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10. PROJEKTI ARUANNE (tehtud t66d, saadud uued teadmised ja tulemusdd jn

TOO eesmarkideks oli teraviljade sordiaretusekidtava topelthaploidide meetodi
rakendamiseks vajaliku laboratooriumi sisustamankgikurakendamine. Jégeva
teraviljasortidele (suvi- ja talinisu, oder) ningHalikele laboritingimustele sobivate taimede
ettekasvatusreziimide ja koekultuurireziimide vé@{gamine. Taimsete koekultuurimeetodite
edukus on vaga tugevasti mojutatav kasutatavagesttglipidest ning laboratooriumi
tingimustest. Seetdttu el saa kasutada universdategoodikaid vaid igale laboratooriumile
tuleb kohandada oma unikaalsed meetodid.

Laboratooriumi sisustamiseks muretseti lisaks obmievatele seadmetele kesklaud,

sterilisaator, pH-meeter, magnetsegajad, tsengifung laboratooriumi todks vajalikud
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kemikaalid ja instrumendid. Ehitati spetsiaalne taminaarkapi jaoks ning valgusriiul
regenereeruvate taimede kasvatamiseks. Laboratoioavati 19. mail 2004.a. Kuni 2006.a.
septembrini oli tdtde praktiliseks teostajaks Totéhnoloogi haridusega Irina Puzdrjova, kes
seejarel siirdus doktoriGpingutele Tartu Ulikookddiisioloogia tooriihma. Topelthaploidide
tootmist jatkas seejarel Tartu Ulikooli bioloogirltusega Idpetanud Terje Pdvvat. MGlemad
tootajad labisid valjadppe ja koolituse Tallinnehmikaulikooli Geenitehnoloogia Instituudis.
Uue t66taja todleasumisel muudeti monevorra niilrksi ka odral kasutatavaid laboratoorseid
protokolle. Kogu projekti véltel on tulnud tehdjpaddd ja kohandada kasutatavaid meetodeid
kultuuride saastumise vahendamiseks.

SUVINISU
Doonortaimedena kasutati Jogeva SAI suvinisu aret® (Boj 10103 x NZ 26)446 [Helle x
Vinjett]; 453 (Triso x Helle),455 [Triso x Manu];466 (Meri x SW 35098)473 (Nandu x Boj
10102),478 (Raisa x Mahti),509 [Boj 10146(6 x Tjalve];524 (Tahti/T. timophevii/Tahti X
Meri)], 529 (SW 33129 x Manu), 586 [Tjalve x Arno]; 589 (Triso x Bor 25683) ja sort
Baldus, Helle, Mahti, Manu, Tahti.
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Topelthaploidide tegemiseks kasutati tolmukate ktsioonis66tmena B séddet (KCI 1,49 g
L%, MgSQ, x 7TH,0 0,25 g [*, CaChx 2H,0 0,15 g [}, KH,PO, 0,14 g [}, mannitool 54,7
g L™ pH 7,0), kus hoiti tolmukaid, et neist vabaneksidtrospoorid.

Emakaid kasvatati samal ajal A2 sddtmel: ¥ N6- mealemendid (KN@ 1'415 mg [,
CaCb x 2H,0 83 mg X, MgSQ, x 7H,0 92,5 mg [}, KH,PO, 200 mg L, (NH4)-SOs 231,5 mg
LY, 2 B5-mikroelemendid ja vitamiinid (MnS& H,O 5,0 mg [}, ZnSQ x 7H,0 1,0 mg L
! HsBO; 1,5 mg [*, KJ 0,375 mg L}, CuSQ x 5H,0 0,00125 mg &, NasMoO, x 2H,0 0,0125
mg L*!CoCh x 6H,0 0,0125 mg L, miio-inositool 50 mg t, tiamiin-HCI 5,0 mg L,
nikotiinhape 0,5 mg T, puridoksiin-HCI 0,5 mg L), FeNa-EDTA 32 g !, MES 200 mg L[,
glutamiin 500 mg [}, maltoos 10'800 mgt; pH 6,2. Emakaid hoiti 4 paeva 26 °C ning
tolmukaid sama kaua 33 °C juures.

Parast induktsiooni eraldati gradienttsentrifuugeniteel elavad mikrospoorid surnutgest
ning asetati elavad mikrospoorid AMC sd6tmele (KNKDOO mg L[}, KCI 35 mg L, MgSQ, x
7H,0 125 mg [, KH,PO, 200 mg L, (NH4),SQs 100 mg L, MnSQ, x H,O 4,4 mg L,
ZnSQ, x 7H,0 1,5 mg [}HsBO; 1,6 mg L*, KJ 0,8 mg [}, tiamiin-HCI 1,0 mg [}, FeNa-
EDTA 32 mg L', 2,4 — D 1,5 mg L1, kinetiin 0,5 mg L}, seriin 100 mg L glutamiin 1'000
mg L, maltoos 90'000 mg; pH 5,8], kuhu lisati ka A2 i@l kasvatatud emakad, kuna katsed
on ndidanud, et emakad vabastavad s66tmesse nokridg regeneratsiooni soodustavaid
aineid. Seejarel asetati tassid 26 °C juurde kaawami 30 paevaks.

Moodustunud embrtiod asetati kasvama A2R sddtmetepinsamasuguse koostisega kui
A2 sbode, kuid suhkrute allikana oli maltoos aséumi®2%-lise sahharoosiga ning tardsé6ime
geelistajana oli kasutatud 0,3% Gelrite'i. Algudesvatati embrioid Petri tassil ning kui
embriotest olid moodustunud taimed, istutati neasiltuubidesse, mis sisaldas samuti AMC
tardsoodet. Kasvutuubides lasti taimedel kasvada kende pikkus oli ligikaudu 1 cm, parast
mida istutati need Umber mullapottidesse.

Hoolimata suurest hulgast katsematerjalist ei shatbypelthaploidseid regenereerunud
taimi. Pohjus, miks taimi ei saadud vdib peitudalitwd aretiste genotidpilisgs
mittevastuvotlikkuses topelthaploidide metoodikade, neist ei saa topelthaploide teha, kuid
selleks, et olla selles taiesti kindel, tuleb walitgenotltpidega katseid jatkata. Teine pdhjus
vOib olla vdimalus, et mikrospoorid said gradieetigifuugimise ajal kannatada, kupa
tsentrifuugimiseks kasutati the faasina 0,58 M auwalt ning teise faasina 0,3 M mannitopli
(elusad mikrospoorid asetusid kahe faasivaheligd#g kust need kokku korjati), sest vastavalt
kirjandusele v6ib mannitool véhendada mikrospooretgeneratsioonivéimet.




Senise projekti tulemusena on joutud eduka mikrosgde ja embriote moodustumiseni
enamusel genotluupidel, kuid raskuseks on olnud e@démregenereerumisel liialt suur
albinootiliste  taimede arv. Taimed albinootilisusgpdhjus voib peituda kas
regeneratsioonihdiretes vOi genotlldbi sobimatusgselthaploidide tegemiseks. Projekti
jatkamisel seatakse pbhieesmargiks taimede albiisost pdhjustavate tegurite valjaselgitamist
ning likvideerimist, ning roheliste taimede arvwsendamist.

Kasutatud liinidest kasvatati generatiivsed taim@dsaadi teri liinidelt453 473 ja 589.
Regeneratsiooniprotsessi edukalt labinud liinidés8 473 ja 589 paljundati talveperioodil
kasvuhoones 2. pdlvkond.

TALINISU

Sama metoodikat, mida suvinisul kasutati ka talirsiertide Sani, Ada, Lars ja Olivin
topelthaploidsete taimede tootmiseks. Idandifaasmsi vernaliseeriti 3 kuud kulmkapis +3 °Q
juures, seejarel kasvatati talveperioodil kasvulesdaimed generatiivfaasini. Kdigist sortides
saadi mikrospooridest arenenud embriod, kuid endstitaimede regenereerimine ei
onnestunud.

—

ODER
Oder allub hasti haploidide metoodikale ning onpgeast valitud riisi korval sell
metoodika mudelorganismiks teraviljade alal. Kuigrast on lihtne topelthaploide teha,
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esinevad siiski erinevate variatsioonide ja sortideel suured genotlitpidevahelised erinevused,

mis tdhendab seda, et iga genotlup reageerib ribadigale kui ka sdotmete koostisele
erinevalt. Haploidide tootmiseks on kasutatud Jagesl aretisi 4327, 4332 4338 4339 434Q
4342 4345 4346 4347 4361 4363 4367, 4369 437Q 4377, 438Q 4383 441Q 4413 4415
4416 4430, selgitamaks nende reageerimist haploidide mdetodiretised moodusta
kombinatsioonidena 14. erinevast genotutbist (AAmsis, Catriona, Christina, Inari, Josefijn,
Luoke, Maaren, NFC Tipple, Tocada, Troon, 2985.51.8254.10.3.14, 3291.6.12.2).

Uldlevinud meetod on, et mikrospooride eraldamidéigatakse odra pea kaheks-kolmeks
tukiks ning purustatakse seejarel homogenisaatung seejarel filtreeritakse mikrospootid

saadud ,pudrust” valja. Kuna see meetod tundusadlgleliia robustne, sest toob endaga kaasa

suure hulga mikrospooride purunemise, otsustatdada tolmukad pintsettide teel ,tik-tak®
meetodit kasutades ning sarnaselt nisuga hoida pe#d pdeva FHG induktsioonisd6tmel

(FHGI) 33 °C juures. Seejarel eraldada elusad mpworid surnutest ning asetada need |siis

kasvama samale s66tmele ainult et seekord 26 Y@guuni embriote moodustumiseni. Iga|12
— 14 péeva tagant lisatakse 1,5 mL FHGi s6ddet,vatida toitainete puudulikkust.
Moodustunud embriod pannakse edasi kasvama FHG@areggioonisoétmele (FHGr) 26 qC
juurde, kuni neist moodustuvad rohelised taimed, seejarel istutatakse mullapottidesse.

Odra topelthaploidide tegemiseks kasutati FHGI ktsioonisdodet, mille koostiseks oli: KNG
(1900 mg/L), NHANO3 (165 mg/L), KH2PO4 (170 mg/DaCl2 x 2H20 (440 mg/L), MgSO,
x 7H20 (370 mg/L), FeNa-EDTA (37,5 mg/L), Gambor§-Bikroelemendid (1000 mg/L
tiamiin-HCI (0,4 mg/L), muoinositool (100 mg/L),ghmiin (730 mg/L), maltoos (62,0 g/L) ja
BAP (1 mg/L); pH 5,8. Mikrospoorid arenesid sootrkéll hasti, kuid elujdulisi embrioid ¢
moodustunud.
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Seega jai ara kavandatud hilisem regeneratsioamsbd&HGr — KNO3 (1900 mg/L), NH4ANO
(165 mg/L), KH2PO4 (170 mg/L), CaCl2 x 2H20 (440/h)g MgS0O4 x 7H20 (370 mg/L),
FeNa-EDTA (37,5 mg/L), Gamborg B5-mikroelemendi@@Q mg/L), tiamiin-HCI (0,4 mg/L)
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muoinositool (100 mg/L), maltoos (31,0 g/L), IAA,fOmg/L), BAP (1 mg/L) ja Gelrite (3,
g/L); pH 5,8.

Uhegi kulvi korral ei jdutud odral mikrospooridesagust kaugemale, st ei ole saadud embri

Kuigi mikrospoorid arenevad normaalselt, ei lahed néle regeneratsioonifaasi. Meli

ebadnnestumise arvatavad pohjused voivad olla pedde |dikuses vales arenguetapiq
metoodilised erinevused (valgusreziimi, st6tmeteskise ja +4 °C juures hoidmise @
erinevustes).

KARTULI MIKROPALJUNDUS

Kasutati kartuli-lehemadaniku differentsiaatorsietimeristeemseid katseklaasitaimi
genotulpi). Kartulimeristeemide kasvatamiseks lkdsunodifitseeritud MS (Murashige
Skoog) sbodet (MSm), kus MS vitamiinid olid asemdaGamborg B5 sddtme vitamiinide
ning jaeti lisamata gibrelliinhape, et vahendadianalike mutatsioonide teket.

Mikrotaimed paljundati ning istutati katseklaasigles MSm sdotmele ja kasvaty

fotoperioodil 16 tundi péev/8 tundi 66 temperatu@0® — 23 °C. Kloonid juurdusid valitud

sootmel kiiresti (5 — 14 paeva). Soltuvalt kloonidesvukiirusest, istutati need 14 — 21 pa
parast Umber varskele sd6tmele.

Vastavalt kirjandusele saab kartulit sundida motaiua mikromugulaid asetades need
pimedasse temperatuurile 16 — 18 °C ligikaudu kalkekiks; istutada need Umber spetsiaal
tuberisatsioonisédtmele voi siis kasvatada katsskdasamades tingimustes nagu induktsiog
korral ainult selle erinevusega, et kloonid jaetaksele s66tmele Gmber istutamata, et teki
sootmes mikro- ja makroainete puudus, nn toitafigh Meie laboris prooviti eelmainitu
meetoditest kahte: meristeemide asetamist pimedasgg ,naljutamist”. Meie tingimuste
pimedas mugulad ei moodustunud, vaid moodustusidltgjndljatingimustes”. Samuti ilmne
et osad genotlldbid (R1, R3, R4) annavad kiire&irBm labimédduga mikromugulaid, samn
kui teised neid praktiliselt ei moodusta voi vosde neil kauem aega (R10, R11).

Modifitseeritud MS s66tmel moodustasid kdige par@mmugulaid genotiibid R2 ja R7
mugulat) ning kdige vahem R1, R3 ja R11 (2 mugul&tpigi genotllpide kekmisen
moodustus 4,6 mikromugulat katseklaasi kohta. &ugn aastal arenesid kaoigi
mikromugulatest normaalsed kartulitaimed.

11. LUHIKOKKUVOTE (Summary - kokkuvote inglise keeles kuni 2 1k) lewplentation of
methods of tissue culture in plant breeding practic

The objectives of the research project were:

Establishment of the tissue culture laboratory iatrdduction of double haploid methods in the birggractice at

the Jbgeva Plant Breeding Institute. The goalsufresearch project have been finding the rigatheds for
production of double haploids in wheat and barkeygd production of microtubers in potato tissue wrelt The

current work is directed into development of latora protocols for production of doubled haploi@upis in means

of microspore culture in spring and winter wheatl an spring barley. The work is directed into thetlier
implementation of molecular breeding methods inttreeding practice of J6geva Plant Breeding Institu

Most successfull has been project in productiodafbled haploids by microspore culture in springeath where|
generative plants have been regenerated from deyamatypes. The limitation has been the high cdtelbinotic
plants. The studies in winter wheat have resultéth wroduction of developed embryos, but the prepiag
stopped without production of regenerated plantgirigy 14 days of cultivation the microspores wererfed from
exctracted spring barley pollen, but they did netelop into embryos. As a side co-project - midoets were
successfully produced from 11 potato genotypesadifies MS growing media. Produced microtuberenregated
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12. PROJEKTIGA HAAKUVAD TEADUSTEEMAD, GRANDID, DOKT ORI- JA MAGISTRITOOD,
JARELDOKTORITE UURIMISTEEMAD, LEPINGUD, PATENDID:

Sihtfinantseeritav teema: “Saastva pdllumajandusearbeks aretatavate pdllukultuuride sortide saagikus,
saagi kvaliteedi ja haiguskindluse vahelised seab@ parandumine”.

13. KOOSTOO (lepingud, konverentside korraldamine, tootaminksyigkides jne):

Projekt on toimunud tihedas koostdds projektiga Mdekulaarsete ja koekultuurimeetodite rakendamine
sordiaretuses ja taimse materjali analiiiisis (projeti juht K. Jarve (EBI/TTU Geenitehnoloogia Instituut)

Korraldati rahvusvaheline teadusseminar Biotehnologia meetodid sordiaretuses (J6geva, 5.03.2004) kus
esineti kahe ettekandega. Puz6rjova, I. Topelthapidide kasutamine sordiaretuses. Koppel, M. Sordiatuse
hetkeseis ja tulevikusuundumused.

Algatati Balti riikide thisprojekt - Mapping of QTL 's for local adaptation in various spring barley g&otypes
with Nordic and Baltic origin (juht prof I.Rashal Lati Ulikool).

14. TEEMA RAAMES ILMUNUD PUBLIKATSIOONID:
I. Puzdrjova. 2005. Koekultuuri meetodite rakendamne sordiaretuses. Annamaa, K. (Toimetaja) Sordiarets
ja seemnekasvatus IX. ISSN 1736-2881, lk. 205-215

15. Teema juht (ees- ja perekonnanimi): Allkiri: Mati Koppel Kuupéev: 27.02.2008

Tellija esindaja kinnitus aruande digsuse| Allkiri: Mati Koppel Kuupéev: 27.02.2008
kohta (ees- ja perekonnanimi):

Taidab poéllumajandusteaduste ndukogu

| Ndukogu esimees: | Allkiri: | Kuupéev:

Pdllumajandusteaduste ndukogu hinnang tehtud t66le:




