.gov.lv/kulturaugu-fenologija/auglaugi
FET N A S S e
‘ & ,p‘l,:\,_ fff}? «,,«.,

» v

Tl
-

1. attels. AS 31-AS 33 — Dzinums sasniedzis apméram 10-30% no raksturiga garuma.

e Avenu lapas ievac sausa laika;

e Pirms apstrades ievaktos avenu dzinumus ar lapam novieto vietas, kas ir aizsargatas no
tieSu saules staru ietekmes;

o levaktas lapas pec iesp€jas atrak nogada uz apstrades vietu, nemazga, bet atlapo no
stublaja, vienlaikus veic avenu lapu vizualo parbaudi, SkiroSanu, aizvacot sadzeltgjusas,
mehaniski bojatas lapas vai to dalas, vai citu augu piejaukumus (ja tadi ir);

e Avenu lapas izklaj uz tiriem un sausiem plauktiem (2. attéls) un ievieto Binder
saldesanas skapi pie -20 +1° C temperatiira uz 1 stundu.

e Lapas sasaldeSana uz sietiem notiek strauji. To nodroSina papildus ieslégta gaisa
cirkulacija.
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2. attels. Avenu lapas pirms un péc saldeSanas.

2. AVENU LAPU FERMENTACIJA UN ZAVESANA

Fermentacija ir biokimisks process, kura fermentu iedarbiba sadalas organiskie
savienojumi, atbrivojot energiju, un veido jaunus kimiskus, tai skaita fenolu savienojumus.
Ferment&Sanas procesa iesaistito bakteriju un séniSu darbibas rezultata avenu lapas klust
tumsakas. Ferment€tu avenu lapas sagatavo saskana ar procesa shému (3. attéls).

Lapu
sagatavoiana

e —
| Fermenticija | KalteSana
1. SasaldEsana - .
S Nt
stundu
2. Lapu sulas

izdalisana

3. Raudz&fana:
zemsloga 15-17
stundas

4 Fermentiicijas
apturéiana;

Karséiana Nrl.
100 # C30 min

Karséiana Nr.2:
samazina
temperatiiru [idz
50° C. Zave lidz
lapas sausas

3. attels. Fermentetu avenu lapu sagatavoSanas procesa shéma.

. Péc stundas, kad avenu lapu iznemtas no Binder saldeéSanas skapja, tas mehaniski
saberz, lai izdalitos sula.

o Saberztas lapas ievietotas konteinera/trauka ar vaku vai parklaju. Papildu lapam uzlikts
slogs un veikta fermentgsana 15-17 stundas.
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Ferment@Sanu veic tumsa telpa, ne augstaka temperatiira par 22+1 ° C. TuréSanas ilgums
atkarigs no izveletas ekstrakta stipruma intensitates.

Fermentacijas apturéSanai avenu lapas ievieto zavejama skapi +100 ° C temperatiira uz
30 mintteém.

P&c tam temperatiira samazinata [idz 50 °C un zavésanas process turpinats 11dz lapas klaist
sausas.

Zavéto avenu lapu sausuma pakapi nosaka ar tausti, lapam ir jalizt. Mitruma saturam
jabiit robezas no 8-10%.

3. EKSTRAKTA GATAVOSANA

Ferment@tas, sausas avenu lapas samaltas pulveri, izmantojot piemérotas dzirnavas.
Sagatavotais avenu lapu pulveris iesvérts trauka (proporcija 1g:100g tdens), atbilstosi
pievienots kompleksa enzima Laminex BG daudzums (0.1%). Ekstrakcijas laika péc
enzima pievienoSanas palielinas salicilatu hidrolize, tiek panakts pilnvertigaks
ekstrah&Sanas process.

Sagatavotajam ekstraktam noteikts pH. NepiecieSamibas gadijuma pH piekorigé ar
salsskabes vai natrija hidroksida Skidumu lidz pH 5.5, ripigi izmaisot.

Trauku ar ekstraktu nosedz, ievieto termostata, ekstrakciju veic +35 °C temperatiira
devinas stundas.

Lai inaktivétu fermentu darbibu, ekstraktu uzkarse Iidz 100 °C temperatiira 10 minttes.
Ekstrakts tiek atdzeséts, izfiltréts caur auduma (piem., lavsana) filtru. Lai iegtitu dzidraku
filtratu, lapu ekstraktu centrifugg, vai filtr€ ar atbilstosu aprikojumu.

4. TIEPAKOSANA UN MARKESANA

legito dzidro fermenteto avenu lapu ekstraktu paraugus sapilda markétos tiros,
hermétiskos traukos.

Iepakojumam janodroSina produkta kvalitates raditdju un T1pasibu saglabasana.
Iepakojumam jaatbilst MK Noteikumu Nr.808 ‘“Noteikumi par materialiem un
izstradajumiem, kas paredzeti saskarei ar partiku” prasibam.

MarkeSana.

Katru produkta taras vienibu marke ar etiketi.

Markg&jumam jaatbilst aktualo normativo aktu prasibam.
Markg&jumam jabiit neizdz€Samam, viegli salasamam un saskatamam.
Etiketei jabut tirai, bez poligrafiskiem defektiem, bez krokam.
Etiketei vai mark&umam jabiit izturigam pret ar&jas vides ietekmi.

Markéjuma — etikete jauzrada Sada informacija:

e produkta nosaukums un (vai) precu zime;

e razotdja nosaukums vai razotaja zime (logo), juridiska adrese, telefona numurs un majas
lapas adrese;

e neto masa vai tilpums;

e produkta sastavdalu saraksts atbilstosi Latvijas Republikas speka esoSajai
likumdoS$anai;
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butiskas piezimes;

izcelsmes valsts;

5. KVALITATIVIE RADITAJI

EKSTRAKTAM

rekomend@ta uzglabasanas temperatiira no +0 °C Iidz +4 °C

deriguma garantijas termins$ ar vardiem “leteicams Iidz”, datums identifice partiju.

FERMENTETU AVENU LAPAM

Ekstraktu organoleptiskajam, fizikali — kimiskajam, mikrobiologiskam ipasibam jaatbilst

noteiktajiem raditajiem 1.tabula.

Raditaja nosaukums

Fermentetu avenu lapu
ekstrakts

Parbaudes metode*

Viendabigs skidrums

11zskats bez auga lapu dalu P&éc TN 5.1. punkta
piemaisijumiem
Raksturigs, patikams
2.Aromats kaltétu avenu lapu P&c TN 5.1. punkta
aromats
Brtina ar nedaudz
zalganu nokrasu,
3. Krasa botaniskajam sugas P&éc TN 5.1. punkta
raksturojumam
atbilstosa krasa
4.pH 55 P&éc TN 5.2. punkta
5 ﬁgpg;lzkszﬁs%u saturs, | Ne mazak ka 250 mg 100 | 5.3.punkta

6. Tanmu saturs, mg
Kateh.ekv.

0,50 mg/100g

P&c TN 5.4. punkta

7. Mikrobiologiskie
raditaji:
Pelgjuma senites
Raugu §iinas
Kopgjais
mikroorganismu
skaits

<50 KVV/1 g
<50 KVV/1 g
<100 KVV/1 g

Nosaka akreditSta
laboratorija

*parbaudes metodes

5.1.Produkta izskatu un krasu nosaka vizuali, apskatot parbaudamo paraugu — ekstraktu
ielietu trauka, pacelot trauku pret gaismas avotu. Aromatu parbauda organoleptiski.

5.2pH merits ar pH metru Jenway (Kalibracija saskana ar iekartas ekspluatacijas

noteikumiem).

5.3.Kopgjais fenolu saturs, mg Galluskabes ekv., noteikts ar spektrofometrisko metodi,
saskana ar Singleton et al., 1999.
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5.4.Taninu saturs, mg Katehina ekv. noteikts ar spektrofometrisko metodi, saskana ar Paver
etal., 2010.

6. KVALITATES GARANTIJAS

e Produkta kvalitati apliecina uznémuma parstrades vaditajs.

e Visos ekstrakta pagatavoSanas aprites posmos (lapu ievakSana, apstrade, ekstraktu
ieguve, iepakoSana un uzglabasana) uzp€muma tiek nodroSinatas obligatas
nepiecieSamas higi€nas prasibas, saskana ar ieviesto paskontroles sisteému.

e [zgatavotajs garant€ produkcijas atbilstibu §1 apraksta prasibam, ja paterétajs ievéro
Sajos noteikumos uzraditos uzglabasanas noteikumus.
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R2.2.3. PIELIKUMS

LAD projekts Izstradaja:
Nr. 19-00-A01612-000006

UZNEMUMS (vards, uzvards)
AVENU/SMILTSERKSKU LAPU
EKSTRAKTA RAZOSANAS Apstioring:
PROCESA APRAKSTS pstiprina.

(vards, uzvards)

Tehnologiska procesa apraksts attiecas Uz avenu lapu un smiltsérksku dzinumu ar
lapam ievakSanai, kaltéSanai, ekstraktu gatavoSanai, uzglabaSanai, kvalitativo raditaju
noteikSanai, lai Tstenotu projekta “Biotehnologiju kompetences attistiba augstvértigu
darzkopibas produktu ieguvei” izvirzitos uzdevumus.

1. AVENU LAPU UN SMILTSERKSKU JAUNO DZINUMU AR LAPAM IEVAKSANA,
APSTRADE PIRMS KALTESANAS

Ekstrakta gatavosanai izmanto atbilstoSas kvalitates avenu un smiltsérksku dzinumus ar lapam,
kas ievakti atbilstosa vegetacijas stadija saskana ar BBCH skalu (1. att€ls). levacamo dzinumu
attistibas stadijas parametri noverte€ti pamatojoties uz Valsts augu aizsardzibas dienesta
(VAAD) informaciju par kultiraugu attistibu (attistibas stadija (AS)).

http://noverojumi.vaad.gov.lv/kulturaugu-fenologija/auglaugi

‘l"\ ‘F‘ ‘%t;v@:’w

1.attels. AS 31-AS 33 — Dzinums sasniedzis apméram 10-30% no raksturiga garuma.

e Avenu lapas un smiltsérksku jaunos dzinumus ievac sausa laika.

e Pirms apstrades ievaktos avenu un smiltsérksku dzinumus ar lapam novieto vietas, kas ir
aizsargatas no tieSu saules staru ietekmes.

e Jevaktos dzinumus un lapas p&c iesp€jas atrak nogada uz apstrades vietu, nemazga, bet
atlapo no stublaja, vienlaikus veic lapu vizualo parbaudi, SkiroSanu, aizvacot
sadzeltejusas, mehaniski bojatas lapas vai to dalas, vai citu augu piejaukumus (ja tadi ir).

2. AVENU UN SMILTSERKSKU JAUNO DZINUMU AR LAPAM ZAVESANA
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Avenu lapas un smiltsérksku jaunos dzinumus ar lapam izklaj uz tiriem, sausiem sietiem,
vai auduma ramjiem, zave piemérota aprikojuma ar maksligo ventilaciju.

Lapas zaveé + 40 C temperatiira.

Zavéto avenu un smiltsérkiku lapu sausuma pakapi nosaka ar tausti, lapam ir jalazt.
Mitruma saturam jabiit robezas no 8-10%.

3. EKSTRAKTA GATAVOSANA

Sagatavotais avenu/smiltsérksku lapu pulveris iesverts trauka (proporcija 1g:100g tidens),
atbilstosi pievienots kompleksa enzima Laminex BG daudzums (0.1%). Ekstrakcijas laika
péc enzima pievienoSanas palielinas salicilatu hidrolize, tiek panakts pilnvertigaks
ekstrah&Sanas process.

Sagatavotajam ekstraktam noteikts pH. NepiecieSamibas gadijuma pH piekorigeé ar
salsskabes vai natrija hidroksida Skidumu lidz pH 5.5, riipigi izmaisot.

Trauku ar ekstraktu nosedz, ievieto termostata, ekstrakciju veic +35 °C temperatiira devinas
stundas.

Lai inaktivétu fermentu darbibu, ekstraktu uzkarsé lidz 100 °C temperatiira 10 mintites.
Ekstrakts tiek atdzesets, izfiltréts caur auduma (piem., lavsana) filtru. Lai iegiitu dzidraku
filtratu, lapu ekstraktu centrifugg, vai filtr€ ar atbilstosu aprikojumu.

4. TIEPAKOSANA UN MARKESANA

legiito dzidro avenu/smiltsérkSku lapu ekstraktu paraugus sapilda mark&tos ftiros,
hermétiskos traukos.

Iepakojumam janodroSina produkta kvalitates raditdju un T1pasSibu saglabasana.
Iepakojumam jaatbilst MK Noteikumu Nr.808 ‘“Noteikumi par materialiem un
izstradajumiem, kas paredzeti saskarei ar partiku” prasibam.

MarkeSana.

Katru produkta taras vienibu marke ar etiketi.

Mark&jumam jaatbilst aktualo normativo aktu prasibam.
Mark&umam jabut neizdzeéSamam, viegli salasamam un saskatamam.
Etiketei jabit tirai, bez poligrafiskiem defektiem, bez krokam.
Etiketei vai mark&jumam jabiit izturigam pret argjas vides ietekmi.

Markéjuma — etikete jauzrada Sada informacija:

e produkta nosaukums un (vai) precu zime;

e razotaja nosaukums vai razotaja zime (logo), juridiska adrese, telefona numurs un majas
lapas adrese;

e neto masa vai tilpums;

produkta sastavdalu saraksts atbilstosi Latvijas Republikas speka esoSajai

likumdoS$anai;

bitiskas piezimes;

rekomendéta uzglabasanas temperatiira no +0 °C lidz +4 °C

izcelsmes valsts;

deriguma garantijas termins$ ar vardiem “leteicams Ilidz”, datums identificg partiju.
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5. KVALITATIVIE RADITAJI AVENU LAPU EKSTRAKTAM

Ekstraktu organoleptiskajam, fizikali — kimiskajam, mikrobiologiskam ipasibam jaatbilst
noteiktajiem raditajiem 1.tabula.

s Avenu/smiltsérksku lapu Parbaudes metode*
Radrttaja nosaukums ekstrakts
1.1zskats Viendabigs skidrums bez auga

. e Péc TN 5.1. punkta
lapu dalu piemaisijumiem

Raksturigs, specifisks kaltetu

2.Aromats avenu/smiltsérkSku un avenu lapu Péc TN 5.1. punkta
aromats
Briina ar nedaudz zalganu nokrasu,
3.Krasa botaniskajam sugas Péc TN 5.1. punkta
raksturojumam atbilsto$a krasa
4.pH 55 Pec TN 5.2. punkta
8.Kop¢gjais fenolu saturs, 1 _
mg Gal sk.ekv. Ne mazak ka 390 mg 100 g Pec TN 5.3.punkta
9.Taninu saturs, mg -
Kateh.eky. 0,85 mg/100g P&éc TN 5.4. punkta
10.Mikrobiologiskie
raditaji:
& ang <50 KvV/1
Pelgjuma senites g Nosaka akreditéta
Raugu $tinas <50 KVV/1g laboratorija
Kopgjais mikroorganismu <100 KVV/1 g
skaits

*parbaudes metodes
5.1 Produkta izskatu un krasu nosaka vizuali, apskatot parbaudamo paraugu - ekstraktu
ielietu trauka, pacelot trauku pret gaismas avotu. Aromatu parbauda organoleptiski.
6.1.pH meérits ar pH metru Jenway (Kalibracija saskana ar iekartas ekspluatacijas
noteikumiem).
6.2.Kopgjais fenolu saturs, mg Galluskabes ekv., noteikts ar spektrofometrisko metodi,
saskana ar Singleton et al., 1999.

6.3.Taninu saturs, mg Katehina ekv. noteikts ar spektrofometrisko metodi, saskana ar Paver
et. al., 2010.

KVALITATES GARANTIJAS

e Produkta kvalitati apliecina uznémuma parstrades vaditajs.

e Visos ekstrakta pagatavoSanas aprites posmos (lapu ievakSana, apstrade, ekstraktu
ieguve, iepakoSana un uzglabasana) uzp€muma tiek nodroSinatas obligatas
nepiecieSamas higi€nas prasibas, saskana ar ieviesto paskontroles sisteému.

e [zgatavotajs garant€ produkcijas atbilstibu §1 apraksta prasibam, ja paterétajs ievero
Sajos noteikumos uzraditos uzglabasanas noteikumus.
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R2.3. Sagatavoti smiltsérksku ellas razoSanas tehniskie noteikumi (individualai
izejvielai veikta kvalitates standartizacija tris gadu perioda).
levads

Latvija smiltsérkski pieskaitami pie netradicionalajam kultiiram, tomér ped€jos gadu
desmitos tie ir kluvusi populari, par ko liecina stadijumu platibu palielinasanas un dazado
produktu piedavajums tirgt. Tacu galvena smiltsérksku vertiba ir to dziednieciskas 1pasibas.
Medicina smiltsérkski izmantoti jau miisu &ras 618.—907. gada, un tikai kops 19. gadsimta tie
ir plasak pazistami ka kultiiraugi. Auglus raksturo daudzveidigs kimiskais sastavs, tos uzskata
par vienu no svarigakajiem daba eso$ajiem augiem, kas satur daudz un dazadus biologiski
aktivus savienojumus: t.sk. C, E, K3, ka arT P un B grupas vitaminus, karotinoidus, sterolus,
tokoferolus, nepiesatinatas taukskabes, polifenolu savienojumus, mikro un makroelementus.
Smiltsérksku kultiiras izmantoSanas virzieni ir daudzveidigi, tacu, pateicoties smiltsérksku
auglu un it seviski ellas kimiskajam sastavam, tos plasi izmanto medicina, kosmetika, ka ar1
partikas industrija. Smiltsérksku ellai pasaul€ jau sen ieradita nozimiga vieta farmakologija un
vertigu to padara ipasais kimiskais sastavs, 1pasi ar dazadu nepiesatinato un piesatinato
taukskabju saturu. Zinatniskie p&tijumi norada, ka ellas saturs auglos ir atkarigs no dazadiem
faktoriem: izcelsmes vietas, Skirnes, novakSanas laika un ellas ieguves metodes. Latvija tiek
audzeétas dazadas smiltserkSku Skirnes ar atSkirigu kimisko sastavu. Piem&ram, Skirnes
‘Botaniceskaja Lubitelskaja’ ogas ir dzelteni oranzas, tas satur mazak karotinoidu un ir
piemé&rotas sulas ieguvei. Savukart Skirnes ‘Prozracnaja’, ‘Mary’ un ‘Tatjana’ ogas ir
oranzakas, karotinoidu saturs ir lielaks, kas ir svarigs ellas kvalitativs raditajs. Smiltsérkski ir
vieni no nedaudzajiem augliem, kuros ella sastopama gan auglu mikstuma, gan s&klas.
Projekta ietvaros tika pétita un rupnieciskos apstaklos SIA L.E.V. Ekstraktu rapnica
adaptéta smiltsérksku ellas ieguves tehnologija, ka izejvielu izmantojot veselas ogas, kas
audzétas z/s “Cukurini” (2.3.1. attgls).

2.3.1. attels. Smiltsérksku raza z/s “Cukurini”.

)

Smiltsérksku ellu var iegiit ar dazadam metodém, turklat metodes izvele bus atSkiriga
lietoSanai majas apstaklos un ripnieciskaja razosana. Plasak lietotais smiltsérkSku parstrades

120



produkts ir sula. Ar1 to var iegiit ar dazadam metodeém, kam bis ietekme gan uz sulas iznakumu
un kimisko sastavu, gan ar1 uz palikusajam spiedpaliekam. Spiezot ar vienkarSu presi, sulas
iznakums biis neliels (ap 50%) un lielaka dala vertigo savienojumu (tostarp, karotinoidu) paliks
spiedpaliekas. Ogas pirms spieSanas sablendergjot, sulas iznakumu var palielinat vidgji par
22%. Vel vairak sulas varés iegit, ogas pirms tam Tslaicigi uzkarsgjot. Abi pedgjie
pirmapstrades panémieni laus iegtt augstakas kvalitates sulu ar lielaku ellas un karotinoidu
klatbutni, pateicoties mizas sasmalcinaSanai. Ja plano iegtt smiltserksku mikstuma ellu, tad
pedgjie divi panémieni bis vairak pieméroti majas apstakliem. V&l smiltsérksku mikstuma ellu
no sulas var atdalit, izmantojot centrifugé€Sanu ar vienkarsu piena separatoru. Sula jauzkarsé
mazliet vairak neka piens (virs 40 C). Vienigi janem v&ra, ka “kr&juma” vieta var neizdoties
iegtt tiru e]lu (piena separatora mazo apgriezienu dél), bet biezu masu. To sasald€jot un vélak
atkaus€jot, vai ar1 izzavgjot (ella nostasies trauka virspus€), iegiisim tiru smiltsérkSku
mikstuma ellu. Rupnieciskai ellas ieguvei tiek lietotas jaudigas, §im mérkim piemerotas
centrifigas®. Ellas saturs auglu mikstuma var biit 1,5-3% robeZas. Jaatzimé, ka arT attaukota
smiltsérksku sula biis vértiga un piemérota dazadu dz&rienu un citu produktu pagatavosanai.

Spiedpaliekas péc sulas iegiiSanas ir nakamais avots ellas iegtiSanai. Pamata spiedpaliekas
satur s€klas un atkariba no sulas ieguves metodes ar1 dalu auglu mikstuma un mizas dalu. Seklu
un mizu sadaliSana pa frakcijam lauj iegiit atSkirigas kvalitates produktus. Ripnieciski ellas
ieguvé gan no kaltétam spiedpaliekam, gan arT no veselam kaltétam ogam bieZi izmanto
iekartu, kur ellu ieguist ar saskidrinato oglekla dioksidu (COz) (2.3.2. attels)

2.3.2. attels. COz2 ekstraktors SIA L.E.V. Ekstraktu riipnica.

SmiltsérkS§ku mikstuma ellas ieguvei no veselam ogam ir pieméroti divi paneémieni —
mehaniski, izmantojot modernu iekartu, un ar etanola jeb spirta palidzibu.

Klasiskaja atdaliSanas procesa produkta cietas vielas atdala no Skidruma vai atdala divus
dazada blivuma Skidrumus. Tacu, pieméram, dazadas augu izejvielas tas viss var biit kopa.

2 https://www.flottweg.com/fileadmin/user upload/data/pdf-downloads/Separator-EN.pdf
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Mehaniskas iekartas trikantera® darbibas princips lauj nepartraukti atdalit tris fazes (ciets-
Skidrums-$kidrums) viena procesa. PriekSnosacijumi tam ir, lai $kidrumi neskist viens otra, lai
tiem biitu atskirigs blivums un lai cietvielu fazei biitu vislielakais Tpatngjais svars. Pamatojoties
uz to, iekarta 1pasi izstradata lapstinritena sist€ma nodroSina optimalus atdaliSanas rezultatus.
Lidz ar to veselie smiltsérksku augli tiek sadaliti tris frakcijas uzreiz: sula-ella-spiedpaliekas.
Japiezimé gan, ka iekartas cena ir saméra augsta un piemérota lielakiem parstradatajiem.
Latvija tadas vél Sobrid nav.

Etanola izmantoSana smiltsérkSku mikstuma ellas ieguvei ir loti piem&rota, jo, lietojot dazadu
vienkarsu aprikojumu (t.sk. ultraskanas vannu un ietvaicgtaju), var iegiit labu rezultatu. Turklat
uznémumos ripnieciskas razoSanas apstaklos ir iesp&jama izlietota etanola ietvaic€Sana un
izmantoSana atkartoti vai izmantoSana citu produktu razo$anai, tadéjadi ekonoméjot izejvielas.
Sadarbiba ar uzpémumiem SIA L.E.V. Ekstraktu riipnicu (smiltsérksku ellas ieguve
riipnieciskos apstaklos) un z/s “Cukurini” (smiltsérkSku Skirnu nodro$inajums) Darzkopibas
instittita veikti vairaku faktoru ietekmes petijumi, kas ietekmé& smiltsérkSku mikstuma ellas
kvalitati: Skirne, atidenoSanai nepiecieSamais etanola daudzums, apstrades un izturé€Sanas
laiks, pievienotas ellas daudzums un koncentrésana.

Materiali metodes

Izejvielas: sald@tas smiltseérkSku ogas. Testeti Cetru Skirnu paraugi: ‘Mary’ (analogs ‘Marija’
(Laro Plus), ‘Prozracnaja’ (Laro Plus), ‘Botaniceskaja Lubitelskaja’ (Laro Plus), ‘Industry’
(LKPS” Baltijas ogu darzi)

Materiali ellas ieguvei: 96,2% spirts un rafinéta saulespuku ella.

Karotinoidu saturs noteikts pec fotometriskas metodes, kas izstradata, par pamatu nemot
zinatniskajas publikacijas noradito informaciju (Maria et al, 2012; Seglina et al., 2021).
Aprekini veikti saskana ar formulu:

AxV(mL)x10*

Carotenoids content = -
T

where A = Absorbance; V = Total extract volume; P = sample
weight; Agem ' = 2592 (B-carotene Extinction Coefficient in
petroleum ether).

Darbs veikts Darzkopibas institita laboratorijas. Procesa validacija (tostarp dazadu paraugu
sagatavoSana) veikta SIA L.E.V. Ekstraktu riipnica ar raZzoSanai piemérotam iekartam un
aprikojumu.

Rezultati
Karotinoidus saturosa ellas ekstrakta iegiiSanas tehnologija

Iss darba apraksts. Sakotngji noteikts vidgjais karotinoidu saturs sasmalcinatiem smiltsérksku
ogu paraugiem trijos atkartojumos. Aprékinats vid€jais rezultats (2.3.1.tabula).

2.3.1.tabula. Karotinoidu saturs smiltsérkSku ogu paraugos

3 https://www.flottweg.com/product-lines/tricanterr/
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Smiltsérksku paraugi Ka.lr?t.in.omu saturs, mg 100g
’ vidgjais +
‘Mary’ (Laro plus) 20,13 3,61
‘Prozracnoje’ (Laro Plus) 14,43 1,36
‘Botaniceskaja Lubitelskaja’ (Laro Plus) 8,19 0,63
‘Industry’ LPKS (' Baltijas ogu darzi) 23,70 1,87

Turpmak pétiti dazadi smiltsérksku ogu paraugi. Sasmalcinatas, neatkausetas ogas iesver
un veic atiidenosanu divos etapos. Veikti vairaki atiidenoSanas eksperimenti ar atskirigu spirta
daudzumu. lesveértie ogu daudzumi un uzlietie spirta daudzumi, ka ar1 ekstrakcijas rezultati
apkopoti un noraditi tabulas turpmak teksta. P&c katras atidenoSanas paraugs ar spirtu uzliets
uz sieta, lai atdalitu Skidrumu (spirtu un sulas-tidens dalas), spiedpaliekas viegli nospiez uz
sieta, lai maksimali atdalitu mitrumu. Neliela dala spiedpalieku, lidz ar to neliela dala
karotinoidu paliek uz sieta. Veikts eksperiments atdalit spiedpaliekas no smiltsérkSku
atiidenotajiem paraugiem, uzlejot tos uz filtrauduma (2.3.3. attels).

=

2.2.3.attels. Sieti un filtraudums Skidruma atdaliSanai pec smiltserkSku ogu
atiidenoSanas ar spirtu.

Toméer Sis pan€miens nebija labs, jo Skidrums nenotek tik labi, ka uz sieta. Uzlejot uz
auduma atiidenotos paraugus ar spirtu, tie jaatspieZ ar rokam. Lidz ar to spiedpaliekas,
iesp&jams, vel vairak paliek pie auduma un rodas lielaki karotinoidu zudumi, neka uz sieta.
Lidz ar to izmantota attidenoto paraugu uzlieSana un spiedpalieku atspieSana uz sieta. Péc katra
parauga atidenosanas (pirmas un otras reizes) spirts savakts un panemti paraugi, lai noteiktu
karotinoida saturu spirta ekstraktos. Sis spirts péc pirmas atiidenosanas reizes ir dzeltenigs p&c
krasas, un starp paraugiem krasas tonis ir atskirigs. 2.3.2. tabula noradits karotinu saturs spirta
ekstraktos péc pirmas ogu atiidenosanas reizes-pirmas nolieSanas.

2.3.2. tabula. Karotinoidu saturs spirta ekstrakta (pirma nolieSanas reize)

_ .. Karotinoidi, mg 100
Varianti Ogu Ogas, AtddenoSanai ml spirta ekstrakta
paraugs g uzliets spirts, ml
1v ‘Mary’ 40 40 0,04
2V ‘Mary’ 40 80 0,1
3v ‘Mary’ 40 120 0,1

P&éc otras ogu atiidenoSanas reizes, pé€c nolieSanas spirta ekstrakta krasa bija kluvusi
ieverojami tumsaka-oranzaka (2.3.4. attels).
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1.Sp.ekstr

A

2.3.4. attels. Spirta ekstrakts péc pirmas un otras atiidenoSanas (A), spirta/ellas
ekstrakts (B).

Noteiktais karotinoidu saturs spirta ekstraktos apkopots tabula 2.3.3.

2.3.3.tabula. Karotinoidu saturs spirta ekstraktos (otra nolieSanas reize)

_ .. Karotinoidi,
Varianti Ogu Ogas, Atuder,lo_sanal uzliets mg 100 ml
paraugs g spirts, ml
1lv ‘Mary’ 40 40 0,4
2V ‘Mary’ 40 40 0,61
3v ‘Mary’ 40 40 0,72

Smiltsérksku ogu paraugi péc atiidenosanas nosverti, un proporcionali svaram 1:2 uzlieta
ella. Traukos ielikti stikla irbuliSi, paraugi vienmerigi samaisiti un trauki ievietoti tidens vanna
65 °C temperatiira. Paraugi 30 miniites karséti, periodiski apmaisot trauku saturu. Péc
kars€Sanas paraugus nedaudz atdzesg, tad uzlej uz filtrauduma, lauj notecét, nedaudz nospiez
ellu.

Ellas ekstraktu analizéSana

legtitajiem ellas ekstraktiem noteikts karotinoidu saturs ar fotometrisko metodi. Absorbcija
mérita pie 450 nm, rezultats izteikts ar betta karotinu. Paraugs ‘Mary’ iesverts trijos
atkartojumos, pirmaja reiz€ uzlejot atSkirigu spirta daudzumu, lai veiktu atiidenoSanu divas
reizes, uzglabajot paraugus diennakti telpas temperatiira tumsa vieta (vidgji ~16 stundas).

Paraleli iesverti paraugi, kuriem veica atiidenoSanu ultraskanas vanna. AtiidenosSana veikta
30 miniites, abas atiidenoSanas reizes ultraskanas vanna. AtSkirigs bija uzlietais spirta saturs
pirmaja atidenoSanas reiz€ 1v; 2v un 3v variantiem, bet otraja reizeé tidenoSanai uzlietais spirta
daudzums bija vienads visos variantos. Ekstrah&Sanas laika tidens ultraskanas vanna uzsila: péc
pirmas reizes temperatiira vanna paaugstinajas lidz +32 °C, bet p&c otras reizes paaugstinajas
lidz 43°C. Salidzinot iegttos rezultatus, redzam, ka augstakais karotinoidu saturs ir skirnes
‘Mary’ (1V) paraugos, kur attidenoSanai izmantots mazakais spirta daudzums proporcijas 1:1.
Paraugiem 2V un 3V bija nemts lielaks spirta daudzums smiltsérksku atiidenosanai, salidzinot
ar 1V. Var secinat, ka atiidenoSanai izmantota spirta daudzumam ir biitiska ietekme uz
karotinoidu saturu paraugos. Starp 2V un 3V nav biitiskas atSkiribas. Karotinoidu satura
iznakums ir butiski atSkirigs art no s€klu daudzuma smiltsérkSku attidenotaja parauga. Seklas
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ir sam@ra smagas, nosverot atidenoto paraugu, iegistam lielaku svaru, un 1idz ar to uzlejam
lielaku ellas daudzumu, kas bitiski ietekmé karotinoidu koncentraciju. legiitie rezultati
apkopoti 2.3.4. tabula.

2.3.4. tabula. Smiltsérksku ellas ekstraktu paraugi, karotinoidu saturs

o Ogu Ogas Atﬁdegqéanai uzliets Atspieda Karotinotdi,
Varianti paraugs g _ spirts, ml . s, Ellag mg 1q0 g
’ 1.reize 2.reize ' ella

1lv ‘Mary’ 40 40 40 14,5 29 18,05

2v ‘Mary’ 40 80 40 10.8 21,6 20,30

3v ‘Mary’ 40 120 40 10,5 21,0 21,15
Ekstrah&Sana ultraskanas vanna ( pirma reize 30 min un otra reize 30 miniites)
lv(ultrsk.) | ‘Mary’ 40 40 40 8,36 16,7 31,56
2v(ultrsk.) | ‘Mary’ 40 80 40 11,29 22,5 21,55
3v(ultrsk) ‘Mary’ 40 120 40 10,84 21,6 21,20

Pec smiltsérkSku atfidenoSanas atlikuSajiem spirta ekstraktiem pievienota ella, lai
ekstrah&tu karotinoidus no spirta Skiduma. Spirta ekstraktiem, kas iegtiti pec ogu attidenoSanas,
pievieno rafin€tu saulespuku ellu. Spirta ekstrakta proporcijas noraditas 2.3.5. tabula, pamata
tas ir 1:10. Visu samaisa un trauku liek karséties idens vanna 65 °C temperatiira 30 mintites
karotinoidu ekstrakcijai. Tad paraugus atdzes€, vienu dalu salej mégenés un centrifugé, lai
atdalitu spirtu. P&c centrifugéSanas nolej dzidro spirta slani un ellas ekstraktu filtré. Otru
spirta/ellas ekstrakta dalu salej dalama piltuvé un telpas temperatiira nostadina, tad dekante
ellu, jo ta ir nostajusies piltuves apaksgja dala (2.3.4. attels B). Ellai, kas iegiita no spirta
ekstraktiem, noteikts karotinoidu saturs (2.3.5. tabula).

2.3.5.tabula. Karotinoidu saturs spirta ekstraktu ellas

Varianti Spirta ekstrakts AttdenoSanai uzliets spirts, Ella g Karotlnoidl,_mg
ml ” 100 g ella
U mix Pec atﬁderpsanas lun2 200 20 3,58
reizes
1v-4v P&c atiidenosSanas 1 reizes 300 15 2,69
1v-4v P&c atiidenosanas 2 reizes 150 15 6,03

Smiltsérksku ellas ekstrakti sagatavoti no Skirnes ‘Industry’ ar ultraskanas apstradi. Pirmo
atlidenoSanu veica 15 miniites, bet otro tikai 10 miniites. Noverota Iidziba ar iepriekS€jiem
eksperimentiem — augstakais karotinoidu saturs bija iegiits péc atiidenosanas proporcijas 1:1.
Dati redzami 2.3.6. tabula.
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2.3.6. tabula. Karotinoidu saturs smiltsérkskos ‘Industry’ ellas (ultraskanas

apstrade)
AttidenoSanai uzliets . o
Varianti :r)gl? s Ogas spirts, ml Atzpleda Ellag nI}(aacgé)nm;lﬁ,ﬁ
paraug 9 1.reize 2.reize 9 g g e
1lv ‘Industry’ | 100 100 100 15,73 31,4 29,61
2v ‘Industry’ | 100 200 100 19,11 38,2 23,9
3V péc atideno$anas spiedpaliekam (10.80g) uzliets ellas ekstrakts ar karotinu saturu (6,03 mg
100g)
3v ‘Industry” | 80 | 80 | 80 | 1080 | 216 | 3712

Talak veikts izm&ginajums, lai paaugstinatu karotinoidu saturu ellas ekstrakta. Paraugam 3V
péc atiidenoSanas uz smiltsérkSku atspiedam uzliets ellas ekstrakts, kur§ satur karotinus (6,03
mg 100g). Sis ellas ekstrakts bija iegiits no spirta ekstrakta pec smiltsérksku atiidenoSanas
(2.3.5. att.). Paraugs 3v ‘Industry’ lidz ar to ieguva visaugstako karotina saturu. Talak veikti
atkartoti eksperimenti ar smiltsérkSku Skirném: ‘Botaniceskaja Lubitelskaja’, ‘Prozracnaja’,

‘Mary’, ‘Industry’ atidenoSanai attieciba (1:2).

2.3.5. attels. AtidenoSanas un karotinoidu eksti';kcija ella.

Visam Skirném attidenoSana veikta ar izturéSanu 16—24 h telpa, tumsa vieta. Paraugu
iesvertais daudzums, uzlietais ellas daudzums un iegttais karotinoidu saturs ellas ekstraktos
apkopots 2.3.7. tabula.

2.3.7. tabula. Karotinoidu saturs smiltsérksku ellas

o Atﬁdet,lo_ﬁanai uzliets Atspiedas Karotinoidi,
Varianti | Ogu paraugs | Ogas, g spirts, ml "| Ellag mg 100 g
1. reize 2. reize g ella
1v Eﬁgjgfsf;z]a 40 240 40 14,5 29 9,94
2V ‘Mary’ 40 240 40 10.8 21,6 11,59
3v ‘Prozrac¢naja’ 40 240 40 10,5 21,0 14,94
4v ‘Industry’ 40 240 40 11,29 22,5 21,85

Izvertgjot un salidzinot karotinoidu daudzumus smiltsérksku skirnés, redzam, ka ‘Mary’ ellas
ekstrakta to ir ievérojami mazak neka ‘Prozracnaja’. Sakuma analiz€jot visas Skirnes,
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konstatéts, ka ‘Mary”’ karotinoidi ir 20,1 mg 100 g ogu, bet ‘Prozra¢naja’ 14,4 mg 100 g ogu.
Analizgjot datus, mekléts c€lonis, kapec ir mazs karotinoidu saturs ella. Iemesli varétu bt
vairaki:

e par maz nospiests Skidrums;

e saméra liels seklu daudzums parauga/proporcionali uzliets vairak ellas (2.3.6. attels).

2.3.6. attels. Paraugs pec karotinoidu ekstrakcijas (A) un péc centrifugésanas (B).

Izvertejot iepriek$ejas ekstrakcijas rezultatus, secinats, ka karotinoidu at$kirigo daudzumu—
koncentraciju ellas ekstrakta var€ja ietekmét ekstrakcijai pievienotais ellas daudzums. Tas bija
aprekinats, nosverot smiltsérkSku paraugus (spiedpaliekas) péc atiidenoSanas (2.3.7. attéls).
Noverots, ka spiedpaliekas trauka, salidzinajuma ar mizinam, ir daudz seklu, kuras péc svara
ir saméra smagas. Tas dod ievérojamu dalu pie kop€ja svara, kas savukart butiski ietekme
velamo rezultatu — karotinoidu saturu ellas ekstrakta.

A -

2.3.7. attels. SmiltserkSku paraugi péc atiidenoSanas un seklas.

Spirta ekstrakti peéc pirmas un otras atiidenoSanas reizes savakti. Ekstraktiem proporcionali
10:1 pievienota ella un tie ekstrah&ti idens vanna. Analizets karotinoidu saturs un iegiitie dati
apkopoti 2.3.8. tabula.
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2.3.8. tabula. Karotinoidu saturs spirta ekstraktu ellas

N . Atudenosanai uzliets Karotinoidi, mg
Varianti Spirta ekstrakts spirts, ml Ellag 100 g elfa
1v-5v Pec atude_l,losanas 1. 1000 100 4.65
reizes
1v-5v Pec atude_l,losanas 2. 550 55 10,80
reizes

Turpinot ellas ekstraktu ieguves izméginajumus, veikta atidenoSana ultraskanas vanna
smiltseérkSku ‘Prozracanaja’ paraugiem. lesverti ‘Prozrac¢anaja’ paraugi trijos atkartojumos,
uzlejot atiidenosanai spirtu 1:1, attiecigi pirma un otra reizé. Soreiz pirma atiideno3anas reize
ilgst 25 miniites (paraugus apmaisot ar stikla irbuliti ik pé€c 10 mintitem). Otra atdiinosanas

reize — 20 mindtes (apmaisot vienu reizi pec 10 minttém).

Pec atidenoSanas paraugiem noliets un atspiests spirta ekstrakts, spiedpaliekas
nosvertas. Pirmajam paraugam 1p* uzlieta saulespuku ella, bet 2p** un 3p** uzlieta ella, kas
satur karotinoidus 10,8 mg 100 g (2.3.8. tabula “1v-5v atiidenoSanas spirta ekstraktu ella”).

Visi atidenotie smiltsérksku paraugi ielikti Gidens vanna karotinoidu ekstrakcijai.
Paraugi karséSanas laika periodiski apmaisiti. Péc ekstrakcijas nedaudz atdzeséti telpas
temperatiira, tad ella atdalita un filtréta. Noteikts karotinoidu saturs iegttajos ellas ekstraktos,
dati apkopoti 2.3.9. tabula.

2.3.9. tabula. Karotinoidu saturs smiltsérks§ku ‘Prozrac¢naja’ ellas ekstraktos

o Ogas Atﬁder,lo_ﬁanai uzliets Atspiedas Karotinoidi,
Varianti [ Ogu paraugs ’ spirts, ml "| Ella,g | mg100g
g 1. reize 2. reize g ella
1p* ‘Prozra¢naja’ | 80 80 80 11,59 11,6* 15,43
2p** ‘Prozra¢naja’ | 100 100 100 18,33 18,4** 27,2
3p** ‘Prozra¢naja’ | 120 120 120 19,46 19,5** 28,0

Salidzinot karotinoidu saturu ‘Prozra¢naja’ ellas ekstraktu paraugos, secinats, ka pievienotais
ellas ekstrakts paraugiem 2 un 3p** biitiski paaugstinaja karotinoidu saturu.

Veikts vél viens méginajums, lai iegiitu ellas ekstraktu ar augstaku karotinoidu saturu,
ar smiltsérkSkiem ‘Industry’. AtiidenoSanu paraugiem veica ultraskana vanna. AttidenoSana
1:1, pirma reize 25 miniites (apmaisot ik pé€c 10 miniitém), otra reize 15 miniites (vienreiz
apmaisot). Saja reizé péc atlideno$anas nosvértajiem paraugiem (spiedpaliekam) uzlieta ella
nedaudz mazak neka attieciba 1:1, ieprieks atrékinot procentualo séklu satura svaru, lai iegiitu
augstaku karotinoidu saturu.

Saskana ar zinatnisko literattiru (Seglina, et al., 2021) smiltsérksku ogas satur:

e sulu 87 + 4%,
e spiedpaliekas 11,0 + 2%,

seklas 3 + 1%
mizas 7 + 1%
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‘Industry’ atspiedam uzliets ellas ekstrakts, kas satur 14,7 mg 100 g karotinoidus (iegits,
ekstrah&jot spirta ekstraktus). Paraugs karséSanas laika sildvanna periodiski ar stikla irbuliti
samaisits. Rezultata iegiits ellas ekstrakts ar augstu karotinoidu saturu 84,7 mg 100 g (2.3.10.

tabula).
2.3.10. tabula. Karotinoidu saturs smiltsérksku ‘Industry’ ellas ekstraktos

Atiidenosanai . Aprékinatai Karotinoidi

Varianti Ogu 093, | yliets s’pirts, ml Atspiedas, pseséklita Uzlieta r?]; t108 g ’
paraugs g l.reize | 2.reize g daudzums ella, g ella
1p ‘Industry’ 120 120 120 15,95 4,47 11,50 84,7
2p ‘Industry’ 180 180 180 24,36 6,64 17,72 50,4

‘Industry’ spirta ekstrakta ella

1p ‘Industry’ 120 Spirta ekstrakts 600 60 14,7
2p ‘Industry’ 180 Spirta ekstrakts 700 70 15,8

Ar ‘Industry’ ogu paraugu veikta vél viena ekstrakcija ar smiltsérksku atidenoSanu ultraskanas
vanna. AtlidenoSana un karotinoidu ekstrakcija pie tadiem paSiem nosacljumiem (pirma
atiidenosana 25 minites, ik péc 10 miniitém paraugu apmaisot, otra atiidenoSana 15 mintes)
un uzlieta ella ar karotinoidus saturu 14,7 mg 100 g. Ekstrakcijas rezultata iegiits ellas
ekstrakts ar ievérojami zemaku karotinoidu saturu 50,4 mg 100 g (2.3.10. tabula). Zemaku
karotinoidu saturu varétu skaidrot ar nepietickamu atspiedu samaisiSanu karséSanas laika, kas

biitu janem vera razosana.

L.E.V. Ekstraktu riipnicas sagatavotajiem ellu (t.sk. smiltsérksku) paraugiem (2.3.8. att.)
Darzkopibas instittta tiek noteikts tokoferolu saturs. Tas ir viens no ellu kvalitates raditajiem,
kas svarigs riipnieciski razotiem produktiem.

2.3.8. att. Rapnieciski raZotu ellu paraugi.

Smiltsérksku seklu ella satur galvenokart tokoferolus (g-T>a-T>d-T>b-T), plastohromanolu 8,
ka arT atrodami g-T3 un a-T3 (2.3.11. tabula, 2.3.9. atté&ls).
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2.3.11. tabula
Tokoferolu saturs rapnieciski raZota smiltserkSku séklu ella (L.E.V. Ekstraktu riipnica)

Tokoferoli d-T3 | b-T3 [ g-T3 |a-T3 | d-T b-T g-T a-T PC-8
SmiltserkSku
seklu ella, 0.00 | 0.00 | 1.78 | 0.65 | 96.11 | 14.16 | 195.27 | 153.18 | 10.59
mg/100 g ellas

(STDEV, 5%)

T3-tokotrienoli, T-tokoferoli, PC-8 - plastohromanols 8

u
2000000-{0at1 S 1_T+13+PC8_Caibration_10UL Jcd Detecior A.Ex 295nmEmaaonm
Data2:Smiltserksku sekiu ella.icd Detector A-Bx:295nm Em:330nm
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2.3.9. attels. Smiltsérksku séklu ellas tokoferolu hromatogramma
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Secinajumi

1. Veiktie pétijumi norada, ka P-karotina saturs smiltsérksku Skirnes ‘Mary’ auglu
mikstuma ella, kas iegiita no veseliem augliem, izmantojot etanolu, vari€ no 50.4 Iidz
84.7 mg/100g. Turpreti Skirnes ‘Prozra¢naja’ auglu mikstuma ella B-karotina saturs bija
vidgji 27 mg/100g un veél mazaks tas bija Skirnes ‘Botaniceskaja Lubitelskaja’ ella —
vide&ji 10 mg/100g.

2. Praktiskos pétijumos noteikts, ka B-karotina daudzumu ella ietekmgja gan izmantota
smiltsérksku skirne, gan art ieguves metode. Riipnieciski razota smiltsérksku seklu ella
domingét tokoferoli ((g-T>a-T>d-T>b-T), ta satur plastohromanolu 8 (10.6 mg/100 g
ellas), ka arT tokotrienolus (g-T3, a-T3).

3. Noteikti kompleksas smiltsérksku ellas (sastav no mikstuma, mizas un s€klam)
raksturojoSie raditaji, izstradati tehniskie noteikumi (R2.3.1. pielikums).

4. Individualai izejvielai (smiltsérkSku Skirném) veikta kvalitates standartizacija tris gadu
perioda, nosakot raksturigakos kimiskos raditajus (R2.1. sadala).
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R2.3.1. PIELIKUMS

LAD projekts Izstradaja:
UZNEMUMS Nr. 19-00-A01612-000006 Vards uzvards

KOMPLEKSAS SMILTSERKSKU ELLAS

Apstiprina:

TEHNISKIE NOTEIKUMI Virds uzvards

Tehniskie noteikumi kompleksas smiltsérksku ellas (turpmak “produkta”) ieguvei
sagatavoti projekta Nr. 19-00-A01612-000006 “Biotehnologiju kompetences attistiba
augstvertigu darzkopibas produktu ieguvei” istenoSanai. Kompleksas smiltsérksku ellas
ieguvei izmantotas spiedpaliekas péc sulas iegiiSanas, kas sastav no mikstuma, mizas un
seklam. Tehniskaja apraksta noraditi vid&jie raditaji tris gadu perioda ar standartnovirzi.

Produkta apraksts

Izejvielas biologiska definicija: Hippophae rhamnoides ella, iegiita no smiltsérkskiem
(Hippophae rhamnoides L., Elaeagnaceae).

Smiltsérksku ellas iegiiSanai izmantota ogu Skirne: ‘Marija’.
Razas gadi: 2020. — 2022. g. raza.

Izejvielas sagatavoSana un uzglabasanas apstakli: tiras, sausas ogas sasaldétas (vélams
kastgs, sab&rtas maisos, mark@etas), uzglabasanas temperatiira -18 °C.

Ellas ieguves process: ogas atkaustas; sula ieglta ar skriives tipa presi (Condo Line,
Zviedrija); spiedpaliekas zavetas konvenciala zavesanas iekarta (B. Master BM40, Italija)
+45+2 C temperatiira; ella iegiita ar aukstas spieSanas panémienu, izmantojot ellas spiedi
(Farmet UNO, Cehija).

Ellas apstrade: ella filtréta, centrifugeta (Eppendorf, Vacija), lieka mitruma atdaliSanai.

Ellas uzglabasana: pildita tumsa, slégta stikla tara. Ieteicams uzglabat +4 lidz 20 °C tumsa
vieta, sargajot no tieSiem saules stariem.

Produkta deriguma termins: 2 gadi no raZoSanas datuma.
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Produktu raksturojoSie raditaji

Raksturojosi raditaji

Apraksts / vértiba*

Izskats, garSa, smarza

Tumsi sarkana-oranza krasa; specifiska,
smiltsérkskiem raksturiga gar$a un
aromats; nav jitami svesi aromati

Blivums, (g/cm?; 20 °C) 0.918+0.11
Refraktivais indekss (20 °C) 1.482+0.023
Mitrums (%) 0.01+0.001
Skabes skaitlis (mg KOH/g) 4.20.1 (<20.0)
Pelni. % 0.06+0.005
Karotinoidi (mg 1009, kopgjie, izteikti uz p 905.70+24.40
karotinu)

Tokoferoli, kopgjie (Mg%, izteikts uz alfa 210.71+8.05
tokoferolu; t.sk. E vitamins)

E vitamins (mg /100g) 169.25+5.89
Tauki (kopa), % 99.9+0.01
Taukskabes:

Piesatinatas taukskabes:

Palmitinskabe (%) [C16:0] 25.045.51
Nepiesatinatas taukskabes:

Palmitoleinskabe (%) [C16:1 n9c] 24.0£2.43
Oleinskabe (%) [C18:1 n9c] 5.1+0.71
Linolskabe (%) [C18:2 n6c] 20.9+£3.14
alfa-linolénskabe (%) [C18:3 n3] <0.1
gamma-linolénskabe (%) [C18:3 n6] <0.1
Smagie metali:

Kadmijs (Cd, ppm) <0.005
Arséns (As, ppm) <0.005
Dzivsudrabs (Hg, ppm) <0.010
Svins (Pb, ppm) <0.010

*dazadam izejvielam vértibas var atikirties, jo to ietekm@s izejvielu kvalitativie raditaji, augSanas vieta,
klimatiskie apstakli, novakSanas laiks, sulas ieguves process u.c. faktori.

Papildu informacija par Tehniskas dokumentacijas sagatavosanu
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Tehniska

APP Darzkopibas institiita Parstrades un biokimijas nodala

dokumentacija Fizikalas un kimiskas analizes veiktas APP Darzkopibas institiita,
sagatavota: BIOR, JS Hamilton

Tehniskas https://europa.eu/youreurope/business/product-

dokumentacijas requirements/compliance/technical-documentation-

sagatavoSana conformity/index_lv.htm

izmantotie materiali:

https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/LV/TXT/?qid=1471863102250&uri=CELEX:02006R1881 -
20160401
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R2.4. Sagatavots dzintarskabes izdaliSanas procesa apraksts (TRL3).
levads

Saskana ar jaunako informaciju globala dzintarskabes pardosanas vertiba 2018. gada bija 131,7
miljoni USD, un tiek prognozéts, ka lidz 2026. gadam ta sasniegs 203,8 miljonus USD,
turpmakajos gados pieaugot ar saliktu gada pieauguma raditaju 6,8% apmeéra (Dzintarskabes
tirgus 2017, 2017). Plass rupniecisko pielietojumu klasts biologiski noardamu poliméru,
farmaceitisko Iidzeklu, adas un kermena kopSanas lidzeklu, kimisko vielu un partikas produktu
razoSana (Omwene et al., 2021) izskaidro plaso pieprasijumu péc §is daudzfunkcionalas aktivas
farmaceitiskas sastavdalas (API) (Kumar et al., 2020). Dzintarskabe (SA) (CH2)2(CO:H)2) (no
latinu succinum, dzintars), pirmo reizi pazistama ari ka butandiskabe, tika izoléta gandriz pirms
pieciem gadsimtiem, 1546. gada, Georgijs Agrikola ka destilatu to ieguva no Baltijas jiiras
dzintara (Duffin, 2015). Paslaik tirgii tiek piedavats plass uz SA balstitu uztura bagatinataju
klasts, kas razots kimiskas sintezes cela, un skiet, ka sintétiskajam SA nav ar zalém saistitas
blakusparadibas (Ives et al., 2020). Tomér, nemot véra negativo ietekmi uz cilvéku veselibu un
vidi un salidzino$i augstas izmaksas, SA razoS$ana, izmantojot kimiskos celus, rada bazas
(Merrylin et al., 2020). Turklat, pateicoties tehnologiskajiem sasniegumiem analitiskaja kimija
un biokimisko reakciju izpratnei, SA razoSana no atjaunojamiem energijas avotiem pievers
uzmanibu ka vidi saudzg&josa iesp&ja (Ives et al., 2020; Ladakis et al., 2020).

Augstu dzintarskabes iznakumu un relativi maz blakusproduktu var panakt, izmantojot
lignocelulozes materialu biorafinéSanas procesu ar plasu mikroorganismu klastu, pieméram,
Actinobacillus succinogenes (Salvachua et al., 2016), Mannheimia succiniciproducens,
Anaerobiospirillum succiniciproducens un dazadiem rekombinantas Escherichia coli celmiem
(Ghayur et al., 2019). BiorafinéSana ir videi draudziga alternativa ar drosaku profilu neka
parasta razoSana, un ta varétu but ilgtsp&jigas SA ripnieciska méroga raZoSanas nakotne.
Tomer, tapat ka organiskas sint€zes gadijuma, SA razoSanai uz bio bazes ir nepiecieSami lieli
sakotngjie ieguldijumi riipnieciskajas iekartas, kas izskaidro S§1 niSas produkta salidzinosi
augsto cenu salidzinajuma ar no fosilajam vielam razoto dzintarskabi (Dickson et al., 2021).
SA klatbiitne ir dokumentg&ta vairakos auglos un to sulas péc ekstrakcijas ar Skidruma-skidruma
vai cietvielu fazes, tostarp tados augos ka Eugenia myrcianthes (Arena et al., 2023), Citrus
limetta, C. aurantifolia, C. nobilis, C. karna, C. medica, C. ichangensis, C. aurantium (Sharma
et al., 2018), bumbieri (Pyrus communis L.), aboli (Pyrus malus), rabarberi (Rheum
rhabarbarum) un vilkabele (Crataegus curvisepala) ( Cinkmanis et al., 2019). Dzintarskabes
saturs auglos var svarstities no mg lidz g uz 100 g/mL parauga. Turklat krimcidonijas
(Chaenomeles japonica (Thunb.) Lindl. ex Spach) (JQ) augli ir viens no bagatakiem organisko
skabju avotiem, saturot abolskabi, hnskabi un dzintarskabi (Antoniewska et al., 2019;
Granados et al. ., 2003; Hellin et al., 2020). Pateicoties selekcionaru Silvijas Ruisas un Edites
Kaufmanes (Darzkopibas institiits, LatHort) aktivitatém auglkopibas joma un piedavatajam
parstrades iesp&jam (Seglina, et al., 2009), JQ stadijumu platiba Baltijas valstis ir
palielinajusies (Juhnevi¢a-Radenkova et al., 2022) un saskana ar LAD datiem, sasniegusi 705
ha . Nemot véra bioaktivo vielu daudzveidibu un saturu JQ auglos, projekta tika stradats pie
dzintarskabes izdaliSanas procesa, lai izveidotu organisko skabju, jo ipasi dzintarskabes
noteikSanas selektivas atglistamibas un analizes protokolu, attiecigi izmantojot jonu apmainas
svekus un uz skidruma hromatografijas-masspektrometrijas (HPLC-ESI-TQ-MS/MS) balstitas
pieejas. Interese par dzintarskabi saturoSu produktu (koncentrétu sulu vai cita veida
produktu) ir arl SIA L.E.V. Ekstraktu riipnicai, ipasi nemot véra uznémuma darbibas
virzienu — produktus no dabiskas izcelsmes avotiem.

4 https://www.lad.gov.Iv/Iv/platibu-maksajumu-statistika
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Materiali un metodes

Kimiskas vielas un reagenti

Tirdzniecibas standarti un reagenti:

- Merck KGaA (Darmstadt, Vacija): dzintarskabe (SA), ramnoze, riboze, ksiloze, arabinoze,
sorboze, fruktoze, mannoze, glikoze, galaktoze, saharoze, maltoze, laktoze un glicerins;

- Merck KGaA (Darmstadt, Vacija): Skidruma hromatografijas masas spektrometrijas (LC-
MS) kvalitates metanols (MeOH), skudrskabe (HCOOH) (puriss r.a.);

- Mitsubishi Chemical Corporation (Tokija, Japana): katjonu apmainas sveki DIAION™
UBKH550;

- Sigma-Aldrich Chemie Ltd. (Steinheima, Vacija): cietfazes ekstrakcijas (CFE) kolonnas
SupelTM-Select HLB un Strata-X ar modificéto stirola-divinilbenzola kopoliméra
pildijumu;

- Chempur (Piekary Slaskie, Silézija, Polija): amonija hidroksida $kidums (NH4OH) (25 %
vIv);

- VWR™ International, GmbH (Darmstate, Vacija): salsskabe (HCI) (37 % tilp.);

- Ipasi tirs Gdens tika razots, izmantojot reversas osmozes PureLab Flex Elga tidens
attiriSanas sistému (Veolia Water Technologies, Parize, Francija).

- Buferskidumi, ko izmantoja SA attiriSanai un desorbcijai no katjonu apmainas svekiem,
aprakstiti talak.

Dzintarskabes sagatavoSana HPLC-ESI-TQ-MS/MS analizei

AttiriSana ar katjonu apmainas svekiem

Dzintarskabes (SA) izol&Sana un attiriSana no krimcidoniju (Chaenomeles japonica) sulas
(JQJ) matricas tika veikta péc katjonu apmainas hromatografijas principa, izmantojot
DIAION™ UBKS550 ka negativi ladétus svekus pozitivi ladetai SA adsorbcijai. Sim nolikam
60,0 ml JQJ ar precizitati + 0,1 ml parnests 200,0 ml varglaze, un pievienots 60,0 ml dejonizeta
tdens. P&c tam maistjums paklauts atkrasoSanai ar aktivéto ogli, nepartraukti intensivi maisot
uz magnétiska maisitaja ar atrumu 700 apgr./min un 30, 0 + 1, 0 °C 60 miniites. P&c tam
maisijumu centrifuggja ar atrumu 10 280 x g 10 minttes 20, 0 + 1, 0 °C temperatiira Hermle Z
36 HK centrifiiga (Hermle Labortechnik, GmbH, Wehingen, Vacija). Virs€jais organiskais
slanis dekantets un filtréts caur 0,20 um politetrafluoretiléna (H-PTFE) hidrofilizéto
membranas filtru (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, Vacija). Katjonu apmainas
sveku (kolonnas tilpums 12,0 ml), kas piepilditi ar 2,2 mg DIAION™ UBKS550,
kondicionéSana/lidzsvaroSana tika veikta, izmantojot 24,0 ml buferSkiduma A Skiduma ar
pliismas atrumu 1,0 ml min* zem spiediena —1,0 + 0,1 "Hg, izmantojot 12 portu Chromabond
cietfazes ekstrakcijas (CFE) vakuuma manifoldu (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren
Vacija), kas savienots ar N 820 LABOPORT vakuumsiikni (KNF Neuberger AB, Stokholma,
Zviedrija). Uznestais paraugs skalots ar 24,0 ml H2O un caurplides frakcija (angl. flow-through
fraction) savakta SA klatbutnes noteikSanai. SA desorbcijai no katjonu apmainas svekiem
izmantots 24,0 ml buferSkidums B. Savakta eluata frakcija ietvaic€ta, izmantojot “Laborota
4002” rotacijas vakuma ietvaicétaju (Heidolph, Svabija, Vacija) 40 +1,0°C un 60, 0 + 2, 0
mBar. legiitie sausie atlikumi turéti —18,0 = 1,0 °C temperattra lidz turpmakai analizei un
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lietosanai, maksimali 24 stundas. Paraugu sagatavoSanas posmu shematisks att€lojums ir
paradits 2.4.1. attela:

* buferSkidums A 10 mM salsskabes Skidums (pH 2,04);
* buferSkidums B 2 M amonija hidroksida skidums (11.74.).

Japanese quince _ Decolorization of Partially lsolationand NH; and H,O removing Brown residues
(Chaenomeles juice using activated decolorized purification of succinic by rotary evaporation at rich in succinic
japopnica) juice carbon juice acid by cation-exchange 60 +2 mBar and 40 +1°C acid

24.1. attels. Paraugu sagatavoSanas shematisks attelojums, kas veikts dzintarskabes
ekstrakcijai no krimcidoniju sulas.

Attirisana ar Supel TM-Select HLB un Strata-X kolonnam

Paraugu sagatavoSana CFE veikta, ievérojot ieprieks aprakstito procediiru CFE ar katjonu
apmainas svekiem (skatit sadalu “AttiriSana ar katjonu apmainas svekiem”). SA izolacija
veikta saskana ar Phenomenex un Supelco izstradatiem protokoliem ar daZzam
modifikacijam. Isuma: abu sorbentu kondiciong$ana un lidzsvaro$ana veikta, izmantojot 1
kolonnas tilpuma (3,0 ml) tira MeOH, kam sekoja 1 kolonnas tilpums — dejonizéta H2O.
Uznestais paraugs (3,0 ml) mazgats ar 2 kolonnas tilpumu — dejonizéta tidens. Caurplides
frakcija savakta SA kvalitativai un kvantitativai hromatografiskai analizei. Pastavigas
plismas nodrosinasanai (1,0 + 0,2 ml min') SA desorbcijas laika izmantots
“Chromabond® CFE” (Diiren, Vacija) CFE vakuuma kolektors ar noregulétu spiedienu —
1,0+ 0,1 "Hg. SA desorbcijai no poliméru sorbentiem izmantots 1,0 ml paskabinatais 100%
MeOH (MeOH: HCOOH 99:2 v/v). legtta frakcija savakta un analiz&ta ar HPLC-ESI-TQ-
MS/MS HPLC sisteému.

HPLC-ESI-TO-MS/MS analitiskie nosacijumi dzintarskabes analizei

No JQJ atvasinatas SA hromatografijas analize (2.4.2. att€ls) veikta ar Shimadzu Nexera
UC serijas superkritiska skidruma ekstrakcijas—superkritiskas Skidruma hromatografijas—
Skidruma hromatografijas (SFE-SFC-LC) sisttmu (Shimadzu Corporation, Tokija,
Japana), tandéma ar triskarsa kvadrupola masselektivo detektoru (TQ-MS-8050, Shimadzu
korporacija, Tokija, Japana) aprikotu ar elektroizsmidzinasanas jonizaciju (ESI).
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2.4.2. attels. Selektivo jonu hromatogramma MRM rezima, kas dota dzintarskabes
standartam ar koncentraciju 0,0122 mg ml™! (A), krimcidoniju sulas paraugam pirms
cietfazes ekstrakcijas (attiriSanas) (B) un péc cietfazes ekstrakcijas ar DIAION™
UBKS550 (C); Kalibrésanas likne, kas uzbiivéta no analitiska standarta, ko izmantoja
dzintarskabes noteikSanai kriimcidoniju sulas paraugos (D). Paraugu injekcijas tilpums
3,0 uL (0,037 pg ml=2).

3,0 YL paraugs ievadits apgrieztas fazes Shim-pack UC-RP kolonna (5,0 um, 250 x 4,6 mm;
Tokija, Japana), kas darbojas 45,0 °C temperatiira un kustigas fazes atrumu 1,0 ml min 2.
Izmantotas kustibas fazes bija paskabinats H20 (1,0 % HCOOH v/v) (A) un paskabinats MeOH
(1,0 % HCOOH v/v) (B) izokratiska rezZima. MeOH injekcijas ieklautas péc katra parauga ka
tuksais tests, lai izvairitos no parne$anas efekta (angl. carry-over effect). Dati iegtiti, izmantojot
LabSolutions Insight LC-MS versiju 3.7 SP3 (darbstacija) (Shimadzu Corporation, Tokija,
Japana), kas izmantota ari instrumentu kontrolei un apstradei. Saja pétijuma izmantota
jonizacija negativas jonu polaritates reZima, savukart dati vakti profila un centroida rezimos ar
datu uzglabasanas slieksni 5000 absorbcijas MS. Masselektiva detektora darbibas apstakli bija
sadi: detektora spriegums 1,98 kV, parveidosanas dinoda spriegums 10,0 kV, interfeisa
spriegums 3,0 kV, interfeisa temperatiira 300 °C, desolvacijas Iinijas temperatira 250 °C,
siltumbloka temperatiira 400 °C, smidzinasanas gaze — argons (Ar, tiriba 99,9%) ar plismas
atrumu 3,0 L min 2, sildgaze — oglekla dioksids (COy, tiriba 99.0%) ar pliismas atrumu 10.0 L
min~un zavésanas gaze — slapeklis (N, atdalits no gaisa, izmantojot slapekla generatoru “Peak
Scientific Instruments Ltd.” (Inchinan, Skotija, Lielbritanija), tirtba 99.0%) ar plismas atrumu
10.0 L min™t. SA veikta, izmantojot jonu pareju monitoringa rezimu (angl. multiple reaction
monitoring — MRM) ieprieks veicot LC-MS sist€émas optimizéSanu. MRM parejas, sadursmes
energija, Q1, Q3 un SA aiztures laiks ir paraditi 2.4.1. tabula.
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2.4.1.tabula. MRM dzintarskabes parejas un atbilstosa sadursmes energija, Q1, Q3 un aiztures laiks pétamajai organiskajai

skabei
Optimiz&éti MRM parameteri KalibréSanas parametri
‘Ig :g « g 7.3 $ 17:3 [ 7] 8 — —
e 22 5y sz g E g 82 . &. 4du gl
=% kEE BE 55 5 52> 55> 82> £ & 2% QE QE
= @ °c o == o = T o g <= 1 o 4 o
S = v 2 o & 8 a 3 = =
(0]
Succinic _ 117.1000— 73.0500  13.0 15.0 13.0 100.0
acid 2451 GaHO. IMPHT 1771000 98.9500  14.0 15.0 180 100.0 09994 1293 044 134

Piezime. Pirmas atrastas MRM dzintarskabes parejas tika izmantotas kvantitativai analizei, bet otras kvalitativai. LOD — noteik8anas robezveértiba; LOQ — kvantitativas
noteik$anas robezvértiba; RT — aiztures laiks; pug — mikrogrami

Standarta izejas Skiduma sagatavo$ana

Izejas Skidums, kas satur 1.4 mg SA, pagatavots 10,0 ml 100% paskabinata MeOH skiduma (MeOH:HCOOH attieciba 99:1 v/v). SA kvantitativa
noteik3ana tika veikta, injicgjot 3,0 pL 10 °C temperatiira kalibrésanas $kiduma diapazona no 0,0175 Iidz 11,2000 pg ml—'. Noteikts regresijas
koeficients, detektéSanas robezvértiba (LOD) un kvantific€Sanas robezvértiba (LOQ). Darba §kidums sagatavots tiesi pirms lietoSanas.

Rezultati

Pettjumu rezultati apkopoti 2.4.1. tabula. Dzintarskabes koncentracija saskana ar pielietotajam sagatavoSanas metodeém:

1 — krimcidoniju sula bez pirmapstrades (kontrole), rezultati izteikti svaiga svara;

2 — CFE, izmantojot stirola-divinilbenzola bazes apgrieztas fazes Strata-X (Phenomenex, Torrance, CA, ASV) kolonnu, kas piepildita ar
sorbenta dalinu izméru 33 um, 85 A, 30 mg 3 ml?;

3 — CFE, izmantojot modific&tu stirola-divinilbenzola bazes Supel TM-Select HLB (Supelco, Bellefonte, PA, ASV) kolonnu, kas piepildita
ar sorbenta dalinu izméru 50-70 pm, 80-200 A, 60 mg 3 ml*;

4 — CFE, izmantojot g€la tipa poli (stirola-divinilbenzola) katjonu apmainas DIAION™ UBKS550 (Mitsubishi Chemical Corporation, Tokija,
Japana) svekus ar dalinu izméru 220 pm, 60 A, 2,2 mg 12 ml ™.
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2.4.2. tabula. Dzintarskabes koncentracija frakcijas, kas iegiitas péc krumcidoniju sulas
attiriSanas un Koncentrésanas ar tris sorbentu veidu

Vidéja koncentracija, mg 100 mL !

Nosaukums Mw 1 2 3 )

Dzintarskabe 118.09 0.202 + 0.002 0.224 + 0.024 0.186 + 0.018 152.3+7.9

Piezime: noraditas vértibas + SD (standarta kliida) divos atkartojumos (n = 2).

Saja eksperimenta JQJ paklauts CFE attiriianai, izmantojot stipri skabus DIAION™ UBK 550
katjonu apmainas frakcionéSanas svekus. Sorbenta izvéle balstita uz pieejamibu, efektivitati
un lietoSanas vienkar§ibu, jo nav nepiecieSama 1pasa aktivizéSana, iznemot kondicion€Sanu
ar vieglu HCI Skidumu. Alternativa SA attiriSanas metode, kura salidzinaSanas nolukos ir
izmantotas SupelTM-Select HLB vai Strata-X kolonnas, ar hidrofilu modificéta stirola
poliméra pildijjumu. SA Skidiba var atSkirties atkariba no Skidinataja un izmantotas
koncentracijas. lepriek$eja zinatniska petijjuma Benedikta et al. (1) zinoja, ka SA Skidiba
fident nav pietiekama, lai to izmantotu ka Skidinataju reakcijas maisijuma pagatavoSanai
apkartgjas vides temperatira. Tap&c cukuru un citu mazu molekulu, kas atrodas JQJ,
frakciongSana ir veikta divos posmos, pirmkart, ar aktivéto ogli idens klatbuitng, kam sekoja
paraugu mazgasana ar tideni. Sorbeta SA elu€$anai (desorbcijai) izmantots 2M NH4OH, jo
vairakkart ir pieradita efektivitate organisko karbonskabju un aminoskabju frakciong$ana no
dazadiem riipniecisko izejvielu avotiem (2—4). SA tiriba savaktaja frakcija hromatografiski
analizéta, novertgjot blakus esos$o organisko skabju un mono- un disaharidu klatbitni.

Sakotngja analize atklaja salidzinoSi augstu SA koncentraciju JQJ (2.4.2. tabula). JQJ
konstatéta SA koncentracija ir 25,2 reizes lielaka, neka zinoja Hellin et al. (5), noradot
svarstibas diapazona no 0,004 1idz 0,012 mg 100 mI-! 19 Chaenomeles japonica genotipu
sulas. Turklat autori ierosina izmantot JQJ tapat ka citronu sulu, kas varétu dot partikas
produktiem papildu konservgjosas ipasibas un saglabat to kvalitati uzglabasanas laika.
levérojamas atSkiribas SA koncentracijas, kas konstatetas JQJ esoSaja pétijuma, varétu bt
skaidrojamas ar vairakiem faktoriem: meteorologiskie apstakli, agro-tehniskas tehnologijas,
ka ar1 JQJ sagatavoSanai izmantotie pirmapstrades pané€mieni. P&tijumam kriimcidoniju sula
sagatavota enzimatiski, kas var€ja pozitivi ietekmét dzintarskabes iznakumu, jo SA atrodas
kompleksa ar pektinvielam un citiem lielmolekulariem savienojumim.

Stirola-divinilbenzola bazes apgrieztas fazes Strata-X sorbenta izmantoSana ievérojami
palielinaja SA koncentraciju, jo ta koncentracija eluata frakcija bija par 11,0% lielaks,
salidzinot ar sakotngjo koncentraciju JQJ. SA koncentracija eluata frakcija, kas iegiita péc
CFE ar SupelTM-Select HLB, nodrosinaja salidzinosi mazaku SA daudzumu neka Strata-X,
JO noverots §Ts organiskas skabes zudums par 7,8%, salidzinot ar sakotn&jo koncentraciju.
Tomeér ir verts atzimét, ka abos gadijumos eluata frakcijas nav konstatéta mono- un disaharidu
klatbiitne. Briinas vielas iznakums, kas iegiits no 60,0 ml JQJ, izmantojot katjonu apmainas
svekus, sasniedza 75,7 mg, un §1 ir vieniga metode, kas nodroSindja pietickamu SA
daudzumu. SA koncentracija briinaja viela sasniedza 152,3 mg 100 ml-1, kas ir 754,4 reizes
augstaka neka pasa JQJ. CFE ar katjonu frakcion&Sanas svekiem, kas 11dzigs ieprieksgjiem
diviem sorbentiem, nodroSinaja 100% mono- un disaharidu atdaliSanu. Tomer turpmaka
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atseviSku organisko skabju analize atklaja abolskabes relativo daudzumu, kam sekoja
hinskabe.

Secinajumi

Dzintarskabe ir viena no vispieprasitakajam sastavdalam, ko plasi izmanto dazadu
veselibas apriipes un adas kopsanas Iidzeklu, biologiski noardamu poliméru, ka arT partikas un
baribas piedevu razo$ana. Sis pétijums veikts, lai izveidotu protokolu dzintarskabes selekftivai
atgtisanai no krimcidoniju (Chaenomeles japonica) auglu kompleksas matricas, izmantojot jonu
apmainas frakcionéSanas svekus DIAION™ UBKS550 ar negativi ladétam dalinam, kas
Skérssavienotas ar stirola-divinilbenzola matricu (R2.4.1. pielikums). Apraksts atbilst TRL3 -
pétijuma planotas koncepcijas eksperimentalai parbaudei: uzsakta izpéte un izstrade
(analitiskie/laboratorijas pétijumi), lai apstiprinatu prognozes par tehnologijas
komponentém. Alternativa dzintarskabes attiriS8anas metode, kura salidzina$anas nolikos ir
izmantotas SupelTM-Select HLB vai Strata-X kolonnas, kas balstitas ar modificétu poliméru uz
stirola bazes. Dzintarskabes analize, kas veikta ar vairaku reakciju monitoringu (MRM),
izmantojot masselektivo detektéSanu ar triskarSo kvadrupola sistemu (HPLC-ESI-TQ-MS/MS),
atklaja tas klatbiitni kriimcidoniju suld bez ieprick$gjas apstrades 0,202 mg 100 ml ™! apjoma. Uz
stirola bazes izgatavota poliméra Strata-X sorbenta izmantoSana lava atgiit par 11,0% vairak
dzintarskabes no krimcidoniju sulas salidzinot ar sakotng€jo koncentraciju. Savukart
dzintarskabes koncentracija eluata frakcija, kas iegiita pec attiriSanas un koncentréSanas ar
SupelTM-Select HLB, nodrosinaja lidz pat 7,8% zemaku daudzumu, salidzinot ar tas sakotn&jo
koncentraciju sula. Jonu apmainas frakcioné$anas sveku DIAION™ UBKS550 izmantoSana
kriimcidoniju sulas attiriSanai un koncentréSanai lava iegut sirupam lidzigo briino masu, kura
koncertéta veida konstatdta dzintarskabe klatbiitne 152,3 mg 100 ml™' apméra. Atrasta
dzintarskabes koncentracija frakcija bija 754,4 reizés vairak neka tas bija atrasts krimcidoniju
sula. Visi tris sorbenti nodroSindja pilnigu mono- un disaharidu izvadiSanu no sulas, jo eluata
frakcijas netika konstate€tas mono- un disaharidu pazimes. Projekta ir paveikts pirmais posms
testéta dzintarskabes izdaliSanas iespéjai no kriimcidoniju sulas, tacu, lai iegiitu tirvielu,
turpmak biitu nepiecieSami papildu pétijumi.
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R2.4.1. PIELIKUMS

LAD projekts Izstradaja:
DI Parstrades Nr. 19-00-A01612-000006 Vards uzvards
un biokimijas
nodala DZINTARSKABES Apstiprina:
IZDﬁA LISANAS NO Vards uzvards
KRUMCIDONIJU AUGLIEM
PROCESA APRAKSTS

Procesa apraksts sagatavots dzintarskabes izdaliSanai no kriimcidoniju sulas, lai Tstenotu
projekta Nr. 19-00-A01612-000006 “Biotehnologiju kompetences attistiba augstvértigu
darzkopibas produktu ieguvei” izvirzito uzdevumu — testétu dzintarskabes izdaliSanas iesp&ju no
krimcidonijam, sasniedzot tehnologiju gatavibas limeni TRL3, un sagatavotu dzintarskabes
izdaliSanas procesa aprakstu.

Protokols dzintarskabes selektivai atgiiSanai no krimcidoniju (Chaenomeles japonica)
auglu kompleksas matricas izveidots, izmantojot jonu apmainas frakcion€Sanas svekus
DIAION™ UBKS550, Mitsubishi Chemical Corporation, Tokio, Japana, ar negativi ladétam
dalinam, kas Sk&rssavienotas ar stirola-divinilbenzola matricu.

Auglu sagatavoSana sulas ieguvei

Sulas ieguve

Dzintarskabes klatbiitnes testéSanai galvenokart izmanto nestandarta (mazus, neregularas
formas) krimcidoniju auglus. Parstradei auglus ievac atbilsto$a gatavibas pakapé, tos mazga,
apzave, iepako maisos un sasaldé. Sulas ieguvei sasaldétos kriimcidoniju auglus izber vannas,
atkaus€ telpas temperatiira vidgji 24 h vai kamér tie lidz pilnibai ir atkususi, tad spiez sulu
nesmalcinot. Sulas ieguvei izmanto piemérotas iekartas, pieméram, grozu vai paku preses.

Sulas dzidrinasana un filtréSana

TestéSana veikta, izmantojot kriimcidoniju sulu, kas paklauta enzimatiskai hidrolizei ar pektina-
degrad&josiem enzimiem. Sulas dzidrinasanai pektinvielu un komplekso taninu Skel$anai izmanto
enzimu EnartisZym EZ filtrs, “Enartis” (Italija), ar deklaréto pektolitisko un celulolitisko
aktivitatém. Sulai pievienojama enzima daudzums izv€l€ts, pamatojoties uz razotaja kompanijas
“Enartis” instrukcijam un informaciju, kas noraditas tehnisko datu lapa. Izvélétie dzidrinasanas
apstrades apstakli (iztur€Sanas temperatiira un laiks) izvéléti saskana ar citiem Darzkopibas
institita veiktiem pétjjumiem. Enzima sastavs un sulai pievienojamais daudzums noradits
1.tabula.
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Tabula Nr.1
Enzima ipasibas, sulai pievienojamais daudzums un apstrades apstakli

Enzima nosaukums EnartisZym EZ filtrs
Glikanaze, endo-1,3(4) B (> 5 - < 7%)
Enzima komponenti, Pektinesteraze (> 5 - < 7%)
procentualais daudzums Pektina liaze (> 3 - < 5%)
Poligalakturonaze (> 3 - < 5%)
Inkubacijas laiks 2 stundas
Inkubacijas temperatiira (°C) +50+0,5 °C
Pievienotais enzima daudzums 04
: 4 ml
(uz litru)

Enzima darbibas aktivitate apturéta, sulu karsgjot +90 °C temperatiira tris miniites, péc tam

sula nekavégjoties atdzes€ta. Pec dzidrinasanas nogul$nu aizvakSanai sula filtréta, izmantojot
pakesu presfiltru Colombol2 (ltalija), ar filtréSanas plak$nu materiala caurlaidibu vidgji 17
mikroni. Sagatavota sula izmantota dzintarskabes satura testéSanai.

Dzintarskabes noteiksana

Kimiskas vielas un reagenti

Tirdzniecibas standarti un reagenti:

Merck KGaA (Darmstadt, Vacija): dzintarskabe (SA), ramnoze, riboze, ksiloze, arabinoze,
sorboze, fruktoze, mannoze, glikoze, galaktoze, saharoze, maltoze, laktoze un glicerins;
Merck KGaA (Darmstadt, Vacija): Skidruma hromatografijas masas spektrometrijas (LC-
MS) kvalitates metanols (MeOH), skudrskabe (HCOOH) (puriss r.a.);

Mitsubishi Chemical Corporation (Tokija, Japana): katjonu apmainas sveki DIAION™
UBKS550;

Chempur (Piekary Slaskie, Silézija, Polija): amonija hidroksida $kidums (NHsOH) (25 %
vIv);

VWRT™ [nternational, GmbH (Darmstate, Vacija): salsskabe (HCI) (37 % tilp.);

Ipasi tirs Gidens tika raZots, izmantojot reversas osmozes PureLab Flex Elga tidens attiri$anas
sisttmu (Veolia Water Technologies, Parize, Francija).

Dzintarskabes sagatavo$ana HPLC-ESI-TQ-MS/MS analizei

AttiriSana ar katjonu apmainas svekiem. Dzintarskabes (SA) izoléSana un attiriSana no
krimcidoniju (Chaenomeles japonica) sulas (JQJ) matricas veikta p&c katjonu apmainas
hromatografijas principa, izmantojot DIAION™ UBKS550 ka negativi 1adeétus svekus pozitivi
ladetai SA adsorbcijai. Sim nolikam 60,0 ml JQJ ar precizitati + 0,1 ml parnests 200,0 ml
varglaze, un pievienots 60,0 ml dejonizéta Gidens. Pe€c tam maisijums paklauts atkrasoSanai un
nevélamo piemaisijumu nonemsanai ar aktivéto ogli, nemitigi intensivi maisot uz magnétiska
maisitaja ar atrumu 700 apgr./min un 30, 0 £ 1, 0 °C 60 minttes. P&c tam maisijumu centrifugé
ar atrumu 10 280 x g 10 mindites 20, 0 + 1, 0 °C temperattira Hermle Z 36 HK centrifiiga (Hermle
Labortechnik, GmbH, Wehingen, Vacija). Virsgjais organiskais slanis dekantéts un filtréts caur
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0,20 um politetrafluoretiléna (H-PTFE) hidrofilizéto membranas filtru (Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Dueren, Vacija). Katjonu apmainas sveku (kolonnas tilpums 12,0 ml), kas piepilditi
ar 2,2 mg DIAION™ UBKS550, kondicioné$ana/lidzsvarosana tiek veikta, izmantojot 24,0 ml
buferskiduma A $kiduma ar pliismas atrumu 1,0 ml min! zem spiediena —1,0 = 0,1 "Hg,
izmantojot 12 portu Chromabond cietfazes ekstrakcijas (CFE) vakuuma manifoldu (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Dueren Vacija), kas savienots ar N 820 LABOPORT vakuumsiikni
(KNF Neuberger AB, Stokholma, Zviedrija). Uznestais paraugs tiek skalots ar 24,0 ml H20 un
caurplides frakcija (angl. flow-through fraction) savakta SA klatblitnes noteikSanai. SA
desorbcijai no katjonu apmainas svekiem izmantots 24,0 ml buferskidums B. Savakta eluata
frakcija tiek ietvaic€ta, izmantojot “Laborota 4002” rotacijas vakuma ietvaicétaju (Heidolph,
gvébija, Vacija) 40 = 1, 0 °© Cun 60, 0 = 2, 0 mBar. Iegiitie sausie atlikumi turéti —18,0 = 1,0 °C
temperatiira 11dz turpmakai analizei un lietoSanai, maksimali 24 stundas.

HPLC-ESI-TQ-MS/MS analitiskie nosacijumi dzintarskabes analizei

Dzintarskabes hromatografiska analize veikta ar Shimadzu Nexera UC sgrijas superkritiska
Skidruma ekstrakcijas—superkritiskas Skidruma hromatografijas—skidruma hromatografijas (SFE-
SFC-LC) sisttmu (Shimadzu Corporation, Tokija, Japana), tandéma ar triskar$a kvadrupola
masselektivo detektoru (TQ-MS-8050, Shimadzu korporacija, Tokija, Japana), aprikotu ar
elektroizsmidzinasSanas jonizaciju (ESI).

Apraksts: 3,0 uL paraugs ievadits apgrieztas fazes Shim-pack UC-RP kolonna (5,0 um, 250 x
4,6 mm; Tokija, Japana), kas darbojas 45,0 °C temperatiira un kustigas fazes atrumu 1,0 ml min 2.
Izmantotas kustigas fazes ir paskabinats H.O (1,0 % HCOOH v/v) (A) un paskabinats MeOH
(1,0 % HCOOH v/v) (B) izokratiska rezima. MeOH injekcijas ieklautas péc katra parauga ka
tuksSais tests, lai izvairitos no parnesanas efekta (angl. carry-over effect). Dati iegiti, izmantojot
LabSolutions Insight LC-MS versiju 3.7 SP3 (darbstacija) (Shimadzu Corporation, Tokija,
Japana), kas izmantota ari instrumentu kontrolei un apstradei. Saja protokola izmantota jonizacija
negativas jonu polaritates reZima, savukart dati vakti profila un centroida reZimos ar datu
uzglabasanas slieksni 5000 absorbcijas MS. Masselektiva detektora darbibas apstakli ir $adi:
detektora spriegums 1,98 kV, parveidoSanas dinoda spriegums 10,0 kV, interfeisa spriegums 3,0
kV, interfeisa temperatiira 300 °C, desolvatacijas Iinijas temperatira 250 °C, siltumbloka
temperatiira 400 °C, smidzinaSanas gaze — argons (Ar, tiriba 99,9%) ar plismas atrumu 3,0 L
min~!, sildgaze — oglekla dioksids (COp, tiriba 99.0%) ar pliismas atrumu 10.0 L min* un
zavesanas gaze — slapeklis (N2, atdalits no gaisa, izmantojot slapekla generatoru “Peak Scientific
Instruments Ltd.” (Inchinan, Skotija, Lielbritanija), tirtba 99.0%) ar plusmas atrumu 10.0 L
min~1. SA veikta, izmantojot jonu pareju monitoringa rezimu (angl. multiple reaction monitoring
— MRM) ieprieks veicot LC-MS sist€émas optimiz€Sanu.

Standarta izejas Skiduma sagatavosSana

Izejas Skidums, kas satur 1.4 mg SA, pagatavots 10,0 ml 100% paskabinata MeOH $kiduma
(MeOH:HCOOH attieciba 99:1 v/v). SA kvantitativa noteikSana veikta, injicgjot 3,0 uL 10 °C
temperatiira kalibrésanas $kiduma diapazona no 0,0175 Iidz 11,2000 pug ml—? (1. attels). Noteikts
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regresijas koeficients, detekte€Sanas robezvertiba (LOD) un kvantificéSanas robezvertiba (LOQ).
Darba Skidums sagatavots tiesi pirms lietoSanas.

1. attels. Analitiska standarta kalibréSanas likne, ko izmanto dzintarskabes noteikSanai
kriimcidoniju sulas parauga

Izmantota literatiira

Benedict DJ, Parulekar SJ, Tsai SP. Pervaporation-assisted esterification of lactic and succinic acids
with downstream ester recovery. J Memb Sci. 2006;281(1-2):435-45.

Xiao Y, Zhang Z, Wang Y, Gao B, Chang J, Zhu D. Two-Stage Crystallization Combining Direct
Succinimide Synthesis for the Recovery of Succinic Acid From Fermentation Broth. Front
Bioeng Biotechnol. 2020;7(January).

Cukier C, Lea PJ, Cafas R, Marmagne A, Limami AM, Hirel B. Labeling Maize (Zea mays L.)
Leaves with 15 NH 4+ and Monitoring Nitrogen Incorporation into Amino Acids by GC/MS
Analysis. Curr Protoc plant Biol. 2018;3(3):20073.
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R2.5. Noteikti leizejas lapu pulvera kvalitativie raditaji sagatavoSanas un
uzglabasanas laika, aprakstits raZzoSanas process (TRL4).
levads

Leizeja (Rhaponticum carthamoides) ir asteru dzimtas daudzgadigs augs, 50-80
centimetru, bet dazkart pat pusotra Iidz divus metrus augsts (2.5.1. att.). Tai ir sp&cigi attistiti
horizontali sakneni un dadziem lidzigi violeti ziedi. Leizeja ir endémisks augs (sastopama tikai
noteikta, ierobezota geografiska apgabala), kas savvala aug Sibirijas, Vidusazijas, Mongolijas un
Kinas kalnos apméram 3000 metru virs jiiras [imena, galvenas audzes atrodams Sajanu un Altaja
kalnos. Leizejas izplatibu veicinajusi cilveéki — parceloties uz jaunam teritorijam, vini néma lidzi
arT leizeju seklas. 10. —11. gadsimta leizeju saka audzet Eiropas aptieku darzos. Sava evoliicijas
procesa leizeja pielagojusies ekstremaliem dzives apstakliem, kas atsaucas uz to kimisko sastavu.
Ipasi saknenu biologiski aktivo savienojumu saturs ir plass: fitoekdizoni, sterini, glikozidi,
flavonoidi, tanini, €teriskas ellas, sveki, tauki, vaski, karotinoidi un askorbinskabe. Viens no
svarigakajiem savienojumiem (kopa ar citiem fitoekdizoniem) ir ekdisterons, kam ir leizejas
preparatu galvena raksturiga iedarbiba. P&tijumi norada, ka auga virszemes dalas (ziedkopas,
stublaji, lapas) satur no 0,26 11dz 0,57% ekdisterona (no absoliiti sausu izejvielu masas), savukart
kultivéto augu virszemes dalas ir attiecigi 0,35-1,22%, bet auglos 1idz pat 1,51% ekdisterona. ST
steroidu grupa, kas sastopama leizeja, ir loti plaSa un 10—-100 000 reiZzu parsniedz So vielu
koncentraciju citos augos.

2.5.1. att. Saflora leizeja (Rhaponticum chartamoides) jeb maralsakne
ZS ,, Kurmisi”.
Sibirijas tautas medicina Saflora leizeja ir zin@ma ka augs, kas “pacel cilvéku no Cetrpadsmit
slimibam un piepilda vinu ar jaunibu”. Ir pat pienémums, ka pulveris no leizejas palidzgja
kinieSiem veikt jiiras celojumu apkart pasaulei, apsteidzot Kolumbu par tuksto$ gadiem. Tibeta,
Senaja Kina un Mongolija izmantoja leizejas speku no seniem laikiem ka tonizgjoSu Iidzekli pie
parpiiles, ka ari kop€ja noguruma mazinasanai péc saslim$anam. Lietojot leizeju, slimniekiem
uzlabojas paSsajiita, apetite un miegs. Leizejas saknenu iedarbiba lidzinas ZenSena efektam, un to
novarijumus plasi lieto Sibirijas tautas medicina. ledzivotajiem sen bija zinams, ka maralbriezi,
govis un zirgi meklI€ So augu un pastiprinati to &€d. Sibirijas ilgdzivotaji 19. gadsimta pamanija
leizejas pozitivo ietekmi arT uz cilvéka organismu, secinot, ka saknenu novarijums un to spirta
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uzl&jums ir apveltiti ar labu tonizgjosu iedarbibu. Tie nonem fizisko un garigo nogurumu, renoveé
mozumu, paaugstina apetiti, ievérojami pastiprina darbsp&jas un uzlabo kop&u passajitu.
Klmiski pétijumi norada, ka leizejas preparati stimulé centralas nervu sistémas darbibu, un 1pasi
galvas smadzenu garozu, paaugstina izturibu pie fiziskas slodzes, pazemina noguruma izjiitas,
paaugstina asinsspiedienu, palénina sirds ritmu un palielina pulsacijas amplitidu, paplasina
periféros asinsvadus un palielina asinsrites atrumu. Sis ari bija iemesls, kade] leizeju un tas
preparatus plasi saka izmantot Padomju Savieniba sportistu uzvaru kaldinasanai. Pagajusa
gadsimta 70.-90. gados olimpiskie panakumi profesionalaja sporta bija saistiti ar noslépumu —
no leizejas iegiita ekdisténa, ekdisterona, saknes ekstraktu un smalki samalta pulvera
izmantoSanu. Lietojot auga preparatus, uzlabojas ekstraklases sportistu atruma—spéka ipasibas,
izturiba, gariga stabilitate un atgtiSanas péc liela sporta ekstrémam un nogurdinosam slodzém.
Leizejas preparati bija oficiali ieklauti PSRS Valsts farmakopejas izdevumos, vélak ar1 Krievijas
Federacijas Valsts farmakopeja, ka arT Valsts zalu registra. Preparatu augsto efektivitati pamatoja
ar vairak neka 50 gadu ilgu parbauzu rezultatiem, kas tikuSas veiktas daudzas zinatniskas
organizacijas un medicinas klinikas. Leizeja nepieder toksisko vai indigo sugu grupai, un §1 auga
zalo masu drosi var lietot uztura gan cilvéki, gan dzivnieki un putni. Auga toniz&josas ipasSibas
izmantotas partikas produktu — atspirdzinoSo dze€rienu «Sajani» un «Baikals», ka ar1 dazadu
balzamu (“Gorno-Altajskij”, “Sibirija” u.c.) raZoSana. Miusdienu literatira nav atrasta
informacija par alkaloidu, triterpe€nu saponinu, citu sp&cigu, narkotisku vai indigu vielu
uzkrasanos, ari ilgsto$i lietojot leizeju. Kop$ 2020. gada ekdisterons ir ieklauts Pasaules
Antidopinga agentiiras uzraudzibas programma. Saskana ar dazadiem pétijjumiem ar ziditajiem
ekdisteronam ir daudz dazadu farmakologisku efektu: tostarp anabolisks, pretdiabéta,
pretickaisuma, kardioprotektivs un hipolipidémisks. Ir pieradits, ka R. carthamoides saknu un/vai
lapu ekstraktiem piemit potenciala pretvéza aktivitate (saknu ekstraktam) (Skata et al., 2016),
trombocTtu agregacijas kavésana (lapu ekstraktam, galvenokart flavonoidiem) (Koleckar et al.,
2008), pretmikrobu iedarbiba (saknu &teriskai ellai) (Havlik et al., 2009), un antioksidanta
aktivitate (lapu ekstraktam) (Miliauskas et al., 2005; Biskup et al., 2013; Biskup et al., 2009).
Latvija leizeju vairak neka 15 gadus audzé zemnieku saimnieciba “Kurmisi”. Saimniecibas
raZoto produktu klasta ir ari leizejas saknes (https://www.kurmisi.com/veikals/item/seklas-
saknes/leizejas-saknes/), tadel ir interese par biologiski aktiviem savienojumiem un
raksturigas aktivas vielas (20-hidroksiekdizona) saturu tiesi tajas.

Materiali un metodes

1. Saknu paraugu ekstrakcija

Sausas leizejas saknes paraugiem no Latvijas, zemnieku saimniecibas “Kurmisi” (razas gads:
2019. un 2020.) un Krievijas (razas gads: 2019) tika samaltas ar maisitaja dzirnavam (lodisu
dzirnavas MM 400, Retsch, Vacija), izmantojot skriivéjamas 50 ml malSanas kapsulas no
nertis€josa terauda, malSanas ilgums 30 s ar frekvenci 30 Hz. Ekstrakcijai parbauditi vairaki
skidinataji (etanols, metanols, acetons, 70% etanols, 70% acetons, 80% metanols un tdens).
Bioaktivo savienojumu ekstrakcijai izmantota ultraskanas metode tas augstakas efektivitates del.
Iss metodes apraksts: 0,1 g maltu saknu vai lapu ievieto 15 ml mégeng, papildina ar 10 ml
skidinataja, 1 mindti maisa uz Vortex REAX virsmas (Heidolph, Schwabach, Vacija) un 15
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minttes paklauj ultraskanas apstradei Sonorex RK 510 H ultraskanas vanna (Bandelin electronic,
Berline, Vacija) ar termostatu 60 “C temperatiira. P&c ultraskanas vannas paraugus centrifugg 5
miniites ar atrumu 10 000 X g, izmantojot Centrifuge 5804 R (Eppendorfa, Hamburga, Vacija).
Udens ekstraktiem parbauditi atSkirigi apstrades veidi: 1) maisiSana 1 miniti un 2) karséSana
mikrovilnu krasnt (M735R Samsung, 800W) 30 sekundes. Filtrétie paraugi caur PTFE S§lirces
filtru (25 mm, 0,2 pm, AlChem, Cehija) tiesi ievaditi $kidruma hromatografijas (LC) vai
superkritiskas Skidruma hromatografijas (SFC) sistéma.

NoteikSana

LC (8kidruma hromatografijas) metodes kliist veiksmigakas neka SFC (superkritiska skidruma
hromatografija) ekdisteroidu, galvenokart 20-hidroksiekdizona, atdaliSana no citiem R.
carthamoides sakn€s esosajiem savienojumiem. No vairakam parbauditajam hromatografijas
kolonnam Kinetex C18 (250 % 4,6 mm) ar 5 pm lielam kodola apvalka dalinam bija
visveiksmigaka savienojumu atdaliSana. Bioaktivos savienojumus noteica ar DAD (Diode-
Array Detection) detektoru vilnu garuma diapazona no 200 Iidz 600 nm. Savienojumi
identificéti, pamatojoties uz literatiiru (Glazowska et al., 2018; Skata et al., 2019; Kokoska, L.,
and Janovska, 2009; Skata et al., 2015), savukart iegiitas vertibas aprékinatas, izmantojot
hlorogénskabei un katehinam veidotas kalibréSanas liknes.

2. Lapu Kimiska sastava noteikSana

analizes saskana ar zinatniska literatlira noraditam metodém (2.5.1. tabula).
2.5.1.tabula. Kimisko analiZu metodes

.. NoteikSanas
Nr.p.k. Kimiskie raditaji metode Literatiira
1 Kopgjais fenolu saturs | Spektrofometrija Singleton et al., 1999
5 Kopgjais flavonoidu Spektrofometrija | Mathur and Vijayvergia, 2017
saturs
2 Kopgjais taninu saturs | Spektrofometrija Paver et.al 2010
(DPPH")
4 Kopgjais hlorofils Spektrofometrija Dere et al., 1998
Saskana ar saknu paraugu
5 20-hidroksiekdizons Hromatografija analizu aprakstu
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3. Leizejas auga dalu (saknu un lapu) paraugi

2.5.2. attels. Leizejas lapu un saknu | ‘2.5.3. attéls. Leizejas lapu pulveris (Z’AS' z
paraugi no Krievijas. “Kurmisi”).

Rezultati

Leizejas saknes

Ekstraktos, kas iegiiti no R. carthamoides sakném, 20-hidroksiekdizons konstatéts ka vieniga
ekdisteroidiem piederosa molekula (2.5.4. att.).

u
110 58771 G0RGACHT)

2500 2750 3000 3250 300 W50

2.5.4. attéls. Noteikta 20-hidroksiekdizona UV spektri R. carthamoides saknés.
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20-hidroksiekdizona saturs R. carthamoides saknés, kas iegiitas no Latvija (2019. un 2020. gada)
un Krievija audz&tiem augiem, bija 2,74—6,73 mg/g DW robezas. legiita koncentracija, 1pasi
Latvija audz&tos augos, saskan ar Polija veiktiem p&tijumiem par 20-hidroksiekdizona saturu R.
carthamoides saknés (Skata et al., 2015). Aktiva savienojuma koncentracija R. carthamoides
sakn@s, kas iegiita no Latvija audz&tiem augiem, abos gados (2019. un 2020. gada) bija vairak
neka divas reizes lielaka neka Krievija audzetajos augos (2.5.5. att.). Iegiitas atskiribas var rasties
vairaku agronomisku un genétisku faktoru ietekmé&, ka arT parstrades rezultata — zaveSanas
metode, temperatiira, laiks vai piekluve gaisam un saulei var btiski ietekm@&t rezultatus. Nevienu
no Siem faktoriem nevar izslégt ka ietekmgjosu.
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2.5.5. attels. 20-hidroksiekdizona satura (mg/g DW) salidzinajums no Krievijas un Latvijas
iegiitajas R. carthamoides saknés.

Efektivitate

Visefektivakais $kidinatajs bija 80% metanola Skidums, tomér vairakiem Skidinatajiem ir loti
lidziga 20-hidroksiekdizona ekstrah&jamiba (2.5.6. att.). Pozitivi jauzsver ekstrakta ieguves ar
tdeni efektivitate. Ta ka tdens ir visvairak izmantotais Skidinatajs uzlgjumu (ekstraktu)
pagatavoSanali, ta ir loti vertiga informacija potencialajiem klientiem. Mikrovilnu un ultraskanas
izmantoSana neuzlaboja 20-hidroksiekdizona ekstrah&jamibu, rezultatu atskiriba bija statistiski
nenozimigi.
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2.5.6. attels. 20-hidroksiekdizona ekstrakcijas efektivitate no R. carthamoides saknem.

Stabilitate uzglabasanas laika

Neatkarigi no parbaudita parauga (gads, izcelsmes vieta (Latvija vai Krievija)) 20-
hidroksiekdizonam R. carthamoides saknés bija raksturiga laba stabilitate, lai gan paraugi
uzglabati 21 + 2 °C pulvera veida slégta mégené. Videji 20-hidroksiekdizona saturs pulverveida
R. carthamoides saknés 18 ménesu laika samazinajas par 10% (2.5.7. att.).
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2.5.7. attels. 20-hidroksiekdizona stabilitate R. carthamoides saknés uzglabasanas laika.
Lapas

Leizejas sausas lapu drogas kimiska sastava raditaji apkopoti 2.5.2. tabula. Leizejas lapu
pulvera razoSanas procesa apraksts noradits R2.5.1. pielikuma.
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2.5.2. tabula. Leizejas lapu kimiskais sastavs

Raditaji Daudzums*
Vidgjais STDEV
Taninu saturs, katehina ekv.mg/g 13.8 0.0
Flavonoidu saturs, mg Katenina ekv./g 19.9 0.1
Kopgjais fenolu saturs, mg Gal. sk.ekv/g 48.8 1.15
Hlorofils a pug/g 41.5 2.9
Hlorofils b pg/g 27.7 7.7
AOA(DPPH), mili M TE ekv./g 135.6 25.8
AOA(FRAP), mg FeSo4 ekv./g 225.7 195
AOA(FRAP), miliM TE ekv./g 15.2 1.3
20-hidroksiekdizons 2.5 0.1

* raditaju daudzums izteikts uz drogas sausnu viena grama

Leizejas lapu drogas kop&jo fenolu saturs ir 48.8 mg Gal. sk.ekv/g. Salidzinajumam Vergun
et al., (2019) analizgjot fenolu savienojumus leizejas drogas (ka $kidinataju izmantojot acetonu),
noteica, ka kopgjo fenolu saturs ir 32.43 GAE/g (DW), flavonoidu saturs 10.16 mg QE/g (DW),
antioksidantu aktivitate DPPH 9.0 mg TE/g (DW).
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Secinajumi

1) Aktiva savienojuma 20-hidroksiekdizona saturs R. carthamoides saknés, kas iegiitas no
Latvija (2019. un 2020. gada) audz&tiem augiem, bija robezas no 5.63 lidz 6,73 mg/g
sausnas. Salidzinajuma parauga no Krievijas aktiva savienojuma saturs saknu parauga
bija vidgji divas reizes mazaks. Tomér nemot véra, ka nebija iesp&jams iegiit detalizetu
informaciju par paraugu (ipaSi ievakSanas gadu, sagatavoSanas apstaklus un
uzglabasanu), objektivus secinajumus izdarit ir sarezgiti. Turklat 20-hidroksiekdizona
koncentracija R. carthamoides saknés katru gadu var butiski atSkirties arT atkariba no
augsSanas vietas.

2) Aktiva savienojuma saturs visos saknu paraugos 18 méneSu laika samazinajas tikai par
vidgji 10%.

3) Tikai tdens ka ekstragenta lietoSana lava loti efektivi atgiit (97%) bioaktiva savienojuma
20-hidroksiekdizonu saturu parauga.

4) Leizejas lapas satur kopgjos fenolus 48.8 mg Gal. sk.ekv/g, a hlorofilu 41.5 pg/g. Lapu
droga uzradija antioksidativas ipasibas, ar DPPH radikali 135.6 mili M TE ekv./g un ar
FRAP 225.7 mg FeSo4 ekv./g.

5) Aktiva savienojuma 20-hidroksiekdizona saturs Latvija audz&ta auga R. carthamoides
lapas bija vidgji 2.5 mg/g sausnas. Saskana ar literatiiru svarigs aktivas vielas
ietekmgéjosais faktors ir lapu ievaksanas laiks.

6) Veiktie un iegttie p&tijumu rezultati, aprakstitais leizejas lapu pulvera raZzo$anas process
norada, ka ir sasniegts tehnologiju gatavibas limenis TRL4 -

Tehnologijas validacija laboratorijas vidé: veikta galveno tehnologisko komponentu
integracija, lai parbaudito to kopdarbibu laboratorijas vide.

Diemzeél neparedzétie notikumi pasaulé (Covid 19 pandémija un kars Ukraina) kavéja planoto
peétijumu pilnvéertigu pabeigSanu, jo nebija iespéjams sanemt atkartotus augu paraugus no
Krievijas.
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R2.5.1. PIELIKUMS

UZNEMUMS

LAD projekts Izstradaja:

Nr. 19-00-A01612-000006 - ~
(vards, uzvards)

LEIZEJAS LAPU PULVERA —
RAZOSANAS PROCESA APRAKSTS | APstiprina:
(vards, uzvards)

Apraksts leizejas (Rhaponticum carthamoides) lapu ievakSanai, kaltéSanai, iepakoSanai,
uzglabasanai, kvalitativo raditaju noteikSanai, lai istenotu projekta “Biotehnologiju kompetences
attistiba augstvertigu darzkopibas produktu ieguvei” izvirzitos uzdevumus.

levérojot So kalt€to augu raZoSanas procesa aprakstu, uzn@mums garanté, ka leizejas
(Rhaponticum carthamoides) kalt&to lapu pulveris:

ir derigs pat€rinam cilvéka uztura;

augi ir audz€ti un razoti higiéniskos apstaklos, samazinot mikrobiologiska piesarnojuma
risku un nepielaujot kaitigo mikroorganismu veidoSanos;

ir audzgti, ievakti un razoti ar biologiskam metodém, saskana ar LV un Eiropas Padomes
normativajos aktos noraditam prasibam.

KALTESANA

Leizejas lapas ievac sausa laika;

Ievaktas lapas péc iesp€jas atrak nogada uz kaltéSanas vietu, kur veic zav€jama materiala
vizualo parbaudi, SkiroSanu, aizvacot sadzelt€jusas, mehaniski bojatas lapas vai to dalas,
parkoksnétos katus, citu augu piejaukumus (ja tadi ir);

Pirms apstrades lapas novieto vietas, kas ir aizsargatas no tieSu saules staru ietekmes;
Parliecinas, ka kalteSanas stativi vai plaukti ir tiri un sausi, bez citu augu dalu dalam;
Lapas kalteé uz sietiem, vai auduma ramjiem piemérota aprikojuma ar maksligo
ventilaciju;

Lai iegtitu kvalitativus produktus, nodrosina temperattiru ne augstaku ka 40 C.
Produkcijas gatavibu nosaka vizuali un ar tausti, lapam ir jalaist. Mitruma saturam jabut
8-11% robezas.

Atkritumus (t.i., nederigas lapas) savac un ievieto mark&tos atkritumu konteineros vai
tvertn€s, kurus regulari iztukso un tira.

Lai nodroSinatu kaltéto produktu aizsardzibu pret potenciala piesarnojuma avotiem,
pieméram, kaitekliem, majdzivniekiem un lieku mitruma uznemsanu, tos pec iespgjas
atrak iepako.
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PULVERA SAGATAVOSANA

Saskana ar planoto produkcijas veidu kaltétas lapas samal pulveri, izmantojot piemerotas
dzirnavas.

MalSanas laika veidojusSos puteklu aizsardzibai ieteicams lietot personigos aizsardzibas
lidzeklus — sejas maskas.

Lapu pulverim ir jabiit tuvu attieciga auga dabiskajai krasai. Melni un briini zavéjumi ir
likvidgjami.

NepiecieSamibas gadijuma produktu sija vai v€lreiz smalcina.

IEPAKOSANA UN MARKESANA

Kaltetos produktus iepako tiros maisos vai kastes ilgakai uzglabaSanai, vélams nodrosinat
hermétiskumu pulvera kvalitates saglabasanai.

Tlitejai tirdzniecibai lapu pulveri iepako paredzetos daudzumos atbilstosa iepakojuma.
Iepakojumam janodroSina produkta kvalitates raditaju un 71paSibu saglabaSana.
Iepakojumam jaatbilst MK Noteikumu Nr.808 “Noteikumi par materialiem un
izstradajumiem, kas paredzgeti saskarei ar partiku” prasibam..

Markesana.

Katru produkta taras vienibu marke ar etiketi.

Mark&jumam jaatbilst aktualo normativo aktu prasibam.
Mark&umam jabut neizdzeéSamam, viegli salasamam un saskatamam.
Etiketei jabt tirai, bez poligrafiskiem defektiem, bez krokam.
Etiketei vai mark&jumam jabiit izturigam pret argjas vides ietekmi.

Markejuma — etikete jauzrada $ada informacija:

produkta nosaukums un (vai) precu zime;

razotaja nosaukums vai razotaja zime (logo), juridiska adrese, telefona numurs un majas
lapas adrese;

neto masa vai tilpums;

produkta sastavdalu saraksts atbilstoSi Latvijas Republikas speka esoSajai likumdoSanai;
butiskas piezimes;

rekomend@ta uzglabasanas temperatiira no +0 °C Iidz +25 °C;

izcelsmes valsts;

deriguma garantijas termins$ ar vardiem “leteicams Iidz”, datums identificg partiju.

KALTETO PRODUKTU UZGLABASANA

lepakotos kaltetos produktus uzglaba sausas, labi védinamas telpas, ta noveérsot peléjumu
veidoSanos vai nevélamus produktu oksidacijas un fermentacijas procesus.

Iepakotos produktus uzglaba telpas, kas ir aizsargatas no kaitekliem un majdzivniekiem.
Ja logi ir atverami, tad tos apriko ar aizsargsietiem.
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e Lai nodrosinatu atbilstosu kaltéto produktu uzglabasanu, ieteicamas piemérotas telpas ar
viegli uzkopjamam telpu gridam.

e Produktiem jabiit novietotiem uz paletém un noteikta attaluma no sienam, nodroSinot
brivu gaisa cirkulaciju.

6. LEIZEJAS LAPU PULVERA KVALITATIVIE RADITAJI

Produktu organoleptiskajam, fizikali — kimiskajam, mikrobiologiskam ipasibam jaatbilst
raditajiem, kas noteikti tabula.

Raditaja nosaukums Leizejas lapu Parbaudes metode*
pulveris
Viendabigi malts
1.lzskats pUI\./e”_S bez Péc TN 5.1. punkta
izteiktam auga lapu
vai katu dalam
2.Aromats Vlegls, patkams _ Péc TN 5.1. punkta
kalt€tu augu aromats
Gaisi zala,
3.Krasa botamsk_aj am sugas Péc TN 5.1. punkta
raksturojumam
atbilstosa krasa
4.Mitruma saturs % 8-11% Péc TN 5.2. punkta
5. Mikrobiologiskie
raditaji: Peléjuma senites Nosaka akreditéta
un raugu Sinas (KVV/lg | <500 KVV/1 g laboratorija
produkta)

*parbaudes metodes
6.1.Produkta izskatu un krasu nosaka vizuali, apskatot parbaudamo paraugu izkliedéta dienas
gaisma. Aromatu parbauda organoleptiski.

6.2. Mitruma saturs (%).
Nosaka, izmantojot aprikojumu - Neautomatiskie svari (I un II klase)/Mitruma analizators
/Kern MLS 50-3

7. KVALITATES GARANTIJAS

e Produkta kvalitati apliecina uznémuma parstrades vaditajs.

e Visos kaltéto produktu aprites posmos (ievaksana, apstrade, iepakoSana un uzglabaSana)
uznémuma tiek nodroSinatas obligatas nepiecieSamas higi€nas prasibas, saskana ar
ieviesto paSkontroles sistemu.

e [zgatavotajs garante produkcijas atbilstibu §1 apraksta prasibam, ja pat€rétajs ievero $ajos
noteikumos uzraditos uzglabasanas noteikumus.
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3. aktivitate

R3.1. Sagatavoti un publiceti 4 popularzinatniskie raksti par projekta temam

Sagatavoti pieci popularzinatniski raksti un divi zinatniskie raksts.
Popularzinatniski raksti:

1) “Kallas” Darzs un Drava, Vasara 2022 (Liva Purmale)

2) “Leizeja” Darzs un Drava, Ziema 2022 (Dalija Seglina, Ivars Geiba)

3) “Smiltsérkski un to vertiga ella” Darzs un Drava, Vasara 2023 (Dalija Seglina, Inta
Krasnova, Natalja Mazarova, Ivs Valdzers)

4) ”Saflora leizeja” - https://www.botanika.lu.lv/par-mums/101-gads/seklas/saflora-leizeja/
(Signe Tomsone)

5) “IlpopexuBaere manuny? He BbiOpaceiBaiite mucthsa!™ 10. junijs 2022, M&s kopa — Latvija
(Dalija Seglina)

https://www.mklat.lv/zhizn/1862-prorezhivaete-malinu-ne-vybrasyvajte-listya.html

Zinatniskie raksti:

1)  Purmale, L., Korica, A. and Joffe, R. (2023). First accounts of Zantedeschia sp. Dasheen
and Konjac mosaic virus detection in Latvia. Acta Hortic. 1359, 173-178
DOI: 10.17660/ActaHortic.2023.1359.21 https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2023.1359.21

2)  Sagatavota zinatniska publikacija “A succinic acid-rich fraction recovered from the
juice of Chaenomeles japonica (thunb.) lindl. ex spach) by ion exchange fractionation resin”
(iesniegta Zurnala “Proceedings of the Latvian Academy of Sciences. Section B”).
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R3.2. Noorganizets gala seminars nozarei par projekta rezultatiem

Noorganizets gala seminars Bulduru Darzkopibas vidusskola 2023. gada 26. janvari. Seminara
organizé€Sana aktivu iesaistijas Botaniska darza Draugu biedriba sadarbiba ar Bulduru
Darzkopibas vidusskolas darbiniekiem. Biedribas specialisti nodro§inaja seminara plakata
izveidi, dalibnieku atlasi, iesniegto rakstu korekciju, kopsavilkumu izdevuma maketéSanu,
redigéSanu, bilzu atlasi un apstradi, dalibnieku registraciju, seminara izdales materialu
gatavosanu, izstades materiala sagatavosanu, atlasi.

Biedriba nodro$inaja ari Gala atskaites sagatavoSanu publicé$anai, maketéSanu, redigésanu,
bilzu, tekstu apstradi. Par seminara rezultatiem tika sagatavota preses relize.

Zinojumi par projektu:

1) Dalija Seglina, Inta Krasnova, Karina Juhnevi¢a-Radenkova, Pawel Gornas “Research
on plant extracts for use in the food, pharmaceutical and cosmetic industries”

2) Gunars Lacis, Katrina Karklina & Edite Kaufmane “Development of tools for
Chaenomeles germplasm genetic evaluation”

3) Liva Purmale, Rafaels Joffe & Anna Korica “Dasheen and Konjac mosaic virus
elimination attempts from Zantedeschia sp.”

4) Neda Zulge, Inga Moroc¢ko—Bicevska, Ineta Baka, Liga Lepse “The detection of viruses
associated with crumbly raspberry fruit in Latvia and elimination possibilities by
micropropagation”

5) Madara Lazdane, Signe Tomsone & Jelena Kalnina “Micropropagation of Rhaponticum
carthamoides (willd.) iljin”

Kopsavilkumu buklets pieejams Seit: https://bulduri.lv/wp-
content/uploads/2022/11/abstracts.pdf

Izstade “Laikmetiga darzkopiba”, kura ieklauti att€li no projekta norises. Pieejama Bulduru
Darzkopibas vidusskolas vestibila.
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R3.3. Noorganizeti 3 seminari Lauku dienas Dobele

1. Zinojums par projekta rezultatiem Darzkopibas Institiita pavasara Lauku dienas: D. Seglina
“Auglaugu lapu ekstrakti un to perspektivas kosmétikas nozarei
https://www.darzkopibasinstituts.lv/lv/raksts/2021-04-15/informativa-diena-pavasaris-2021

2. Pavasara lauku dienas prezentéti petijumu rezultati par savvalas un majas avenu lapu
salidzinajumu https://fruittechcentre.eu/lv/article/2022-05-24/informativa-diena-pavasaris-2022

3. Projekts “Biotehnologiju kompetences attistiba augstveértigu darzkopibas produktu ieguvei”
ka baze darzkopibas specialistu un interesentu apmacibai (L.Purmale)
https://fruittechcentre.eu/sites/default/files/files/articles/Biotehnologiju_kompetences_attistiba.p
df

4. Botaniska darza draugu biedriba ar kallu audz&sanu un atveselo$anu in vitro iepazistinaja
Enu dienas dalibniekus 2023. gada 5. aprili.
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R3.4. Sagatavoti zinojumi par projekta rezultatiem ikgadéja Bulduru konference
(6 gab.)

Covid-19 ietekmé konferenéu norise mainijas. Regulari par projekta rezultatiem zinots Latvijas
Universitates starptautiskajas zinatniskajas konferenc@s. Rezultati prezentéti ari konferences
arpus Latvijas — Kina, Francija, Igaunija.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A. Sparinska*, Liva Purmale, Rafaels Joffe “Advancments in CCA Aeroponic and
hydroponic cultivation at Bulduri Agri-food Technical school” VertiFarm2023, Kina,
Cengdu 2023

A.Sparinsk* un Botaniska darza draugu biedribas parstavji “Biotehnologiju kompetences
veseligu stadu audzeéSana” ikgad&ja Darzkopibas konference, Bulduri 2023. gada 10.
marta. https://www.darzkopibaskonference.lv/

Madara Lazdane*, Signe Tomsone, Jelena Kalnina, Lita Zira “Saflora leizejas
(Rhaponticum carthamoides (Willd.) Iljin) in vitro kultiras uzsakSana” LU 8.
starptautiska zinatniska konference, Riga 2023

Anna Korica*, Rafaels Joffe, Solveiga Lapina, Liva Purmale “Virusu izraisito infekciju
izpéte kallam Zantedeschia sp.” LU 80 starptautiska zinatniska konference, Riga 2022
Liva Purmale*, Anna Korica, Rafaels Joffe. First accounts of Zantedeschia sp. Dasheen
and Konjac mosaic virus detection in Latvia. XXXI International Horticultural Congress
(IHC2022): International Symposium on In Vitro Technology and Micropropagated
Plants. Francija, Angers 2022

Liva Purmale*, Anna Korica, Rafaels Joffe “Kallu (Zantedeschia sp.) in vitro kultiiras
uzsakSana”, LU 79. starptautiska zinatniska konference, Riga 2021

D. Seglina, I. Krasnova, K. Juhnevica-Radenkova “Fruit leaf extracts and their
perspectives in the cosmetics industry - preliminary study”. Igaunijas Dzivibas zinatnu
universitates Polli Darzkopibas zinatniskaja centra, 19. novembr1 2021. g.

https://worksup.com/Pollil00conference2021/#/event/agenda/plan
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