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SANTRUMPOS

AFLP — amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmas (angl. Amplified
Fragment Length Polymorphism)

AMOVA — molekulinés genetinés ivairovés (variacijos) analizé (angl. Analysis
of MOlecular VAriance)

bp — baziy poros

cM — centimorgana

DNR - deoksiribonukleoriigstis

EDTA — etilendiamintetraacetatas

Fsr — fiksacijos indeksas

®pr — tarppopuliaciné geneting ivairove

GD_ — genetinis atstumas pagal Link (Link, 1995)

GDyL — genetinis atstumas pagal Nei ir Li (Neti, Li, 1979)

GDgy — genetinis atstumas pagal Sokal ir Michener (Sokal, Michener, 1958)
GDyy — genetinis atstumas tarp individy (angl. Genetic Distance)

Ggr — genetings diferenciacijos koeficientas (Nei, 1973)

h — Nei (1973) geny {vairove

He — vidutinis tikétinas heterozigotiSkumas

I — Senono (Shannon‘o) informacinis indeksas

ISSR — paprasty pasikartojan¢iy seku intarpai (angl. InterSimple Sequence
Repeats)

Kb — kilobaz¢

Mb — megabazé

n, — vidutinis stebimas aleliy skaicius lokuse

n. — efektyviy aleliy skaicius lokuse

P — polimorfiniy lokusy nuoSimtis

PCA - principiniy komponenc¢iy analizé (angl. Principal Components
Analysis)

PCO - principiniy koordinaciy analiz¢ (angl. Principal Coordinate Analysis)
PGR - Polimeraziné Grandininé Reakcija

RAPD - atsitiktinai pagausinta polimorfiné DNR (ang. Random Amplified
Polymorphic DNA)

RFLP — restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas (angl. Restriction Fragment
Length Polymorphism)

SOD — superoksido dismutaze

SSR — paprastosios kartotinés sekos (angl. Simple Sequence Repeat)

TE — TRIS-EDTA buferis

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas

UPGMA - (angl. Unweighted Pair—Group Method of arithmetic Averages)
VNTR - variabiliy tandeminiy pasikartojimuy skaicius (angl. Variable Number
Tandem Repeats)



[VADAS

Augaly genetiniai resursai yra svarbi gamtos iStekliy dalis. Nuo seny
laiky Zmonés kaupé gamtoje randamus, vienokiu ar kitokiu paziiiriu naudingus
augalus, kuriuos daugino ir tobulino vertingasias ju savybes. Dabartiniais
laikais, kai yra sukurta gausybé ekonomiskai ir tikiSkai vertingy augaly veisliy,
vis daZniau atsigreziama { gamtoje aptinkamus ju laukinius giminaicius.
Selekcijos procese kultiiriniai augalai praranda daugeli vertingy pozymiy, nes
selekcininkai dirba su ribotu skai¢iumi genotipy ir poZymiy, naujoms veisléms
iSvesti naudoja gerai uZzsirekomendavusias, taciau giminingas veisles. Dél to
daZnai prarandami kai kurie naudingi genai, pavyzdZziui, lemiantys atsparuma
biotiniam ir abiotiniam stresui. Laukiniai augalai pasiZymi Zymiai didesne
genetine ivairove, atsparumu abiotiniams ir biotiniams veiksniams. Tai stebima
tiriant ir paprastosios avietés genetinius iSteklius (Jennings, 1988; Graham,
McNicol, 1995). [vairiais tyrimais jrodyta, kad paprastosios avietés veislése
genetiné {vairové yra sumaz¢jusi (Graham, McNicol, 1995; Badjakov ir kt.,
2006). D¢l to laukinés paprastosios avietés pavyzdziai gali buti svarbiis geny
donorai, kuriant naujas avietés veisles.

Paprastoji aviet¢ (Rubus idaeus L.) yra pladiai paplitusi Siaurés
pusrutulyje, pasizymi didele morfologine, fenologine bei genetine vairove
(Marshall ir kt., 2001; Ryabova, 2007). Rubus genties augalai priklauso
Rosaceae Seimai, kuri jungia daug ekonomiskai svarbiy augaly (Alice,
Campbell, 1999; Marshall ir kt., 2001).

Paprastosios  avietés  genetiniai  iStekliai  tiriami, naudojant
morfologinius, biocheminius bei molekulinius Zzymenis (Jennings, 1988;
Graham ir kt., 1997; Marshall ir kt., 2001; Graham ir kt., 2003; Badjakov ir kt.,
2006; Ryabova, 2007). Nors morfologiniai Zymenys jau seniai naudojami
genetiniams iStekliams isigyti, tvarkyti ir saugoti, tafiau jie atspindi tik
nedidele¢ augalo genomo dalj — koduojanc€ius genus. Morfologiniy pozymiy

raiSka labai priklauso nuo aplinkos salygu ir nuo augalo vystymosi stadijos.



Morfologiniy zymeny trikumus, atsirandancius vertinant ir tiriant genetinius
iSteklius, gali padéti jveikti molekuliniai Zymenys. D¢l to vis daZzniau atliekami
kompleksiniai genetiniy iStekliy tyrimo darbai, kuriuose greta morfologiniy
zymeny naudojami ir molekuliniai zymenys (Wang ir kt., 2006, Sensoy ir kt.,
2007).

Gamtiniy populiaciju genetinés jvairoves tyrimas — svarbus zingsnis
genetiniy iStekliy programose. Paprastoji avieté placiai paplitusi Lietuvoje ir
auga ekologiskai skirtingomis salygomis. [vairiy autoriy tyrimai rodo, kad
paprastosios avietés populiacijos yra prisitaikiusios prie lokaliy aplinkos
salygy ir reprodukciniu pozitiriu gana izoliuotos, todél | tai reikia atsizvelgti
saugant Sios rusies genetinius iSteklius (Marshal ir kt., 2001; Graham ir kt.,
2003).

Lietuvoje paprastosios avietés genetiniai iStekliai pradéti tirti 2001
metais. VU Botanikos sode sukurta pirmoji paprastosios avietés gamtiniy
pavyzdziuy kolekcija, kurig Siuo metu sudaro daugiau kaip Simtas skirtingy
pavyzdziy 1§ visos Lietuvos. Norint racionaliai tvarkyti ir saugoti paprastosios
avietés kolekcija, butina jvertinti jos geneting jvairovg¢ molekuliniais metodais
bei palyginti gautus rezultatus su vizualiai stebima morfologine jvairove. Be to,
svarbu jvertinti, kiek kolekcijos pavyzdziuose stebima genetiné jvairove

atspindi gamtinése populiacijose nustatyta geneting ivairove.
DARBO TIKSLAS
Ivertinti paprastosios avietés geneting (vairovg VU Botanikos sodo
kolekcijoje ir Lietuvos gamtinése populiacijose.
PAGRINDINIAI TYRIMU UZDAVINIAI

1. Istirti VU Botanikos sodo paprastosios avietés geneting kolekcija, jvertinti

jos geneting jvairove molekuliniais (RAPD) ir morfologiniy Zymeny metodais.

2. Ivertinti augavietés dirvozemio savybiy itaka avietés kolekcijos pavyzdziy

DNR polimorfizmui.



3. IStirti paprastosios avietés DNR polimorfizma RAPD metodu gamtinése

Lietuvos populiacijose ir ivertinti jy geneting jvairove.

4. Ivertinti ekologiniy ir geografiniy veiksniy itaka genetinés ivairovés

pasiskirstymui paprastosios avietés populiacijose.

DARBO NAUJUMAS

Lietuvoje iki Siol buvo tirtos tik kultiiriniy avieciy veisliy biologinés ir
tkinés savybés, cheminé sudétis bei morfologiniai pozymiai. Paprastosios
avietés gamtiniy populiacijy struktiira ir genetiné jvairové dar nebuvo tirta
molekuliniy Zymeny metodais.

Sis darbas — tai bandymas jvertinti VU Botanikos sodo paprastosios
avietés gamtiniy pavyzdziy kolekcijos geneting jvairove molekuliniy ir
morfologiniy zymeny metodais, palyginti ja su gamtinése populiacijose
aptinkama genetine jvairove. Pirmakart Lietuvos paprastosios avietés
populiacijose {vertintas genetinés (vairoves lygis ir nustatytas genetinés
tvairoves pasiskirstymas jose. Nustatyta, kad paprastosios avietés, kaip ir kity
kryZzmadulkiy augaly, populiacijose didziausia genetinés jvairoveés dalis tenka
vidupopuliacinei ivairovei, taCiau kartu stebimas ir didelis genetinés
diferenciacijos lygis tarp populiaciju. Tai gali biti susije su Siy populiacijy
prisitaikymu prie lokaliy augimo salygy ir gamtinés atrankos salygotais kai
kuriy RAPD aleliy daznio pokyciais.

Nustatytas paprastosios avietés kolekcijos genetinés jvairovés lygis
buvo panasus 1 tirty gamtiniy populiaciju DNR polimorfizmo lygi. Tai leidzia
manyti, kad VU Botanikos sodo paprastosios avietés kolekcija gerai
reprezentuoja DNR polimorfizma, kuris stebimas Lietuvos paprastosios avietés
populiacijose.

Pirmakart Lietuvoje ivertintas paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy

morfologiniy pozymiy jvairoves rySys su DNR polimorfizmu.



Buvo parodyta, kad kai kurie aplinkos veiksniai (dirvozemio riig§tumas,
vidutinis metinis krituliy kiekis) gali turéti jtakos paprastosios avietes RAPD

lokusy polimorfizmui.

DARBO PRAKTINE REIKSME

Laukin¢ avieté yra potencialus geny donoras avietés veisliy selekcijoje.
Kolekcijos pavyzdziy genetinés {vairoveés ivertinimas bei dalies pavyzdziy
genotipavimas, pradmeny deriniy RAPD polimorfizmui tirti parinkimas gali
buti pritaikyta efektyviam kolekcijos tvarkymui, paprastosios avietés genetiniy
iStekliy saugojimui ir panaudojimui molekulinei selekcijai. 9 kolekcijos
pavyzdziai i§ musy 49 tirty (JLO1, JL09, JL10, JL34, JL40, JL41, JL44, JL64,
JL65) bus rekomenduojami jtraukti | Lietuvos genetiniy iStekliy sarasa ir toliau
saugomi VU Botanikos sode.

Paprastosios avietés populiacijy tyrimai suteikia naujos informacijos
apie Sio Lietuvoje paplitusio ir ekologiniu poziliriu svarbaus augalo biologinius

ir genetinius savitumus.

GYNIMUI PRISTATOMI TEIGINIAI

1. Paprastosios avietés kolekcija ir gamtinés populiacijos pasiZzymi dideliu
DNR polimorfizmu.

2. Kai kuriy tirty morfologiniu pozymiy jvairové kolekcijoje néra susijusi su
RAPD lokusy polimorfizmu.

3. Paprastosios avietés populiacijose didzioji genetinés jvairoveés dalis tenka
individualiy genotipy skirtumams esant akivaizdziai genetinei diferenciacijai
tarp populiacijy.

4. Paprastosios avietés kolekcijos molekuliné genetiné {vairové gerai atspindi

gamtinese populiacijose stebima molekuling geneting ivairovg.



DARBO APROBAVIMAS

Darbo tema paskelbti aStuoni moksliniai straipsniai, 1§ kuriy trys —
zurnaluose, irasytuose 1 Mokslinés informacijos instituto sarasa (ISI), penki —
kituose uZsienio Zurnaluose.

Darbo rezultatai pristatyti mokslo visuomenei trejose tarptautinése

konferencijose Lietuvoje ir uzsienyje.

DARBO APIMTIS

Darba sudaro Santrumpos, Ivadas, Literatiiros apzvalga, Tyrimu
objektas ir metodai, Rezultatai, Rezultaty aptarimas, ISvados, Moksliniy darby
sgrasas, Padéka, Literatiiros sarasas ir Priedai.

Darbo apimtis — 181 puslapiai, jame pateikiamas 31 paveikslas, 31

lentelé ir Priedai, kuriuose yra 4 paveikslai ir 11 lenteliy.
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I. LITERATUROS APZVALGA

1. Genetiniai Zymenys ir jy tipai

Zymenimis pla¢iaja prasme laikomi pozymiai, kuriais remiantis galima
atskirti taksonominius vienetus, populiacijas, individus tarpusavyje. Kai kurie
autoriai Zymenis skirsto 1 klasikinius genetinius ir Siuolaikinius molekulinius
zymenis. Sie autoriai klasikiniams Zymenims priskiria morfologinius, kurie
buvo zinomi jau nuo G. Mendelio laiky ir izofermentus, kuriy populiarumas
1Saugo 1970-1980 m. Molekuliniy Zymeny atsiradimas siejamas su naujy DNR
tyrimo technologijy vystymosi pradzia — 1980-1990 m. (Foolad, 2007). Kiti
autoriai (Lowe ir kt., 2004) iSskiria dar citogenetinius (chromosomy skaicius,
morfologija ir t.t.) ir biologinius (Seimininko — parazito/patogeno saveika)
zymenis. Nezilirint jvairios zymeny klasifikacijos, jie visi yra genetiniai
zymenys, kuriems galioja tie patys paveldimumo désniai. Genetiniai Zymenys
padeda aptikti ne tik atskiry individy, bet ir taksonominiy vienety genetinius
skirtumus. Siuolaikiné genetiniy Zymeny klasifikacija pagal Kumar (1999)

pateikta pirmoje lentel¢je.

1 lentelé. Genetiniy Zymeny tipai ir analizés lygmuo

Genetiniy Zymeny tipai Analizés lygmuo

Morfologiniai Fenotipas

Biocheminiai Geny produktai (izofermentai, atsarginiai baltymai ir
kt.)

Molekuliniai Genotipas (DNR/ genu sekos)

Morfologiniai Zymenys. Morfologiniai zZymenys yra vieni pirmuyju
7ymeny, nuo kuriy prasideda konkre¢ios genetinés medZiagos tyrimai. Sie
Zymenys jau seniai buvo naudojami rai§ims, gentims ir Seimoms identifikuoti,
sistematiniams rySiams (ypaC¢ homologijai) nustatyti ir iSaiSkinti. Jie yra
svarblis augaly selekcijai, nes padeda atskirti veisles bei linijas, augaly
genetikai, ekologijai ir fiziologijai (ypaC atskiry organy funkcijoms tirti).

Taciau morfologiniai Zymenys turi keleta trikumuy, { kuriuos biitina atsizvelgti
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naudojant juos tyrimams. Morfologiniams Zymenims bidingas Zemas
paveldimumo ir polimorfizmo lygis, léta poZymio raiSka bei didelis jautrumas
aplinkai (klimato salygoms, augavietés ypatumams) ir jos pokyciams (Smith,
Smith, 1992). D¢l to, norint atskirti fenotiping variacija nuo genotipingés,
kartais biitini specialiis eksperimentai ir atitinkamos dauginimo schemos. Kai
kurioms augaly grupéms, pavyzdziui, samanoms, netgi sunku surasti
pakankamai morfologiniy pozymiy, pagal kuriuos jos skirtysi. Atsizvelgiant |
morfologiniy Zymeny trikumus, vis dazniau greta ju analizuojami ir
molekuliniai (DNR) Zymenys.

Molekuliniai Zymenys. Molekuliniai Zymenys — tai polimorfinés DNR
sekos (polimorfiniy lokusy aleliai), nustatomos naudojant jvairius molekulinés
biologijos metodus (Jones ir kt., 1997; Schulman, 2007). Polimorfiniy seku
atsiradimo priezastys — jvairiis mutacijy tipai (taskinés, chromosominés) arba
DNR kartotiniy seky replikacijos klaidos (Paterson, 1996). Branduolio DNR
polimorfizmas placiai aptinkamas eukariotuose. Tai — praktiSkai neribojama
DNR savybé¢, kuri naudojama jvairiuose tyrimuose. Augaluose branduolio
DNR evoliucionuoja greiciau palyginti su mitochondrijy ir chloroplasty DNR.
Kai kuriuose organizmuose stebimas prieSingas nei augaluose procesas.
Pavyzdziui, zinduoliy mtDNR evoliucionuoja apie penkis kartus greiciau nei
branduolio DNR, o gaubtas¢kliy augaly mtDNR — apie penkis kartus lé¢iau nei
ju branduolio DNR. Chloroplasty DNR evoliucionuoja mazdaug perpus lé¢iau
nei branduolio DNR (Wolfe ir kt., 1987).

Powell ir kt. (1994), Weising ir kt. (2005), palyging morfologinius ir
molekulinius Zymenis, nurodé pagrindines savybes, dél kuriy molekuliniy
zymeny taikymas vis labiau pleciasi: jie gali biiti nustatomi bet kurioje augalo
raidos stadijoje, yra vienodi visuose augalo organuose ir audiniuose,
dazniausiai fenotipiSkai neutraliis, Zymiai maziau priklauso nuo aplinkos
salygu, neturi neigiamos jtakos augaly gyvybingumui, nesaveikauja
tarpusavyje, pasizymi didele gausa ir didesniu kintamumu, molekuliniy

zymeny nustatymas ir darbas su jais gali buti automatizuojamas.
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Atsizvelgiant i Sias savybes, molekuliniai Zymenys naudojami ivairiems
augaly tyrimams: genomui tirti (pvz., genomams identifikuoti, genolapiams
kurti, genams klonuoti, genetiniy atstumy ir genetinio giminingumo
patvirtinimui), genetiniy itekliy jvertinimui ir saugojimui, populiacijoms tirti
ir ju genetinei jvairovei jvertinti, augaly ligoms tirti, molekulinei augaly
selekcijai (pvz., tiksliam veisliy ir klony testavimui), filogenetiniams ir
ekologiniams tyrimams (Williams ir kt., 1990; PaSakinskiené¢ ir kt., 2000;
Weising ir kt., 2005).

Pasaulyje daugéja kompleksiniy darby, kuriuose morfologiniai zymenys
tiriami kartu su molekuliniais Zymenimis (Wen ir kt., 1999; Steiner ir kt., 2001;
Briarda ir kt., 2002; Coleman ir kt., 2003; Labra ir kt., 2004; Wang ir kt., 2006;
Sensoy ir kt., 2007).

Molekuliniai Zymenys turi atitikti vis did¢jancius jiems keliamus
reikalavimus. Weising ir kt. (2005) nurodo, kad pagrindiniai reikalavimai,
kuriuos turi atitikti molekuliniai Zymenys, yra Sie:

e turi buiti pakankamai polimorfiski;

e daznai ir tolygiai sutinkami genome;

e paveldimi kaip kodominuojantys poZzymiai (diploidiniame genome turi
fenotipiskai skirtis heterozigotos ir homozigotos);

e turi biiti neutralis, t.y., kad neturéty itakos fenotipui;

e lengvai prieinami (perkami), nebrangis;

e greital ir patogiai nustatomi (tyrimo procesy automatizavimas);

e patikimai atsikartojantys;

e patogiis keiCiantis informacija tarp laboratorijy.

Deja, Siandien dar nesukurti tokie universaliis molekuliniai Zymenys,
kurie atitikty visus Siuos reikalavimus.

Molekuliniai zZymenys skirstomi pagal ju nustatymo metodus, kurie
pagristt DNR-DNR hibridizacija, polimerazine grandinine reakcija (PGR),
DNR seky nustatymu.

13



DNR sekoskaita — pats tiksliausias metodas, leidziantis lyginti
tarpusavyje besiskirianCius organizmus nukleotidy lygyje, nustatyti ju
giminiSkuma tam tikruose lokusuose. Tac¢iau Sis metodas palyginti brangus ir
uzima daug laiko, todél nelabai tinka tokiuose tyrimuose, kuriuose tiriama
iSkart daug individy (populiaciju genetikoje, molekulinéje selekcijoje). DNR
sekoskaita placiai taitkoma molekulingje sistematikoje, palyginamojoje
genetikoje ir molekulinés evoliucijos tyrimuose. Tam naudojami Iétai
evoliucionuojantys DNR regionai, pvz., chloroplasty rbcL, branduolio 18S ir
26S rRNR genai (Soltis, Soltis, 2000).

Siuo metu sukurta daug molekuliniy Zymeny, taGiau pagrindiniai,
dazniau naudojami, yra Sie:

e DNR sekoskaita ar kitais biidais nustatomas vieno nukleotido
polimorfizmas (angl. Single Nucleotide Polymorphism — SNP);

e restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas (angl. Restriction Fragment
Length Polymorphism — RFLP);

e amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmas (angl. Amplified Fragment
Length Polymorphism — AFLP);

e atsitiktinai pagausinta polimorfiné DNR (angl. Random Amplified
Polymorphic DNA — RAPD);

e paprastyjy kartotiniy seku polimorfizmas (angl. Simple Sequence Repeat
— SSR);

e paprasty pasikartojanciy seku intarpai (angl. Inter—Simple Sequence
Repeat — ISSR).

Biocheminiai Zymenys. Pirmieji biocheminiai Zymenys buvo sukurti
dar praeito amziaus 6-ajame deSimtmetyje. Nors konservatyviuy baltymy
aminortgsciy seka iSlieka evoliucijoje nepakitusi, aptiktas daugelio baltyminiy
sistemy (pradedant fermentais ir baigiant atsarginiais baltymais)
polimorfizmas.

1966 m. buvo irodytas biocheminis polimorfizmas populiacijose
(Harris, 1966). Kadangi baltymai — vieni pirmyjuy genu ekspresijos produkty,

tai ju polimorfinés sistemos yra zymenys, kurie suteikia i§samia informacija
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apie geny raiska ir genotipa. Dauguma biocheminiy Zymeny — tai izofermentai,
kurie pagal Tarptautinés biochemiky sajungos Fermenty nomenklatiiros
komisijos rekomendacijas yra to paties fermento genetiSkai determinuotos
dauginés molekulinés formos, pasizymincios tokiu paciu substratiniu
specifiSkumu, esanCios tame pacCiame organizme, bet besiskiriancios
kiekybisSkai savo katalizinémis ir kinetinémis savybémis. Augaly tyrimuose
daZniausiai naudojami Zymenys — alozimai — tai to paties geno skirtingy aleliy
koduojami izofermentai. Esant aktyviam lokusui abu aleliai veikia
kodominuojanciai: homozigotose vyksta vieno tipo subvienety sinteze,
heterozigotose — dviejy. Tokiu subvienety struktiros skirtumai nedideli, nes jie
skiriasi tik atskiromis aminoragsStimis. Tam tikros riisies atskiro individo aleliai
negali uZztikrinti didelés fermenty jvairovés, taCiau visame risSies genofonde
aleliy skaiCius pakankamai didelis. Tai atspindi individualy organizmy
biocheminj kintamuma ir variabiluma. Izofermentai, kaip vieni i§ biocheminiy
zymeny, vertinami dél to, kad:

e dauguma alozimy paveldimi kodominantiskai pagal Mendelio désnius;

e daugumos lokusy, koduojan¢iy alozimus, raiSka stebima jvairiuose
audiniuose, o taip pat tame paciame audinyje ontogenezes eigoje, visose
augimo ir vystymosi stadijose;

e izofermentai daznai atspindi audinio ar lastelés specifiSkuma;

e izofermenty nustatymo metodai yra lengvai prieinami, palyginti
nebrangus.

Nepaisant biocheminiy Zymeny populiarumo, ju metodai turi trukumuy:
jais nustatoma palyginti nedidelé genetinés jvairovés dalis (pavyzdziui, tiriant
izofermentus elektroforezés biidu, nustatomi tik tie aleliai, kurie salygoja
izofermentus besiskirianCius elektroforeziniu judrumu — vir§ 30% taSkiniy ir
nonsens mutaciju neaptinkama). Sunkumy sudaro tai, kad baltymy i§skyrimui
tinka tik Sviezia ar staiga uzSaldyta medziaga. Be to, dar neiSsprestos kai kuriy
baltymy tirpumo, dazymo problemos. Biocheminiy Zymenuy metodus sunku
pritaikyti poliploidiniams organizmams (Baker, 2000; Zeidler, 2000; Lowe ir
kt., 2004).
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Alozimai, kaip biocheminiai Zymenys, svarbiis tiriant genetinius
iSteklius, populiaciju geneting struktiira ir giminiSkuma tarp populiacijy,
sprendziant miSkininkystés ir Zemdirbystés problemas, tiriant dauginimosi
sistemas, kloniniy augaly rtsiy geneting ivairove, aplinkos stresy ivertinimui.

Molekuliniai Zymenys yra Zymiai jautresni, palyginti su biocheminiais.
Jais galima aptikti geneting variacija nukleotidy lygyje. Biocheminiy ir kai
kuriy molekuliniy Zymeny palyginimas pateiktas antrojoje lenteléje (pagal
http://www.fao.org/DOCREP/003/X6884E/x6884¢03.htm, Weising ir kt.,
2005).

1.1. RAPD metodas, jo privalumai ir trilkkumai

Polimerazinés grandininés reakcijos (PGR, angl. PCR — Polymerase
Chain Reaction) atradimas ir pritaikymas praktikoje salygojo nauju
molekuliniy zymeny metody sukiirima. PGR buvo tinkamai jvertintas mokslo
pasaulyje ir Siuo metu yra daugelio molekuliniy metody pagrindas. Atsitiktinai
pagausintos polimorfinés DNR (RAPD) metodas buvo sukurtas iSsiaiSkinus,
kad PGR kartu su atsitiktinés sekos pradmenimis gali biiti naudojama
atsitiktiniams DNR lokusams pagausinti, ir kad tie lokusai gali buti labai
polimorfiski. 1990 metais dvi tyréjy grupés, nepriklausomai viena nuo kitos,
pasiiilé PGR naudoti atsitiktiniy DNR seky pagausinimui. Tokiu bidu gauti
polimorfiniai DNR fragmentai gali biiti naudojami kaip molekuliniai Zymenys

(Welsh, McClelland, 1990; Williams ir kt., 1990).
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2 lentelé. Biocheminiy Zymeny (alozimy) ir pagrindiniy molekuliniy Zymeny metoduy palyginimas

Metodas
. Alozimai RFLP SSR RAPD AFLP Sekoskaita
PoZymis
Atradimo metai 1966 1980 1996 1990 1995 1975
| PGR produkty tie-
o o PGR arba restrikci- | )
Baltymo pirminés L . _ o Atsitiktinai i$sibars- | o sioginé sekoskaita,
o ) Restrikcijos saity Paprastyjy kartotiniy L Jos saity jvairove, . .
Metodo principas sekos polimorfiz- | o Ciusiy genomo seky . ) nukleotidy poli-
ivairovés nustatymas| seky pagausinimas o naudojant modifi-
mas [vairove ) morfizmo nustaty-
kuotus pradmenis
mas
Tyrimui reikalingas
) o ~0,1¢g 2-10 pg/takeliui 25-50 ng 2-10 ng 0,2-1 pg 10-25 ng
medziagos kiekis
Bitinumas Zinoti ) ) ) . ) Priklausomai nuo
o Nebitina Nebitina Bitina Nebitina Nebitina )
tiriamos DNR seka metodikos
Radioaktyvus
- —/+ —/+ - —/+ —/+
Zyméjimas
Polimorfizmo lygis Zemas Vidutinis Aukstas Vidutinis Vidutinis Vidutinis
o Dazniausiai o o o Dominuojantys/ko- o
Dominavimas o Kodominuojantys Kodominuojantys Dominuojantys o Kodominuojantys
dominuojantys dominuojantys
Atsikartojamumas Vidutinis/aukstas Aukstas Aukstas Vidutinis Vidutinis Aukstas
o ) Apribotas restrikci- | Apribotas genomo dy- | Apribotas genomo | Apribotas restrikci-
Teorinis galimy N U N I
- o jos saity polimorfiz- | dzio ir paprastyjy kar- | dydzio ir nukleotidy | jos saity polimorfiz- o
lokusy skaiéius Nedidelis Didelis

genome

mo (deSimtys—tuks-

tanciai)

totiniy seky kiekio (de-

Simtys—tukstanciai)

polimorfizmo (de-

Simtys—tukstanciai)

mo (deSimtys—tuks-

tanciai)

17




2 lentelés tgsinys

Metodas
_ Alozimai RFLP SSR RAPD AFLP Sekoskaita
Pozymis
MetOdO . . . . . .
. Paprastas Sudétingas Sudétingas Paprastas Vidutinis Sudétingas
sudétingumas
Automatizavimo o
. _ Dalinai + + + +
galimybe
Kastai Mazi Vidutiniai/dideli Dideli Mazi Dideli Dideli
Genetinei . .
o _ Geros Puikios Geros Geros Geros Puikios
[vairovei
.4 | Populiacijy o .
L ) o Puikios Geros Geros Geros Geros Puikios
g | diferenciacijai
S Geny srautui Geros Geros Puikios Taikoma Buvo taikoma Puikios
o
i Hibridizacijai Geros Puikios Vidutinés Geros Geros Geros
=
Z | Filogeneti- . . . . . -
& ) ) Buvo taikoma Vidutinés Buvo taikoma Retai Netaikoma Puikios
niams ry$iams
Individualiam
. .| Buvo taikoma Geros Puikios Puikios Puikios Puikios
genotipavimui
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RAPD metodo pagrindai. RAPD metodas paremtas PGR, naudojami
neilgi  (dazniausiai 10—ies nukleotidy 1ilgio) pradmenys. Vykstant
amplifikacijai, nuo genominés DNR susintetinami neZinomos sekos trumpi
DNR amplikonai, kurie po gelio elektroforezés ir dazymo matomi kaip
polimorfiniai DNR fragmentai. PGR metu padauginama DNR sekos dalis,

esanti tarp pradmeny prisijungimo viety (1 pav.).

Genominé DNR

Taq polimerazé
Oligonukleotidinis pradmuo
dANTP misinys

PGR buferis

—-—
—— -
—
—

}360 bp
|

A
e — Elektroforezé J, i X

_—— 520 bp/ 520 bp
— — — | 360bp 1‘ T T

— | 260 bp

A B C

1 pav. RAPD metodo schema (pagal Weising ir kt., 2005)

RAPD analizei atlikti reikalinga tiriamojo organizmo DNR,
temperatirai atspari 7aq polimeraze, oligonukleotidinis pradmuo(-enys),
MgCl,, keturiy deoksiribonukleotidy miSinys ir atitinkamas reakcijos buferis.
Pradmuo prisitvirtina prie tam tikry DNR seky ir, jei du pradmenys prisitvirtina
tinkamu atstumu vienas priesais kita, tada DNR seka tarp ju yra pagausinama.
PGR produktai atskiriami agarozés ar poliakrilamido gelyje ir vizualizuojami
daZant etidZio bromidu.

RAPD polimorfizmas atsiranda dél jvairiy priezas¢iy:

e didelio DNR segmento isiterpimas tarp pradmeny prisijungimo prie DNR
viety gali pernelyg nutolinti juos viena nuo kito ir Tag polimerazé
nebepajégs uzbaigti DNR sintezés nuo vieno pradmens iki kito, tai gali

salygoti fragmento praradima;
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e mazo DNR segmento isiterpimas arba iSkritimas lemia fragmento dydzio
poky¢ius;

e vieno i§ dvieju pradmeny prisijungimo viety iSkrita lemia fragmento
praradima arba jo dydzio pokycius;

e mutacijos vieno ar abiejy pradmeny prijungimo vietose taip pat gali
sukelti PGR produkto i§nykima arba jo dydzio poky¢ius.

Williams ir kt. (1993) pasiilé formulg, pagal kuria galima teoriSkai
apskaiciuoti, kiek PGR produkty galima tikétis tam tikro dydzio genome, kai
pradmeny prijungimas prie DNR matricos imanomas tik esant 100%
homologijai:

b = (2000 x 4 x C
b — laukiamy PGR produkty konkre¢iam pradmeniui skai¢ius, n — pradmens
ilgis nukleotidais, C — haploidinio genomo dydis baziy poromis.

Taciau tyrimy rezultatai rodo, kad PGR produkty skaiCius dazniausiai
nepriklauso nuo genomo dydzio. Taip pat nustatyta, kad RAPD fragmenty
skai¢ius, tenkantis vienam pradmeniui, nepriklauso ir nuo tiriamo genomo
ploidiskumo.

Literatiiros Saltiniai nurodo, kad dauguma RAPD lokusy nustatomi
branduolio DNR (Lu ir kt., 1997). Taciau taip pat yra duomeny, kad nemazai
RAPD lokusy nustatomi ir mitochondriju DNR (Aagaard ir kt., 1998). Vieni
autoriai nurodo, kad dazniausiai RAPD gaunami 1§ kartotiniy genomo seky
(Williams ir kt., 1990; Devos, Gale, 1992), kiti — kad jie amplifikuojami 1§
unikaliy arba mazakopijiniy DNR seky (Bodenes ir kt., 1997; Lu ir kt., 1997).

PGR metodui tobulé¢jant ir ieSkant vis platesniy pritaikymo sriciy,
atsirado kelios jo variacijos, kuomet, panasiai, kaip ir RAPD, naudojami
atsitiktinés sekos pradmenys:

e AP-PGR (angl. Arbitrarily Primed PCR) metodas, kuri 1990 m. pasiiilé
Welsh ir McClelland. Naudojami 20-ies ir daugiau nukleotidy ilgio
pradmenys ir radioaktyviis nukleotidai, PGR produktai atskiriami

poliakrilamido gelyje. Galimi ir paprastesni AP—PGR variantai, kai
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dazoma sidabru arba etidzio bromidu, fragmentai atskiriami agarozés
gelyje.

o DAF (angl. DNA Amplification Fingerprinting) metodas, kuri 1991 m.
pasiiile Caetano—Anolles su bendradarbiais. DAF naudojami trumpi
pradmenys (5-8 nukleotidai) palyginti didelémis koncentracijomis (~3
uM), pagausinti DNR fragmentai atskiriami poliakrilamido gelyje,
daZomi sidabru.

IS visy Siy PGR variacijy RAPD naudojamas dazniausiai. Tai lémé jo
paprastumas ir placios pritaikymo galimybeés. 1990-2006 metais paskelbta apie
9000 moksliniy darby, kuriuose buvo panaudotas Sis metodas ir artimiausias
jam, modifikuotas AP-PGR metodas (Atienzar ir kt., 2006).

RAPD metodo privalumai:

e nereikia i$ anksto zinoti tiriamojo objekto DNR sekos;

e tyrimui nesunaudojamas/nesunaikinamas visas individas, nes pakanka
nedidelio kiekio DNR;

¢ nenaudojamas Zyméjimas radioaktyviomis Zymeémis;

e techniSkai nesudétingas metodas, kurj galima automatizuoti;

e pigus ir palyginti greitas metodas;

e pradmenys lengvai prieinami — juos galima nusipirkti arba susintetinti
pagal tyr¢jo pageidavima.

Kaip ir kiekvienas metodas, RAPD turi savy trukumy. Jis gana jautrus
eksperimento salygoms, todél nukencia rezultaty atsikartojamumas. Rezultaty
vertinima apsunkina ir tai, kad RAPD fragmentai yra dominuojantys Zymenys,
vienodai matomi tiek homozigotinéje, tiek heterozigotinéje biisenoje. RAPD
fragmenty buvimo/nebuvimo vertinimas taip pat labai priklauso nuo tyréjo
patyrimo. RAPD juostos ne visada yra to paties lokuso aleliai. Taciau yra
irodyta RAPD juosty homologija tos pacios riisies ribose (Williams ir kt.,
1990; Tingey, Del Tufo, 1993). To paties dydzio juostu homologija skirtingose
ruSyse kelia abejoniy (Van de Zande, Bijlsma, 1995). Isitikinti fragmenty

homologija galima $iais budais:
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klonuoty fragmenty hibridizacija;

e 1S gelio 18pjauty fragmenty RFLP;

lokusy palyginimu genolapiuose.

RAPD metodo taikymas. D¢l savo paprastumo, patogumo ir greitumo
Sis metodas placiai taikomas {vairiose genetikos Sakose: evoliucingje
genetikoje, populiaciju genetikoje, filogenetikoje ir sistematikoje, lyties
genetikoje, imunogenetikoje, genotoksikologijoje ir karcinogenezes tyrimams.

RAPD gali buti ir kaip pagrindinis tyrimo metodas, ir kaip gretutinis,
kai reikia palyginti keliais metodais gautus rezultatus:

e genetings jvairoves tyrimams;

e genolapiy sudarymui;

e veisliy identifikavimui;

e giminiSkumo nustatymui;

e atsparumui ligoms ir kenkéjams tirti;

e taksonomijos ir biosistematikos problemoms spresti.

2. Molekuliniy Zymeny taikymas genetiniy iStekliy jvertinimui

2.1. Genetiniai iStekliai, jy saugojimo buidai

Nuo seny laiky Zmonés rinko bei naudojo laukinius augalus maistui,
vaistams, biisto statybai ir kitoms reikméms. Naturalioje aplinkoje rastus
vertingiausius egzempliorius iSmoko pasidauginti, tobulino juy savybes, taip
iSvesdami naujas veisles, sukurdami hibridus. Taigi, kiekvienos veislés
pradininké yra atitinkama laukiné riiSis. Neretai tik laukinés riiSys turi daug
savybiy, padedaniy joms prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos salygu,
apsisaugoti nuo kenkéju, o veislése yra iSrySkéjusios tik viena ar kelios tkiniu
poziliriu svarbios savybés: ankstyvesnis deréjimo laikas, didesnis derlius,
atsparumas kokiam nors biotiniam ar abiotiniam veiksniui, ar geresné cheminé
sudétis. Todel laukinés riiSys buvo, yra ir bus vertingas geny Saltinis augaly
selekcijoje. Genetiniy kolekcijy prasmé ir yra kaupti jose natiiraliai augancius

augalus su svarbiomis savybémis, juos genetiSkai identifikuoti ir iSsaugoti
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ateities kartoms. Kitos aplinkybés, ver¢iancios kaupti genetinius iSteklius, yra
nuolat kintancios klimato salygos, beatodairiSka Zmoniy tikiné veikla, miSky
kirtimas, vietoviy apgyvendinimas. Dél §iy veiksniy didéja genetiné erozija —
prarandama genetin¢ ivairoveé, rasys, atsidiirusios nepalankiose salygose,
iSnyksta. Domestikacija — laukiniy augaly sukultiirinimas, nauju veisliy
iSvedimas, salygoja morfologiniy pozymiy ir bendrai genetinés ivairoves
praradima (Graham ir kt., 2004; Zhou ir kt., 2005; Sensoy ir kt., 2007). Tai
savo ruoztu mazina kultivuojamy veisliy plastiSkuma kintancios aplinkos
salygomis, mazina ju atsparumag kenkéjams. Tokiems augalams gali biiti sunku
pritaikyti Siuolaikines agrotechnikos priemones (Asins, Carbonell, 1989).
Siuolaikiniu poziliriu genetiniai iStekliai — tai anks¢iau Zmogaus
sukurtos veislés, moderniosios komercinés veislés, hibridai, laukiniai
giminaiciai, {vairi genetiné¢ medziaga (Cohen ir kt., 1999). Kaupiamy genetiniy
iStekliy genetika bando apibendrinti tai, ka mes turime vertingo ir sukurti
strategijas tai jvairovei {vertinti bei iSsaugoti. Augaly genetiniy iStekliy
kaupimas pradétas kartu su augaly selekcija, kai atsirado praktinis poreikis
Zinoti augaly vertingas savybes, kad biity galima jas panaudoti vertingoms
veisléms ir hibridams gauti. Siuo metu pasaulyje aktyviai saugoma palyginti
nedaug augaly rasiy ir veisliy. Augaly augintojai visada renkasi auginti tas
augaly rasis ar veisles, kurios yra jprastos vietinémis aplinkos salygomis.
Augaly genetiniai iStekliai saugomi ex situ ir in situ. Saugojimas ex situ
— tai arba augaly, perkelty i$ natiiraliy, daznai pazeisty, augavieciy | naujas ar |
saugyklose. Kad sé¢klos neprarasty gyvybingumo, reikalinga regeneracija, t.y.
pakeitimas naujomis s¢klomis. Tinkamai paruoStos daugelio augaly seklos
(sveikos, i18dziovintos) gali biiti ilgai saugomos genu bankuose. Kai kuriy
augaly sékloms (jos vadinamos rekalcitrantinémis) reikalingos specialios
saugojimo ex situ salygos, nes séklos labai jautrios drégmei ir temperatiiros
poky¢iams. Tokiy augaly séklos ir vegetatyviskai dauginamy augaly genetiné
medZziaga daZnai saugoma in vitro kultirose. Taciau saugant tokiu budu, iSkyla

genetinio nestabilumo pavojus, kai pasireiSkia somakloninis kintamumas.
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Augaly (pvz., bulviy, vaismedziy), kuriy séklos negali biiti saugomos sekly
bankuose, genetiné medZiaga yra saugoma lauko kolekcijose (Pons ir kt.,
1998). Genetinius iSteklius aktyviai kaupti ex situ pradéta apie 1970 metus
(Wright, 1997). Genetinés medziagos kolekcijy steigimas (saugojimas ex situ)
yra daugeli mety trukusiy pastangy iSsaugoti augaly vairovg rezultatas.
Tokiose kolekcijose saugomy augaly genetiné ir fenotipiné ivairové gali buti
plac¢iai naudojama ne tik selekcijoje, bet ir fundamentaliuose tyrimuose, tiriant
augaly evoliucija, atsparuma jvairiems veiksniams, geny ekspresija. Yra
keletas genetiniy iStekliy genetinése kolekcijose tyrimo krypciu. Daugiausia
paskelbty moksliniy darby yra susij¢ su genetinés ivairovés jvertinimu
kolekcijos pavyzdziuose, taikant morfologinius, biocheminius ir molekulinius
zymenis. Gana placiai yra tiriamas genetiniy kolekcijuy atsparumas ligoms ir
kenkéjams. Daznai genetinése kolekcijose yra tiriamos selekcinés augaly
ypatybés: kryzminimosi galimybés, tarpriSiné hibridizacija, somatiniy hibridy
gavimo perspektyvos (Dudnik ir kt., 2001).

Genetiniy iStekliy saugojimas in situ — tai augaly saugojimas augimo
vietoje. Sis genetinés medziagos saugojimo biidas yra maZiausiai nutolgs nuo
natiiraliy aplinkos salygu. Augalai in situ gali biiti saugomi dviem budais:
natliraliose augavietése, nekeiCiant {prastinés aplinkos, ir dirbtinai Zmogaus
budinga agrotechnika.

Molekuliniai Zymenys labai placiai taikomi genetiniy kolekcijy
tvarkymuti ir jvertinimui:

1) kolekcijos pavyzdziams jsigyti — svarbu tinkamai pasirinkti geneting
medzZiaga, kurig reikia jtraukti 1 genetines kolekcijas. Molekuliniai Zymenys
gali biiti vartojami genetinei jvairovei tarp turimy ir numatomy {sigyti geny
banko pavyzdziy ivertinti. Jie gali suteikti vertingos informacijos, kaip
teisingai sudaryti genetines kolekcijas, kad jos optimaliai atspindéty geneting
[vairove;

2) medziagai iSlaikyti — genetiniai pavyzdziai, kurie saugomi geny

bankuose, turi biti tinkamai palaikomi. PeriodiSkai tikrinamas ju
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gyvybingumas, jei jis sumazéja, pavyzdziai atnaujinami. Atnaujinimo metu
bitina kontroliuoti, ar neivyko genetinés jvairovés pokyciy, nepakito aleliy
dazniai dél nevienodo sekly gyvybingumo, daigumo, derlingumo ir kity
priezasC¢iy. Norint nustatyti genetinés ivairovés lygi pries ir po Sios proceduros,
naudojami molekuliniai Zymenys (Chebotar ir kt., 2002). Molekuliniai
Zymenys taip pat gali biiti naudojami ir tinkamy genetinés medZziagos
laikymo/saugojimo salygu parinkimui, patikrinti, ar saugomi pavyzdziai néra
uzkrésti;

3) genetinés medziagos apibudinimui ir utilizavimui — genetiné
medziaga, saugoma geny bankuose, turi biiti tiksliai identifikuota.
Molekuliniais Zymenimis jvertinama genetiné jvairové kolekcijose, ypac tai
svarbu sudarant bazines (angl. core collection) kolekcijas. Dublikatai, jei tokiy
yra randama, yra paSalinami ir tokiu biidu sumazinamos geny banky saugojimo
1§laidos (Van Hintum, Van Treuren, 2002).

Genetiniy iStekliy jvertinimui naudojami {vairiis biocheminiy ir
molekuliniy Zymeny metodai (izozimy analizé, RAPD, AFLP, RFLP, ISSR)
arba ju deriniai. Sie metodai padeda:

1) ivertinti bendra giminiSkuma pagal pasirinkta grupavimo sistema
(pagal tiriamy pavyzdziy panaSumg ar genetinius atstumus nubraizomos
dendrogramos);

2) nustatyti genetinés jvairovés rodiklius (vidutini heterozigotiSkuma,
efektyviy aleliy skai¢iy, viduting geneting ivairove) tarp tiriamy genetiniy
pavyzdziy;

3) apskai¢iuoti molekuling variacija (AMOVA), tuo atveju, jei
genetinius pavyzdzius galima suskirstyti 1 mazesnes grupes pagal koki nors
pasirinkta kriterijy (Virk ir kt., 2000).

Genetinés {vairoveés nustatymas senosiose ir naujosiose veislése leidzia
palyginti geneting ivairove kultiirinése ir laukinése giminingose riiSyse. Labai
svarbu zinoti, kokios priezastys ir veiksniai nulémeé didesn¢ ar mazesng
tiriamojo objekto geneting jvairove, kokiomis ekologinémis ir geografinémis

salygomis §i ivairové yra optimali.
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Molekuliniy Zymeny metodai placiai taikomi rengiant nykstanciy rasiy
1Ssaugojimo strategijas. Naudojant Siuos metodus, genetinei analizei atlikti
pakanka nedidelés augalo dalies, 1§ kurios, i8skyrus genoming DNR, galima
jvertinti geneting ivairovg vienos ar kitos rusies pavyzdziuose. Pavyzdziui,
buvo tirta Silingé (Lysimachia minoricensis), kuri neaptinkama nattraliai
gamtoje Balery salose nuo XX a. pradzios, taciau placiai auginama botanikos
soduose. Kadangi 81 rtsis jau buvo tirta pagal 22 1zozimu lokusus ir jokios
[vairovés nebuvo nustatyta, tai buvo pabandyta jvertinti 8-iy Europos
botanikos sodu kolekciniy augaly geneting ivairove pagal RAPD zymenis.
Panaudojus 4 pradmenis, polimorfiniy juosty nebuvo gauta, tai parodo augaly
identiSkuma ir genetinés jvairovés nebuvima pradin¢je s¢jamojoje medziagoje
(Calero 1r kt., 1999). Kaip parodé genealoginiai duomenys, visi tirti pavyzdziai
buvo kilg i$ sékly, gauty i§ vieno Saltinio — Barselonos botanikos sodo. Taigi,
tokie rezultatai rodo, kad saugant retas ir nykstancias riisis, biitina atsizvelgti |
ju vidurtiSing {vairovg ir stengtis ja iSsaugoti.

Molekuliniai Zymenys svarbiis genetiniy iStekliy jvertinimui, ypac
nustatant veisliy, hibridy, linijy identiSkuma. Mokslinéje literatiiroje yra daug
pavyzdziy, kai molekuliniy Zymeny metodais yra tirlamos genetinés
kolekcijos, vertinami tam tikry geografiniy regiony genetiniai iStekliai.
Pavyzdziui, tiriant RAPD metodu nuo sausros nykstancias akaciju Acacia
raddiana populiacijas, iSsibarsCiusias dideléje Izraelio Negev dykumos
teritorijoje, paaiskejo, kad tarp ju yra Zymi genetin¢ diferenciacija. Buvo
patvirtintos dvi $io augalo invazijos bangos ir parodyta, kad norint iSsaugoti
Sios ruSies geneting ivairove, biitina itraukti | genetiniy iStekliy apsaugos
programa visas besiskirian¢ias populiacijas (Shrestha ir kt., 2002). Molekuliniy
zymeny metodai taip pat naudojami, kai reikia nuspresti, koks optimalus
pavyzdziy skaicius turi biiti jtraukiamas i geneting kolekcija, kad bty iSlaikyta
pakankama genetin¢ ivairové. Garkava—Gustavsson ir kt. (2005), tirdami
RAPD metodu bruknés (Vaccinium vitis—idaea) 15 populiacijy geneting
[vairove ir ex situ iSsaugojimo galimybe, pasteb&jo, kad biutina atsizvelgti {

Néjaus (Nei) geneting ivairove, Shannon‘o informacini indeksa ir retas RAPD
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juostas. Pastarosios gali biiti susij¢ su retais genais ar genetiniais lokusais.
Molekuliniy Zymeny pagalba galima nustatyti, kiek ir kokius genetinius
rodiklius turin€iy pavyzdziy galima itraukti | bazines kolekcijas, kurios
atspindi visa tam tikros riiSies geneting jvairove.

Norint tinkamai riipintis savo Salies genetiniais iStekliais, reikia tiksliai

zinoti, ka mes turime, ka norime ir privalome i$saugoti.

2.1.1. Genotipy identifikavimas

Vieno genotipo atskyrimas nuo kito molekulinés biologijos metodais
vadinamas genotipavimu. Augaly genotipavimas gali biiti pritaitkomas labai
ivairiose srityse. Kaip Zmogaus pirSty antspaudy ir DNR genotipavimo metodai
placiai taikomi kriminalistikoje, taip ir augaly DNR genotipavimas gali biiti
taikomas teisinéje praktikoje. Kriminalistin¢je botanikoje molekuliniy zymeny
metodai naudojami nustatant augaliniy narkotiniy preparaty kilmg. Pavyzdziui,
jei nustatoma, kad visi augalai genetiSkai identiSki, daroma iSvada, kad jie
buvo padauginti auginiais ir galbut iSauginti pogrindin¢je laboratorijoje, t.y.,
toki fakta galima panaudoti, kaip ikalti (Miller Coyle ir kt., 2001). Augaly
dalys, kaip daiktiniai irodymai, panaudojami iSaiskinant jvairius nusikaltimus,
identifikuojant nelegaliai auginamas ir platinamas patentuotas augaly riisis ir
veisles, rety, draudZiamy jvezti 1§ uzsienio, augaly rusiy aptikimui. Pavyzdziui,
RAPD metodu iStyrus rinkoje platinamus braskiy sodinukus, paaiskéjo, kad tai
buvo nelegaliai, nusiZzengiant autorinéms teiséms, platinami patentuotos
braskiy veislés ‘Marmolada‘® augalai (Congiu ir kt., 2000). Siuo pozitriu,
DNR molekuliniai Zymenys yra labai patogiis ir vertinami, nes analizei atlikti
pakanka labai mazo medziagos kiekio.

Genotipy identifikavimas svarbus ir farmakologijoje norint atskirti
vaistinius augalus nuo morfologiSkai panaSiy vaistinémis savybémis
nepasizyminciy giminisSky rasiy. Dnyaneshwar ir kt. (2006) parodé, kad
RAPD-SCAR metodu nustacius riisiai specifini zymeni, galima identifikuoti

vaistinio augalo pédsakus milteliuose, sumaiSytuose i8 keliy rasiy augaly.
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Kultivuojant augalus, vykdant ju selekcija, keiciantis genetine medziaga
tarp augintojuy, kaupiant genetinius iSteklius ir saugant autorines teises, reikia
tiksliai 1identifikuoti auginamas veisles. Tradiciniai veisliy identifikavimo
metodai dazniausiai paremti morfologija (Lisek ir kt., 2005). Morfologiniy
zymeny metodai yra palyginti pigis, taciau jy taikymas yra ribotas:

e sunku atskirti giminingas veisles;

e daZnai nejvertinama aplinkos ir taikomos agrotechnikos jtaka, dé¢l to gali
zymiai pasikeisti auginamy augaly morfologiniai pozymiai, kurie, nors ir
nebus paveldimi poky¢iai, taciau apsunkins veislés identifikacija;

e jvairiis morfologiniai pozymiai, kuriais remiamasi identifikuojant veisle,
1Sry8kéja tik tam tikrose, dazniausiai vélyvose, augalo raidos stadijose.

Taigi, pastaraisiais metais veisléms identifikuoti Salia morfologiniy vis
daZniau naudojami ir molekuliniy Zymeny metodai.

Tiriant jvairias brokoliy ir ziediniy kopusty veisles RAPD metodu, buvo
pastebéta, kad brokoliy veislés pasizymi zymiai mazesniu polimorfizmu,
palyginus su ziediniy koptisty veislémis. Tai rodo tam tikra konservatyvuma,
atsirandant] kuriant brokoliy veisles. Buvo aptikta ir heterogenisky veisliy,
pvz., ziediniy kopiisty veislé *Snowball’. Tiek brokoliy, tiek Ziediniy kopiisty
veisliy RAPD fenotipuose aptikta ir monomorfiniy juosty, kurios {rodo bendra
Siy augaly kilme 18 koptisto Brassica oleracea (Hu, Quiros, 1991).

RAPD metodas taip pat naudojamas aptikti somaklonini kintamuma
genetinése kolekcijose. Augaly dauginimui ir vertingy genotipy saugojimui
placiai naudojamas augaly kultiiry metodas. Reiskinys, kai regenerantai skiriasi
nuo tévy, vadinamas somakloniniu kintamumu. Dazniausiai tai bina
fenotipiniai skirtumai. Somakloninis kintamumas yra bendras auginimo in
vitro lasteliy ir audiniy désningumas (Sliesaravicius, Stanys, 2005). Pokycius
lemia ivairios priezastys: eksplanto prigimtis, ontogenezinis eksplanto amzius,
maitinamosios terpés sudétis ir kultiiros amzius.

Tiriant orchidéjos Phalaenopsis regenerantus RAPD metodu, buvo
irodyta, kad normaliy ir pakitusiy regeneranty DNR skiriasi. Morfologiskai

tiek normaliy, tiek pakitusiy regeneranty lapai buvo vienodi, taciau skyrési
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ziedy morfologija. Phalaenopsis prazysta tik ketvirtaisiais metais, tod¢l RAPD
metodu galima daug grei¢iau aptikti somakloninius pokycius, nelaukiant, kol
augalas pradés Zydéti (Chen ir kt., 1998). Tyrimai, atlikti su valgomuoju
Cesnaku (Allium sativum), parodé, kad regenerantams biidinga fenotiping,
molekuliné ir citologiné jvairoveé (Al-Zahim ir kt., 1999). RAPD metodu
neaptikta somakloninio kintamumo gvingjiniu alyvpalmiy (Elaeis guineensis)
regenerantuose, galbiit todél, kad Siuose augaluose fenotipinis kintamumas
aptinkamas gana retai — tik 5% visy regeneranty skiriasi savo ziedo sandara
nuo motininio augalo (Rival ir kt., 1998). Be to, ne visada morfologiskai
skirtinguose regenerantuose pavyksta nustatyti DNR  polimorfizma.
Pavyzdziui, tiriant morfologiskai ir citogenetiskai skirtingus paprastosios eglés
(Picea abies) to paties individo klonus, RAPD polimorfizmo juose nenustatyta
(Fourré¢ ir kt., 1997). Taigi, RAPD lokusy polimorfizmo nebuvimas negali biiti
vieninteliu genetinio stabilumo kriterijumi.

Nustatyta, kad tarp klony daznai egzistuoja ir epigenetiniai skirtumai
(Fraga ir kt., 2002), kurie gali turéti jtakos fenotipui. Nors kai kurie
mokslininkai mano, kad DNR metilinimo pokyciai veikia RAPD lokusy
polimorfizma (Olmos ir kt., 2002), taciau Siam teiginiui pagristi dar triiksta

eksperimentiniy jrodymuy.

2.2. Genetinés jvairovés tyrimai RAPD metodu

Genetiné jvairove, pagal vieng 1§ daugelio apibréZimy, suprantama kaip
individy, populiaciju bei rusiy kintamumas. Pastaruoju metu Zmogus vis labiau
atsigrezia 1 gamta, kaip 1 natiiraliai egzistuojantj vertingy geny Saltini. Genetiné
tvairové yra svarbi laukiniy rii$iy iSgyvenimui ir kaip genetinés variacijos
Saltinis kultiriniams augalams. 95% Zemés sausumos ploty uZima Zmogaus
gyvenvietés ir dirbtinés bei pusiau dirbtinés ekosistemos, skirtos tenkinti
zmogaus poreikius. D¢l Zmogaus vykdomos tkinés veiklos natiralios
ekosistemos suskaidomos arba sunaikinamos, riiS§ys ziiva arba staigiai

sumaze¢ja individy skaicius jose, vietines risis pakeicia atnestinés, zemes iikyje
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naudojamos cheminés augaly apsaugos priemones skatina atspariy piktzoliy
atsiradima.

Augaly genetiné jvairové yra svarbi misy planetos natiiraliy resursy
dalis. Ji priklauso nuo riiSies dauginimosi biido ir evoliucijos, ekologiniy ir
geografiniy veiksniy, daugeliu atveju — nuo konkrec¢ios Zzmogaus veiklos (Rao,

Hodgkin, 2002).

2.2.1 RAPD metodo taikymas augaly populiacijoms tirti

Populiacijy genetiné analizé remiasi neutralios molekulinés evoliucijos
teorija, kuria 1968 metais sukiiré japony biologas M. Kimura. Si teorija teigia,
kad genetinés ivairovés lygis populiacijose yra per didelis, kad ji biity galima
paaiskinti gamtinés atrankos veikimu. Didzioji Sio polimorfizmo dalis yra
neutrali atrankos atzvilgiu. Ji palaiko mutacijos ir geny dreifas. Vis d¢l to
neutralumo teorija neneigia natiiralios atrankos. Atranka veikia tik nedideli
skai¢iy mutacijy. DidZioji dalis fiksuoty mutacijy yra neutralios prisitaikymo
poziiriu (Baker, 2000; Nordborg ir kt., 2002).

Populiacijy genetiniai tyrimai leidZia geriau suprasti evoliucinius
procesus, populiacijy ir atskiry rii$iy istorija (Zhang ir kt., 2003). Genetiniai
metodai, taikomi populiacijuy tyrimuose, turi padéti geriau suprasti genetini
kintamuma, kuris aptinkamas tarp skirtingy tos pacios riiSies populiacijy ir
pacios tiriamosios populiacijos viduje tarp skirtingy individy. Genetinj riisies
kintamuma lemia daug veiksniy: dauginimosi sistemy ypatumai, istorin¢ riisies
raida, augavietés ekologija. Nauji DNR analizés metodai leidzia Zymiai
efektyviau ivertinti populiacijy geneting variacija palyginti su izofermenty
analize. Augaly populiacijy tyrimuose ypa¢ iSpopuliaréjo polimerazinés
grandininés reakcijos pagrindu sukurti metodai, vienas kuriy — RAPD. Sis
metodas ypac¢ patogus pradiniuose populiaciju tyrimuose, kai apie tiriamaji
objekta turima nedaug genetinés informacijos. Pradzioje §is metodas buvo
taikomas veisléms tirti, taiau pastaraisiais metais vis placiau naudojamas

natiiralioms augaly populiacijoms tirti.
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Turint atitinkamus duomenis, galima jvertinti pagrindinius populiacijy
genetinius rodiklius:
e DNR polimorfizmo lygi (P);
e aleliy jvairove — aleliy skaiciy lokusui;
e N¢jaus (Nei) geny ivairove;
e Senono (Shannon‘o) jvairovés indeksa.

Nybom ir Bartish (2000) apzvalginiame darbe apie RAPD metodo
tatkyma augaly populiacijoms tirti apibendrino 108—iy moksliniy darby
rezultatus ir, atsizvelgdami 1 augaly gyvenimo formy, taksonomijos ir
geografinio paplitimo itaka {vairiy rasiy augaly genetinés jvairovés rodikliams,
nustaté tam tikrus désningumus:

1) populiacijy viduje:

e plikasekliy augaly populiacijy genetiné variacija Zymiai didesné uz
gaubtasékliy. Manoma, kad taip yra dél to, kad plikasékliai augalai
ilgaamziai, kryzmadulkiai, apdulkinami véjo, vélai dera;

e gyvenimo forma neturi didelés jtakos vidupopuliacinei jvairovei, taciau
vienmeciai augalai pasizymi maZesne genetine ivairove nei daugiameciai;

e savidulkiai augalai pasizymi mazZesne genetine {vairove, palyginti su
kryzmadulkiais;

2) tarp populiacijy:

e genetiné diferenciacija tarp plikasékliy augaly populiacijy mazesné nei
tarp gaubtasékliy augaly populiacijy;

e skirtinga gyvenimo trukme pasiZzymintys augalai gana zymiai skiriasi:
vienmeciy augaly populiaciju genetin¢ diferenciacija zZymiai didesné uz
trumpaamziy daugiameciy bei ilgaamziy daugiameciy augaly populiacijy;

e plataus geografinio paplitimo augaly populiacijos pasizymi didesne
genetine diferenciacija palyginus su endeminiy augaly populiacijomis;

e savidulkiy augaly populiacijy genetin¢ diferenciacija didesné¢ nei

kryzmadulkiy;
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e augaly populiacijos, kuriy séklas platina vejas, vanduo ar gyviinai,
pasiZymi maZesne genetine diferenciacija, palyginus su augalais, kuriy
séklos iSplinta savaime;

e jaunos ir vidutinio amziaus populiacijos pasizymi didesne genetine
diferenciacija nei senesnes.

Molekuliniai Zymenys, kurie remiasi létai evoliucionuojan¢iomis DNR
sekomis, tinkamesni analizuoti istorinius jvykius laiko atzvilgiu, o zZymenys,
kurie remiasi greitai evoliucionuojaniomis DNR sekomis — neseniai
susikiirusioms populiacijoms tirti. Populiacijy tyrimams naudojami tiek
dominuojantys zymenys (ISSR, AFLP, RAPD), tiek ir kodominuojantys
(alozimai, mikrosatelitai). Lyginant jvairiais molekuliniais Zymenimis tirty
augaly populiacijy struktiira, gaunami panasus rezultatai. Populiacijy ivairove,
nustatyta alozimy ir RAPD metodais, daznai koreliuoja, nors skaitinés
reikSmés, gautos RAPD metodu, paprastai yra didesnés (Virk ir kt., 2000). Kai
kuriuose darbuose reik§meés, gautos RAPD metodu, yra mazesnés (Jenczewski
ir kt., 1999). Teigiama koreliacija tarp geografiniy atstumy ir RAPD metodu
gauty genetiniy atstumy daznai nustatoma kryZzmadulkiams augalams (Ayres,
Ryan, 1997; Gabrielsen ir kt., 1997; Bartish ir kt., 1999), o savidulkiams —
tokios koreliacijos negaunama (Tollefsrud ir kt., 1998, Fahima ir kt., 1999).

Genetiné¢ jvairove labiausiai atspindi populiacijy ekologing ir geografing
adaptacija. Dauguma gamtiniy populiacijy yra regioninés ir pasizymi
skirtingais morfologiniais poZymiais. Siuos skirtumus daZnai lemia
geografiniai barjerai, dideli atstumai tarp atskiry subpopuliacijy. Mazas
populiacijas dazniau pazeidzia inbred—depresija, kuri sumazina jose genetinés
ivairovés ir heterozigotiSkumo lygi. Pasitaiko populiaciju, kuriose augaly
fenotipinés savybés yra ekologiSkai vertingos, jos puikiai atspindi genotipy
ivairove ir parodo vieting populiacijos diferenciacija. Taciau visada reikia
prisiminti, kad augalams biidingas fenotipinis plastiSkumas ir kartais reikalingi
papildomi tyrimai, kurie patvirtina populiacijos unikaluma arba ji paneigia

(Pons ir kt., 1998). Kai kuriose augaly riiSyse morfologinés variacijos beveik
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nebiina arba ji pasireiSkia vélyvose augalo raidos stadijose, pavyzdziui augalui
zydint ar mezgant vaisius.

Naudojant 44 morfologinius ir 36 molekulinius (RAPD) Zymenis, buvo
tirtos 37 oktaploidiniy virgininiy braskiu (Fragaria virginiana) ir Fragaria
chiliensis populiacijos Siaurés Amerikoje. Pagal morfologinius Zymenis buvo
i§skirtos penkios grupés, pagal molekulinius — trys. Morfologin¢ diferenciacija
buvo artimai susijusi su skirtingomis klimato salygomis. RAPD metodu
nustatyta, kad Vakarinés ir Rytinés pakrantés zemuogiu populiacijos skiriasi,
taiau tarp ju vyksta genuy srautas, jrodyta bendra tyrinéty taksonuy kilmé
(Harrison ir kt., 1997).

2.2.2. Dauginimosi biido jtaka populiacijy genetinei jvairovei

Augaly dauginimosi biidas turi didelés itakos populiacijy struktiirai ir
genetinei (vairovei. Kadangi dauguma augaly yra séslis, ju ziedadulkes ir
séklos neplinta be galo toli, todél ju populiacijos turéty biiti apibréztos,
pasiZzyméti tam tikra, tai populiacijai savita, genetine struktiira.

Vegetatyvinis dauginimasis yra gana paplitgs augaly pasaulyje.
VegetatyviSkai besidauginanciy augaly populiacijose labai svarbu nustatyti
atskirus individus, nes tokiu budu besidauginantys augalai produkuoja
genetiSkai identiSkus individus, kurie gali pasklisti nuo motininio augalo
dideliais atstumais, formuodami genetiSkai vientisa populiacija. Populiacijuy
genetinei struktiirai ir dinamikai taip pat labai svarbus jas sudaranc¢iy individy
amzius, dydis ir kiekis. Individy dydis daznai lemia nevienoda ju dauginimosi
potenciala — didesnis individas paprastai palieka daugiau palikuoniy. Ilgai
gyvenantys individai taip pat gali palikti neproporcingai dideli palikuoniy
skaiCiy, palyginus su kitais, trumpiau gyvenanciais, tos pacios populiacijos
individais. Augalo dydis ir amzius daznai koreliuoja. Naudojant modernius
molekulinius metodus, galima nustatyti ir augala — populiacijos pradininka

(Ayres, Ryan, 1997).
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RAPD metodu galima atskirti pavienius individus, nustatyti svarbiausias
populiacijos charakteristikas, palyginti subpopuliacijas tarpusavyje, todel jis
placiai naudojamas vegetatyviSkai besidauginanc¢iy augaly populiacijoms tirti.
Atsiranda vis daugiau darby, kuriuose nagrinéjamas toks genetiskai vientisas
,,milziniSkas* organizmas.

Reto augalo Wyethia reticulata populiacijose dominuoja keli individai.
Siam augalui biidinga tai, kad jo Zydéjima skatina gaisrai, séklos nenutolsta
toliau kaip 1,5 metro nuo motininio augalo. Sie augalai intensyviai dauginasi
pozeminiais Sakniastiebiais, kurie taip pat pakencia gaisra. W. reticulata
populiacijos buvo tiriamos alozimy ir RAPD metodais. Rezultatai, gauti abiem
metodais, koreliavo, taciau alozimai parodé didesni geografini rySi tarp
populiacijy nei su RAPD (Ayres, Ryan, 1997).

Daugelis augaly riiSiy, auganCiy atSiauriomis salygomis, taip pat
pasizymi gerai iSsivyséiusiu vegetatyviniu dauginimusi. Siy ra§iy augalai
plinta Sakniastiebiais, svogiinais, atlankomis, atzalomis. Tokie kloniniai
augalai uzkariauja didelius plotus ir sékmingai isitvirtina aplinkoje. Kloniniai
augalai daZniausiai nesidaugina séklomis, todél ju populiacijos turéty
pasiZymeti Zymiai mazesne genetine ivairove. Vis délto yra duomeny, kad Siy
populiaciju genetiné¢ jvairové yra pakankamai didelé. Tai gali biiti dél
somatiniy mutacijy, dél savaiminiy séjinuky ar skirtingy pradininky, kurie davé
pradzia tai populiacijai. Siuo metu nustatyti tokie identisky augaly klonai,
kuriy amzius yra keli tukstantmeciai (uolabrukné Gaylussacia brachycerinum,
smulkiadanté¢ tuopa (Populus tremuloides)) (Persson, Gustavsson, 2001).
AtSiauriomis salygomis paplitusi pasviroji uolaskele (Saxifraga cernua),
manoma, taip pat sudaro monoklonines populiacijas, kurios uzima didelius
plotus. Tokia prielaida padaryta Zinant, kad Sie augalai dauginasi svogtinéliais
ir beveik visai nesubrandina sékly. Mokslininkai, iStyre keturias Sios uolaskélés
populiacijas RAPD ir AFLP metodais, padaré iSvadas, kad netgi reti jvykiai,
kai Sis augalas pasidaugina séklomis, populiacijai yra labai reikSmingi, nes
padeda iSlaikyti geneting jvairovg. Buvo nustatyta didel¢ genetiné

diferenciacija tarp Siy populiacijy. Tai rodo, kad populiacijy pradininkai buvo
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genetiSkai skirtingi augalai. Rezultatai, gauti abiem metodais, koreliavo
tarpusavyje. Koreliacija buvo stebima tiek identifikuojant augaly klonus bei ju
tarpusavio rySius, tiek nustatant genetinés ivairovés lygi (Gabrielsen,
Brochmann, 1998; Kjelner ir kt., 2004). Persson ir Gustavsson (2001) RAPD
metodu tyré bruknés (Vaccinium vitis—idaea), kuri dauginasi klonais,
populiacijos geneting struktira. Kartu buvo atlieckama ir brukniy lapy
morfometriné analizé. RAPD metodas tiko genetiSkai identiSkiems individams
tirtoje populiacijoje identifikuoti: panaudojus 6 pradmenis, gautos 43
polimorfinés DNR juostos, kurios leido atskirti 29 skirtingus genotipus tarp
129—iy tirty individy. Pastebéta koreliacija tarp morfometriniy duomeny ir
molekuliniy Zymenuy (Persson, Gustavsson, 2001). IStyrus RAPD metodu
Vaccinium stamineum populiacijos 99 individus, kurie taip pat linkg daugintis
klonais, buvo nustatyti 67 RAPD profiliai, 1§ kuriy net 51 buvo biidingas
pavieniams augalams, kurie, matyt, atsirado i§ skirtingy sékly (Kreher ir kt.,
2000).

Tiriant bugienio llex leucoclada subpopuliacijas Japonijoje, nustatyta
gana didel¢ Sio augalo klony jvairoveé. Manoma, kad tokiai ivairovei itakos
gal¢jo turéti nors ir retas, bet kartais pasitaikantis, s¢jinuky iSplitimas. Kitas
paaiskinimas — populiacijos pradininkai galéjo biiti keli augalai, kurie skyrési
genetiSkai tarpusavyje (Torimaru ir kt., 2003). PanaSiis rezultatai buvo gauti
tiriant fragmentuota keturlapés vilkauogés (Paris quadrifolia) populiacija
(Jogaite ir kt., 2005).

Augaly plitimas klonais gali turéti ir lemtinguy populiacijai pasekmiy,
nes praradus geneting ivairove populiacijos viduje, sumaz¢ja efektyvus
populiacijos dydis, kloniniuose augaluose grei¢iau plinta ligos, kurios gali
paZzeisti daug populiacijy individy, Dél to populiacijy atsinaujinimas séjinukais

yra labai pageidaujamas ivykis (Pluess, Stocklin, 2004).
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2.2.3. Erdvinés izoliacijos ir gamtiniy barjery jtaka populiacijy genetinei
ivairovei

Natiirali aplinka, kurioje auga augalai, retai kada biina vienalyté
dideliame plote. Dazniausiai augavietés yra labai suskaidytos. Tai lemia
nelygus reljefas ir kiti pasitaikantys gamtiniai barjerai. Augavie€iy
susiskaidymas ir vis did¢janti izoliacija tarp atskiry subpopuliacijy yra svarbi
priezastis, dél kurios gali atsirasti genetin¢ diferenciacija tarp ju ir kuri gali
salygoti genetinés ivairovés sumazéjima populiacijy viduje. Geneting
diferenciacija lemia tai, kad tarp atskiry subpopuliaciju nebevyksta geny
mainai (atsiranda barjerai sékloms ir ziedadulkéms iSplisti). Be to, tai, kas
vienoms augaly rtSims ir populiacijoms yra nattrali aplinka, kitoms gali bti
gamtinis barjeras (Pluess, Stocklin, 2004).

Kalnuose augantys augalai yra puikus pavyzdys, kaip populiacijos,
iSnaudodamos jvairias augavietes, fragmentuojasi veikiamos gamtiniy barjery.
Alpinés augaly rasys dazniausiai isikuria vietovése, kur subpopuliacijos yra
atskirtos. Buvo tirta Sveicarijos Alpiy Ziognagés (Geum reptans) geneting
ivairové. Sis augalas pasizymi ir vegetatyviniu dauginimusi, kuris kalny
vietovése labai naudingas. Darbo pradzioje buvo tikimasi, kad fragmentuotos
ziognageés populiacijos skirsis genetiskai ir, kad populiacijos, esancios
vidutiniuose auksc¢iuose, pasiZzymes didesne genetine {vairove, nei Zemiau ir
auk$¢iau augantys augalai. Autoriai jvertino ir ziognageés klono plitimo
diametra, tod¢l augalus rinko taip, kad jie nebiity genetiSkai vienodi (atstumas
tarp ju buvo apie 4 m). Nustatyta gana didel¢ genotipy ivairové. Nepaisant
nattiralios fragmentacijos ir riboto geny srauto, skirtingy subpopuliacijy
diferenciacija nebuvo labai didel¢ — tik 14%, o geny srautas vyko priklausomai
nuo atstumo tarp augaly (Pluess, Stocklin, 2004).

RAPD metodu tiriant Siaurés Alpése skirtinguose auk$&iuose augancias
raktazolés pelenélés (Primula farinosa) populiacijas, rasta diferenciacija tarp
populiacijy, augusiy aukStesnése ir zemesnése vietose (Reisch ir kt., 2005).

Manoma, kad tai gali biiti susij¢ su skirtingu augaly Zydéjimo laiku, kuris
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riboja geny srauta. AukSciau isiklirusiose populiacijos pasizyméjo didesne
genetine 1vairove, buvo aptikta koreliacija tarp altitudZiy ir genetiniy atstumuy.

Jordano ir Godoy (2000) tyré kvapiosios kryklés (Prunus mahaleb)
populiacijas, kurios Ispanijoje yra negausios, sudarytos i§ pavieniy individy, o
kalnuose dar ir fragmentuotos dél praslinkusiy ledyny poveikio. Siy augaly
vaisiais minta ivairis gyvunai, kurie, iveikdami gamtinius barjerus, iSneSioja
seklas dideliais atstumais, tod¢l tarp populiaciju buvo aptikta palyginti nedidelé
diferenciacija — 16,5%.

Tiriant ilgaziedés lelijos Lilium longiflorum geneting diferenciacija
Taivanyje RAPD metodu, nustatyta genetiniy atstumuy priklausomybé nuo
geografiniy atstumy penkiose tirtose populiacijose. Nors populiaciju augalai
skyrési morfologiSkai tarpusavyje, negauta morfologiniy pozymiy koreliacijos

su geografiniais atstumais (Wen, Hsiao, 1999).

3. Molekuliniy Zymeny taikymas adaptyvumui tirti

Adaptacija — tai organizmy prisitaikymas prie tam tikry aplinkos salygu,
igyjant naujus, tomis salygomis vertingus, pozymius. Adaptaciju genetika
sudétinga, genetinei adaptyvumo teorijai sukurti dar triiksta eksperimentiniy
duomeny. Tiriant konkretaus pozymio prisitaikymo atveji, pirmiausia stebimas
fenotipas, palaipsniui gilinantis 1 genus. Ateityje, kai bus nustatyta daugiau
{vairiy organizmy genomy seky, bus lengviau susieti fenotipinius pozymius su
konkreciais genais. Vieny autoriy nuomone, adaptacija lemia pavieniai genai,
kity — sukibusiy genu grupés. Norint suprasti ir jvertinti pavienio poZymio
svarba prisitaikymui, vis dazniau remiamasi ir molekuliniais Zymenimis.
Augalai pasizymi didele morfologine ir funkcine jvairove, kuri dazniausiai yra
adaptyvi. Fenotipiniai pozymiai daznai varijuoja natiiraliose augaly
populiacijose. Kartais tam tikry pozymiy {vairoves skirtingose populiacijose
ekologine prasme labai aiSki ir tiesiogiai susijusi su konkrec¢iomis aplinkos
salygomis ar geografine padétimi. Tiriant trikertés Zvaginés (Capsella bursa—

pastoris) fenotiping ivairove Kalifornijoje, iSskirti ekotipai pagal Zydéjimo
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laika. Nustatyta, kad augalai, augantys kalnuotose vietovése, zZydi véliau negu
7emumose. Siame darbe buvo nustatyti Zydéjimo laika kontroliuojantys
kiekybiniy pozymiy lokusai QTL (angl. Quantitative Trait Loci) (Linde ir kt.,
2001). Panasiis rezultatai buvo gauti su morfologiskai skirtingomis ilgaziedziy
lelijy (Lilium longiflorum) populiacijomis, kuriose genetiné diferenciacija

susijusi su geografine izoliacija (Wen ir kt., 1999).

3.1. RAPD metodo taikymas augaly adaptyvumui tirti

Nepaisant to, kad dauguma DNR mutacijy yra fenotipiskai neutralios ir
ju pagrindu sukurti RAPD Zymenys taip pat laikomi neutraliais, dal; tokiy
DNR polimorfiniy lokusy neabejotinai veikia atranka. Ta parodé daugelio
mokslininky tyrimai. Kinijos mokslininkai RAPD metodu tyré labai placiai
Centrinés Azijos stepése paplitusios asuotés Stipa krylovii geneting jvairove ir
populiacijy struktira (Zhao ir kt., 2006). Tirty populiacijy augavietés
pasizymejo skirtingomis klimato salygomis — metiniu krituliy kiekiu ir
temperatiira. Gauti rezultatai parod¢, kad genetiné ivairové populiacijose
did¢jo, mazéjant metiniam krituliy kiekiui ir kylant temperatirai, todél augalai,
augantys stresinémis salygomis, pasizyméjo didesne genetine jvairove.

Ypac¢ daug démesio nekoduojancios genomo dalies vaidmeniui rasies
prisitaikymui prie aplinkos salygu skyré Izraelio mokslininkai 1§ Haifos
universiteto Evoliucijos instituto (Nevo, 2001). Jie tyré adaptaciju atsiradima
vairiose augaly (kviecio Triticum dicoccoides, miezio Hordeum spontaneum)
ir kity organizmy (cianobakterijy, gryby, vaisinés muselés, grauziky) risyse.
Tirdami 7. dicoccoides ir H. spontaneum populiacijas skirtingose ekologinése
niSose trimis zymeny metodais (RAPD, SSR ir alozimy), jie nustaté
neatsitiktin} genetinés {vairovés pasiskirstyma augaluose 1§ skirtingy
ekologiniy niSy. Visais Siais atvejais buvo nustatyti nisai specifiski bei unikaliis
RAPD, SSR ir alozimy aleliai. Didesné genetiné jvairové Siais metodais
nustatyta sausros sukeliamag stresa patirian¢iose 7. dicoccoides 1ir H.

spontaneum populiacijose.
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Kad DNR yra bitina salyga adaptacijai atsirasti, rodo kvieCiy 7.
dicoccoides populiacijy Izraelyje ir Turkijoje tyrimai. Sios populiacijos buvo i3
geografiSkai nutolusiy regiony, kurie skyrési dirvozemio savybémis ir klimato
salygomis. Padaryta iSvada, kad RAPD polimorfizmas dalinai adaptyvus ir
populiaciju savituma apsprendZzia specifinés augavieCiy bei klimato salygos
(Fahima ir kt., 1999).

Taciau didesné dalis autoriy laikosi nuomonés, kad molekuliniai
zymenys, kuriy lokusai yra nekoduojanciose DNR sekose, yra neutralis
fenotipo atzvilgiu. Tokiy Zymeny neveikia atranka, tod¢l jie neturi adaptacinés
reikSmes. Pavyzdziui, tiriant laukinius miezius (H. spontaneum) i§ keturiy
skirtingy specifiniy augavie¢iu RAPD metodu, buvo nustatyta, kad genetiniai
atstumai nepriklauso nuo aplinkos salygu: RAPD Zymenys neparod¢ jokio
désningo pasiskirstymo populiacijose (Volis ir kt., 2001). Véliau Sie autoriai,
dirbdami su ta pacia mieziy ruSimi, palygino geneting diferenciacija, nustatyta
su kiekybiniais pozymiais ir molekuliniais Zymenimis (RAPD ir alozimais).
Buvo nustatyta, kad kiekybiniai poZymiai Zymiai geriau atspindi regionini
pasiskirstyma nei molekuliniai Zymenys, nors kai kurie RAPD ir alozimy

zymenys rodé¢ nedidelg variacija (Volis ir kt., 2005).

3.2. Abiotiniy veiksniy poveikis superoksido dismutazés (SOD)
polimorfizmui

Tiek biotinis (pvz. ivairiis patogenai), tiek abiotinis stresas, kuri sukelia
sausra, Saltis, sunkieji metalai, padidéjes dirvoZzemio riigStumas, oro tarSa,
Siluminis Sokas ir t.t., gali indukuoti laisvyju deguonies radikaly susidaryma
(Bowler ir kt., 1992). Aktyvusis deguonis (superoksido, H,O, ar hidroksilo
radikalo ir kt. formoje) susidaro lasteléje kaip normalaus metabolizmo
(fotosintezeés, kvépavimo ir kt.) produktas. Kai kurios aktyvaus deguonies
formos funkcionuoja kaip labai svarbios signalinés molekulés, kurios keicia
geny ekspresija ir kai kuriy specifiniy apsauginiy baltymy aktyvuma.

Normaliomis augalo augimo salygomis reaktyviy deguonies radikaly lastelése
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susidaro santykinai mazai (pvz., chloroplastuose pastoviai yra 240uM s O, ir
apie 0,5 pm H,0,), taCiau, kai suardoma lasteliy homeostaze¢, reaktyviy
deguonies radikaly kiekis labai padidéja (240-720 pM s O, ir 5-15 uM
H,0,) (Mittler, 2002).

Aktyviy deguonies radikaly kiekio padidéjimas — signalas apie stresa,
kuris gali sukelti membrany lipidy peroksidacija, baltymy oksidacija, fermenty
inhibicija (Fucci ir kt., 1983), DNR (Brawn, Fridovich, 1981) ir RNR pazaidas,
ir netgi lasteliy zati. Lasteleje yra du pagridiniai (nefermentinis ir fermentinis)
mechanizmai, padedantys iSlaikyti Siy radikaly susidarymo ir paSalinimo
balansa. Vienas 1§ svarbiausiy antioksidaciniy fermenty yra superoksido
dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1.). Jis katalizuoja laisvo deguonies radikalo (Oz_)
dismutacija (Scandalios, 1993):

20.2- + 2H+—) H,0, + O,

SOD generuoja H,0, susidaryma, o kooperatyviai lastel¢je
funkcionuojancios katalazé ir peroksidazé galutinai redukuoja laisvuosius
deguonies radikalus iki vandens. Sis fermentas apsaugo lastelg¢ nuo deguonies
radikaly, kurie gali saveikauti su lasteliy membrany lipidu neprisotintomis
riebiyjy rugsciy liekanomis ir keisti membrany pralaiduma. Augaly lastelés
nuo kity skiriasi tuo, kad jose yra aptinkamos visos trys SOD formos:
CuZnSOD, MnSOD ir FeSOD (bapanenko, 2006). Augaly superoksido
dismutazei budinga tai, kad visos jos formos turi daug izoformy. Pavyzdziui,
kukuriizy lapu citoplazmoje aptikti 4 CuZnSOD izofermentai, chloroplastuose
— 1 CuZnSOD ir 4 MnSOD — mitochondrijose (Zhu, Scandalios, 1994). Esant
nepalankioms salygoms, padaugéja aktyviy deguonies formy susidarymas, dél
to pvairiai keiciasi SOD aktyvumas: vienais atvejais stebimas jo padidéjimas,
kitais — sumaz¢jimas. Tai priklauso nuo stresa sukeliancio veiksnio
intensyvumo ir veikimo laiko, nuo augalo jautrumo, vystymosi stadijos,
pavyzdziui, fermento aktyvumas padidéja esant sausrai ar per didelei drégmei
(Pukacki, Kaminska—Rozek, 2004), esant Siluminiam ar Sal¢io Sokui (Kang,

Saltveit, 2001), ar sunkiyju metaly pertekliui (Kleizaité ir kt., 2004). Tiriant
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SOD izofermentinio spektro priklausomybe nuo augalo augimo auks$c¢io virs
jiros lygio nustatyta, kad did¢jant aukS¢iui placialapio gyslocio (Plantago
major) Saknyse inhibuojamos SOD izoformos ir sumazéja fermento aktyvumas
(Ren ir kt., 1999). D¢l rugstaus lietaus didéjant riigsciuy dirvy plotams vis
didesnis démesys kreipiamas mechanizmams, kurie padeda augalams iSvengti
oksidacinio streso esant dirvozemio pH<5,5. Pagal SOD aktyvumo ir
polimorfizmo pokycCius galima spresti apie augaly tolerantiSkuma rtig§¢ioms
dirvoms (Vitorello ir kt., 2005). Literatiiros duomenys rodo, kad yra tamprus
rySys tarp augalo atsparumo vienam ar kitam aplinkos poveikiui ir apsauginés

sistemos komponenty, tarp ju ir SOD, aktyvumo (bapanenko, 2006).

4. Paprastoji aviet¢é — modelinis Rosaceae Seimos augaly molekulinés
genetikos organizmas

Paprastoji avieté (Rubus idaeus L.) priklauso Rosaceae Seimai, Rubus
gendiai. Siai genéiai priklauso daug ekonomigkai svarbiy augaly. Nemazai jy
(avietes, gervuoges, katuoges, tekSeés, Siaurinés avietés bei juy hibridai)
domestikuotos ir pasaulyje placiai auginamos pramoniniu biidu. Literatiiros
Saltiniai nurodo, kad paprastoji avieté kilo i§ Turkijoje esancio Idos kalno
vietoves, 1§ ¢ia kilo ir augalo lotyniskas riiSies pavadinimas (Ercisli, 2004).
Rubus genties taksonomija yra gana problematiSka, nes jos atstovai gali
kryzmintis tarpusavyje, kai kuriems biidinga poliploidija ir agamospermija.
Siai genéiai priklauso apie 750 rasiy, kurios paplitusios visuose Zemynuose,
igskyrus Antarktida. Sios taksonominés grupés augalai morfologiskai labai
skiriasi: vieni ju sumedéje, statiis, kiti — pusiau sumed¢je, besidriekiantys, tarp
ju yra ir vijokliniy, stipriai redukuotais lapalaksc¢iais augaly (Alice, Campbell,
1999).

Paprastoji avieté yra puikus modelinis augalas, atstovaujantis Rosaceae
Seima, nes:

1) viena i§ geriausiai genetiSkai iStirty Sios Seimos atstovy;

2) diploidiné rasis (2n=2x=14);
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3) jos genomas palyginti nedidelis (275 Mb);

4) placiai paplitusi pasaulyje;

5) pasizymi laukiniy formy jvairove ir placiomis prisitaikymo prie aplinkos
savybémis.

Laukiné¢ avieté, kaip vertingas augalas, Europoje buvo domestikuota dar
[V—ajame amziuje (Roach, 1987). Norédami pagerinti jos maistines savybes,
zmoneés augino vertingesnius laukiniy formy klonus (Jennings, 1988).
Paprastosios avietés veisliy kiirimo istorija néra ilga — Siek tiek daugiau kaip
100 mety. Pagrindiniai avie¢iy kultivavimo regionai yra Siaurés ir Centriné
Europa (Rusija, Lenkija, Vengrija, Serbija, Vokietija, DidZioji Britanija),
Siaurés Amerikos Ramiojo vandenyno pakrantés valstijos. Avie¢iy pramoniniu
auginimu domisi ir Piety Europos valstybés: Ispanija, Italija, Graikija,
Portugalija (Ramdane, 2005). Metiné avieCiu vaisiy produkcija pasaulyje yra
apie 400000 t (www.fruit.cornell.edu).

AvieCiy, kaip ir kity ukiskai svarbiy kultiry, veisléms tirti placiai
naudojami biocheminiy ir molekuliniy Zymeny metodai — alozimai, RAPD,
AFLP, SSR, RFLP. Molekuliniai Zymenys placiai taikomi avie¢iy tyrimams:
genotipavimui, genolapiy sudarymui, molekulinei selekcijai (Atila, Agaoglu,
2006).

Genetinés medziagos (R. idaeus veisliy, R. idaeus x R. neglectus ir R.
occidentalis hibridy) identiSkumo patikrinimui buvo naudojami alozimai:
izocitrato dehidrogenazé, malato dehidrogenazé, fosfogliukoizomeraze,
fosfoglukomutaze ir triozés fosfato izomerazé¢ (Cousineau, Donnelly, 1992).
Toks patikrinimas, neidentifikavo visu pavyzdziy, taiau buvo svarbus
kolekcijos genetinei medziagai jvertinti.

Kadangi paprastoji avieté yra populiarus vaisinis ir vaistinis augalas, jos
vertingy savybiy genetinés determinacijos iSsiaiSkinimas duoty tkinés naudos.
Avietés yra dvimec€iai augalai, ju vaisiai paprastai pasirodo tik antraisiais
metais, todél, norint paspartinti moderniy veisliy kirima ir pritaikyma
vietinems salygoms, labai naudinga turéti genolapi, kuris padétu lokalizuoti

genus, lemiancius kompleksini fenotipa. Genolapis padeda nustatyti
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poligeniniy pozymiu diagnostinius zZymenis. Pirmasis paprastosios avietés
genolapis buvo sukurtas, iSanalizavus molekuliniy Zymeny pasiskirstyma
palikuonyse, gautuose sukryzminus dvi fenotipiSkai skirtingas avieciy veisles:
palyginti neseniai i§vesta europietiska veisle *Glen Moy’ ir sena, i§ Siaurés
Amerikos kilusia veisle *Latham’ (Graham ir kt., 1997; Graham ir kt., 2004).
Buvo kreipiamas démesys i Siuos komerciSkai svarbius pozymius: vaisiy
prinokima, tekstiira, skonj ir aromata, atsparuma kenkéjams ir ligoms, kriimo
1Svaizda (architektiirg). Genolapiui sukurti buvo panaudoti AFLP, SSR ir EST—
SSR molekuliniai zymenys (pradmenys, tinkami SSR analizei buvo atrinkti
eksperimente, kuriame tirta ne tik paprastoji avieté, bet ir keletas kity Rubus
genties rusiy) (Graham ir kt., 2002). Avieciy veislei ’Latham’ (auginamai nuo
1930 mety) bidingi Sie poZymiai: atsparumas Sakny puviniui ir {vairioms
stieby ligoms, iStvermingumas nepalankiomis salygomis, labai spygliuoti rudi
stiebai, nedideli vaisiai. EuropietiSkos veislés *Glen Moy’ (iSvestos 1981
metais) avietéms, prieSingai, biidinga didelés, skanios ir iSvaizdZios uogos,
bespygliai zali stiebai, didelis jautrumas Zemoms temperatiiroms, jautrumas
ligoms ir kenkéjams. Buvo iStirti tévai (pradinés veislés) ir 94 palikuonys.
Identifikuoti 66 SSR ir 8 EST-SSR Zymenys. AFLP metodu buvo patikrinta 17
Pstl/Msel ir 14 EcoRl/Msel pradmeny, su kuriais buvo gauti 358 produktai.
Taigi, kuriant genolapi 1§ viso buvo nustatyti 432 lokusai, vélesniame etape
dalis juy atmesta ir like 273 lokusai sudaré 9 sukibimo grupes. Sie rezultatai
parodé ir tai, kad avieCiy stiebo dygliuotumas susijes su stiebo spalva
(dygliuoti stiebai yra rudi, nedygliuoti — zali). Taip pat buvo jvertintas abiejy
veisliy heterozigotiSkumas: senesnés veislés ’Latham’ heterozigotiSkumas
buvo dukart didesnis uz ’Glen Moy’. Taigi, domestikacija sumazino avieciy
morfologing ir geneting jvairove, nes Siuolaikinés veislés yra genetiSkai
panasios, o kuriant naujas veisles, atrankai naudojami tik keli, GikiSkai vertingi
pozymiai (Graham, McNicol, 1995, Graham ir kt., 2004).

Papildytas paprastosios avietés genolapis buvo paskelbtas 2006 metatis,
kai buvo nustatyta daug nauju lokusy ir iSsiaiSkinta, kad atsparumas tam

tikroms ligoms yra susij¢s su kai kuriais morfologiniais pozymiais (pvz., stiebo
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plaukuotumu). Avie€iy veislés, kuriy stiebams biidingi ploni plaukeliai (ne
dygliai), atsparios stiebu pilkajam kekerui (Botrytis cinerea), avietiniam
dvyngrybiui (Dydimella applanata), kuris sukelia zievéplaiSa, taciau maziau
atsparios avietiniam svylagrybiui (Elsinoe veneta), kuris sukelia degulius,
miltligei (Sphaerotheca macularis) ir avieCiyu rudims (Phragmidium
rubi—idaei). Naujasis genolapis padid¢jo iki 669 cM. Taip pat buvo nustatyta
geno H, lemiancio stiebo plaukuotuma, vieta genolapyje antroje sukibimo
grupéje. Zymenys, kurie salygoja atsparuma pilkajam kekerui ir avietiniam
dvyngrybiui, taip pat buvo toje pacioje sukibimo grupé¢je (Graham ir kt., 2006).

Kulturiniy avie€iy plantacijos paprastai biina genetiSkai homogeniskos,
nes augalai padauginami vegetatyviSkai. Jau seniai domimasi paprastosios
avietés gamtinémis populiacijomis, ju heterogeniSkumu ir plastiSkumu.
Natiiraliomis salygomis augantys augalai pasiZymi atsparumu nepalankioms
salygoms, todé¢l gali biiti naudojami paprastosios avietés ukiniy savybiy
gerinimui ir kaip vertingy savybiy donorai (Ryabova, 2007).

Skoty mokslininké Jennings tyré vietines avie¢iy populiacijas,
augancias skirtingomis salygomis: vienos juy augo sléniuose, o kitos —
aukStumose (Jennings, 1964). Buvo stebimi Sie augaly morfologiniai ir
fenologiniai poZymiai: stieby aukS$tis ir jo bambliy skaiCius, pumpury
sprogimo, pazaliavimo, ziedy atsidarymo ir vaisiy nokimo pradzia, pazastiniy
pumpury skaiius ant stieby, sékly dygimo greitis, stieby plaukuotumas ir
dygliuotumas. Tik dvi tirtos morfologinés ypatybés (pumpury sprogimo
pradzios laikas ir stieby aukstis) koreliavo su avieCiy pradiny augavieCiy
altitudémis. Taip pat buvo nustatyta, kad gamtoje egzistuoja gana didelis geny
aleliy (H ir h), lemianciy stieby plaukuotuma, polimorfizmas. IStyrus 78
pavyzdzius, rasti du individai, vedantys geltonus vaisius (poZymi lemia genas
f), du — vien tik vyriski augalai (genas f), du individai, kuriy ziedai buvo
sudaryti vien 1§ taurélapiu (sepaloidai, genas d); nerasta avieCiuy plikais,
nedygliuotais stiebais (genas s) ir neturiniy vaskinio apnaSo (genas b).
Jennings pazyméjo, kad paprastoji avieté yra fiziologiskai plastiSkas augalas ir

pasizymi tokiomis reprodukcinémis savybémis, kaip iStgstas zydéjimo

44



periodas, intensyvus vegetatyvinis dauginimasis, ilgas sékly dygimo laikas
(3—4 ménesiai).

Dar 1995 m. Graham ir McNicol pradéjo Rubus genties tyrimus RAPD
metodu. Buvo tirta trylikos Rubus genciu atstovy panaSumas. Gauti tyrimo
rezultatai patvirtino anksCiau nusistovéjusia Sios genties klasifikacija.
Veélesniuose darbuose Skoty mokslininkai tyrin¢jo, ar nattiraliai auganciy
avieCiy populiacijy augalai nesaveikauja su plantacijose auginamomis
kultiirinémis avietémis (Graham ir kt., 1997). Tayside regione (Skotija)
kultiirinés avietés uzima didelius plotus, o tarp auginamy avietyny pasitaiko ir
laukiniy avie€iy populiaciju. Avietés (pagrindiné¢ veisleé ’Glen Clova’)
avietynuose dauginamos vegetatyviskai, todél jos auginamos kaip
monokultiira. Se§iy pradmeny pagalba buvo iaiskinti 62 polimorfiniai $iy
avieCiy RAPD lokusai. Veisléje *Glen Clova’ buvo nustatytas 21 polimorfinis
DNR fragmentas, 1§ kuriy tik vienas buvo unikalus, o lik¢ 20 buvo aptinkami ir
aplink kultivuojamus avietynus iSsibarsCiusiose avie¢iy populiacijose.
Laukinése avietése buvo aptikti 42 Zymenys, nebidingi kultirinei avietei.
Principiniy koordina¢iy metodu (PCO) nubraizytame grafike §i veislé buvo
centre tarp keturiy tirty paprastosios avietés populiaciju. Siame darbe buvo
tiriamas ir augaly panaSumas paciose populiacijose priklausomai nuo atstumo
tarp augaly. Pastebéta, kad tose populiacijose, i§ kuriy pavyzdziai buvo
renkami mazesniais nei 2 metry atstumais, genetinis panasumas buvo 80—
100%; esant 20 m atstumui — 60—-100%, o esant 20 km — 40-70%. Autoriai
neneigia, kad panaudojus didesni pradmeny skaiCiy, biity rasti didesni
skirtumai tarp artimai auganciy augaly. Todél negalima teigti, kad Sie augalai
yra pasidauging vegetatyviniu budu. Jeigu tirtieji augalai, pasiZymejg
identiSkais DNR fragmenty spektrais, priklausyty tam paciam klonui, tai biity
galima teigti, kad paprastoji aviete gali vegetatyviSkai iSplisti iki 20 metry. Vis
délto kiti autoriai nenustaté tokio didelio avieciy klony iSplitimo. Pavyzdziui,
18tyre 24—iy vienos avieciy populiacijos augaly molekulinius RAPD fenotipus,
Svedu mokslininkai neaptiko tarp juy genetiSkai identiSky individy (Antonius,

Nybom, 1994). Jau anks¢iau buvo nustatytas <10% skirtumas tarp motininio

45



augalo ir s¢jinuky. Taigi ir Siuo atveju tirtos avietés gali biti sudygusios i$
vieno motininio augalo seékly (Graham ir kt., 1997).

Buvo tiriamas ir laukiniy avieCiy populiaciju fenotipinés ivairovés
erdvinis pasiskirstymas (Marshall ir kt.,, 2001). Noréta iSsiaiskinti, ar
suskaidytos paprastosios avietés populiacijos yra prisitaikiusios prie vietiniy
salygy. Vél buvo tiriamos laukiniy avie€iy populiacijos, iSsidésCiusios tarp
kultiriniy avieiy ploty. Gamtoje surinkti pavyzdziai buvo pasodinti
vienodomis salygomis Silthamyje ir atskirai nattraliomis salygomis, buvo
apsaugoti nailono tinklu nuo kenkéjy, auginami be papildomo apsvietimo.
Buvo tiriama aviec¢iy morfologija (stieby auksciai, Sakojimosi intensyvumas,
stieby skaicius, diametras, lapy plotas, dygliy tankis) ir fenologiniai skirtumai.
Tyrimai parodé, kad avietés, kilusios 1§ Siauriniy rajonuy ir didesniy altitudziy,
iSaugo zemesnés, tankesnés (iSaugino daug primokany — pirmameciy stiebuy),
pasiZzymejo silpnesniu Sakojimusi ir sukrové maziau ziedy, negu pieciau
auganCios avietés. Pastarosios iSaugino Zymiai maZiau stieby, bet jie buvo
aukStesni ir stambesni, o antraisiais metais ant jy sukrové daugiau Ziedy.
Palyginus augaly, auginty Siltnamyje ir natiiraliomis salygomis, fenotipiniy
pozymiy variacija, pasirod¢, kad ziedy skaiCius, augalo aukstis, Sakojimasis
buvo didesni Siltnamyje, o primokany skaiius — natiiraliomis salygomis.
Temperattros skirtumai Siltnamyje ir lauke tur¢jo itakos augaly auksciui,
Sakojimuisi, Ziedy skaiciui, taciau { tai buvo atsizvelgta vertinant rezultatus.
Buvo irodyta, kad fenotipiniai skirtumai, aptikti tarp augaly, nulemti
genetiSkai. Tai paneigia Haskell (1960) teigini, kad fenotipinius skirtumus
galima aptikti tik tuomet, kai tiriami augalai auga didelése teritorijose
(didesnése nei Didzioji Britanija), ir patvirtina Jennings (1964) prielaida, kad
morfologiniai poZymiai varijuoja ir augaluose, auganciuose nedideliais
atstumais vienas nuo kito, ir kad Sie pozymiai susij¢ su aplinkos gradientu.
Vienas Sio darbo (Marshall ir kt., 2001) tiksly buvo iSsiaiskinti, kiek ir kokie
morfologiniai poZymiai yra patikimi, sprendZiant apie ju varijavima tarp
skirtingy augavieCiy augaly. Tai, kad gamtinése populiacijose rasta bespygliu

avieCiy, néra vertintinas pozymis, nes tai gali biiti susij¢ su kultiriniy avieciy
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,pabégimu” | gamtines populiacijas. Taigi Siuo darbu atkreiptas démesys 1 tai,
kad pasirenkant fenotipini poZymi stebéjimui, reikia dar pvertinti ir jo
naudinguma augalui, augan¢iam nattralioje aplinkoje.

Graham ir kt. (2003) jvertino erdviSkai nutolusiy avieciy populiaciju
geneting {vairove. [vertinimui buvo panaudotas RAPD metodas bei RAPD-
PGR produkty frakcionavimas poliakrilamido gelyje. D¢l Sios modifikacijos
buvo pasiektas dvigubai didesnis informatyvumas, nei dirbant su agarozés
geliais. Nei ir Li metodu sudaryta genetiniy atstumy dendrograma parode, kad
avietés veislé ’Glen Moy’ sudaré atskira grupe. IS 179 Zymeny, nustatyty
populiacijose, tik 23 buvo sutinkami Sioje veisléje. Be to, ji pasizymejo ir
unikaliomis RAPD juostomis. Populiacijos, kurios augo teritorijoje tarp
kultiriniy avie€iy lauky, pasirodé genetiskai artimesnés kultirinéms avietéms
nei labiau nuo ju nutolusios populiacijos. Stebint laukiniy ir kultiiriniy avieciy
{vairius vegetacijos tarpsnius (lapu iSsiskleidima, Ziedpumpuriy formavimasi,
ziedy iSsiskleidima, vaisiy nokima), paaiske¢jo, kad kultiirinése avietése tai
tvyksta Zymiai anksciau, juy zydéjimo laikas nepersidengia su laukiniy avieciy
zydéjimu. Sio darbo rezultatai parode, kad visos tirtos aviediy populiacijos
ryskiai skyrési nuo *Glen Moy’ veislés. Gamtiniy populiacijy skirtumus léme ir
asinchroniSkas zydéjimas. Netgi arti (1 km atstumu) nuo kultivuojamy
avietyny esancios populiacijos pasizymejo savitu Zydéjimo laiku ir genetiskai
skyreési.

Yra darby, kuriuose VNTR metodu bandyta tirti paprastosios avietés
populiacijas 1§ organinémis medziagomis uZterSty dirvozemiy ir lyginti jas su
populiacijomis i§ neuzter$ty dirvozemiy (Keane ir kt., 1998). Sis augalas
pasirinktas atsiZvelgiant { jo gausu paplitima ivairiose teritorijose. Patikimuy
skirtumy tarp uzterSty ir neuZzterStuy vietoviy populiaciju heterozigotiSkumo
galbut nebuvo dél to, kad tarp populiacijy vyksta geny mainai. Taciau
populiacijose, augusiuose tarSos zonoje, aptikta unikaliy aleliy, jose nustatyta ir

mazesné geneting {vairove.
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TreCioje lenteléje apibendrintos pagrindinés publikacijos, kuriose

pateikiami paprastosios avietés tyrimy morfologiniais ir molekuliniais Zymeny

metodais rezultatai.

3 lentelé. Pagrindiniai literatiros Saltiniai apie paprastosios avietés tyrimus

morfologiniais ir molekuliniais Zymeny metodais

Autorius,
Naudoti Pagrindiniai tyrimo
publikacijos Gauti rezultatai
_ metodai uzdaviniai
metal
Jennings, Morfologi- | Ekologiskai skirtingu avie{ 1. Nustatyta stiebo auk$¢io pri-
1964 niy pozymiy tés populiaciju tyrimai klausomybé nuo augavietés tipo
tyrimas 2. Rasta didelé morfologiniy po-
Zymiy jvairové
Graham, RAPD Rubus g. atstovy genetinio 1. Parodyta, kad RAPD metodas
McNicol, panasumo tyrimas tinka genetiniam panaSumui tirti
1995
Grahamir | RAPD Avietés populiaciju genetiq 1. Rasti skirtumai tarp laukiniy ir
kt., 1997 nés diferenciacijos nustatyq kultiiriniy avieciy
mas, laukiniy ir kultliriniy 2. Nerasta koreliacijos tarp geo-
avieciy palyginimas grafiniy ir genetiniy atstumuy
Keane ir VNTR Avie¢iy populiaciju i§ uz- | 1. Rasta nezymi diferenciacija
kt., 1998 terSty ir neuZzterSty terito- | tarp uzterSty ir neuZzterSty auga-
riju struktiiros palyginimas | vieCiy avieciu
2. UzterSty teritorijy augalai pasi-
zyméjo mazesne genetine jvai-
rove
Alice, ITS seky pa- ITS seky Rubus g. augaluo- | 1. Rubus g. atstovy ITS1 ir ITS2
Campbell, | lyginimas se palyginimas sekos ir GC kiekis panasSus { kity
1999 gaubtasekliy
Marshall ir | Morfologi- | Fenotipiniy pozymiy gamti4{ Aptikta fenotipiniy poZymiy pri-
kt., 2001 niy pozymiy| nése avie¢iy populiacijosel klausomybé nuo augavietés S—P
tyrimas tyrimas kryptimi
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3 lentelés tgsinys

Autorius,
Naudoti Pagrindiniai tyrimo
publikacijos Gauti rezultatai
. metodai uzdaviniai
metal
Alice ir kt., | Ribosomy | Morfologiskai nuspéjamu R.| 1. R. caesius ir R. idaeus hibridai
2001 DNR ITS caesius ir R. idaeus hibridy| skyrési ploidiSkumu
sekoskaita | ITS seky tyrimas 2. Irodyti geny mainai tarp nuto-
lusiy rasiy
3. Nustatytas ITS seky polimor-
fizmas
Grahamir | SSR Mikrosatelitiniy Zymenu, tin4{ Atrinkta 10 mikrosatelitiniy loku-
kt., 2002 kamy Rubus g. tyrimui, paq sy, tinkamy SSR analizei
ieska
Graham ir | RAPD, mor- Avie¢iy nattraliy populia{ 1. Laukiniy avie¢iy genetiné ivai-
kt., 2003 fologiniy i1 ciju genetinés ivairovés tyri4 rové buvo zymiai didesné nei kul-
fenologiniy | mas, jos palyginimas su kul- tiriniy
pozymiy ty- tlriniy avieCiy genetine jvai{ 2. Paprastoji avieté¢ formuoja ge-
rimas rove netiSkai skirtingas populiacijas,
prisitaikiusias prie vietiniy salygu
Graham ir | AFLP, SSR, | Genolapio kuirimas, sukryz- 1. Sudarytas pirmasis paprastosios
kt., 2004 EST-SSR | minus dvi fenotipiskai skir{ avietés genolapis
tingas avieCiy veisles, fenoti4 2. Nustatyta avieCiy stiebo dyg-
piniy poZymiy ir molekuliniy liuotumo sasaja su jo spalva
Zymeny sasajy nustatymas | 3. Senesné veislé pasizyméjo di-
desniu heterozigotiSkumu
Graham ir | SSR, fenoti- | Geno H sankibos su atsparu- | 1. Papildytas paprastosios avietés
kt., 2006 piné analizé | mo kai kurioms ligoms loku-| genolapis
sy paieska 2. Nustatyta geno H sankiba su
atsparumu stieby pilkajam keke-
rui ir avietiniam dvyngrybiui
Badjakov ir | SSR, RAPD | Bulgarijos vietiniy ir kity $a-| 1. Ivertinti Bulgarijos avie¢iy ge-
kt., 2006 liy avie€iy veisliy genetinés | netiniai iStekliai

[vairoveés jvertinimas

2. Nustatyta didelé genetiné jvairo-

vé tarp tirty veisliy
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II. TYRIMU OBJEKTAS IR METODAI

1. Tyrimy objektas — paprastoji avieté

Sistematiné padétis. Paprastoji aviet¢ (Rubus idaeus L.) priklauso
magnolijiny ~ (Magnoliophyta)  skyriui,  magnolijainiy  (dviskil¢iy)
(Magnoliopsida) klasei, erSkéciaziedziy (Rosidae) poklasiui, erSkétiniy
(Rosaceae) Seimai, Rubus genciai, Idaeobatus pogentei (Murkaite, 1971).

Rubus gentis yra viena 1§ taksonomiskai sudétingesniy genciy. Vieny
autoriy nuomone, jai priklauso 500 risiy (Graham ir kt., 1997), kity — apie 750
(Alice, Campbell, 1999), o kai kurie Saltiniai nurodo 1200 rasiy (Tirmenstein,
1990). Rubus yra didel¢ ir kompleksiné¢ gentis, jungianti 12 pogenciy.
Svarbiausios ir gausiausios yra Eubatus (gervuoges) ir Idaeobatus (avietés)
pogentés. Toks taksonominis neapibréztumas yra dél to, kad Rubus genties
atstovai pasiZymi sudétinga dauginimosi biologija: Salia lytinio ir vegetatyvinio
dauginimosi stebima apomikseé, kai kuriose Rubus riiSyse placiai paplitusi
tarpriiS§iné hibridizacija ir poliploidija (Nybom, Schaal, 1990; Abbate ir kt.,
2002). Europinés Rubus genties atstovés dazniausiai triploidinés, diploidinés
tik R. arcticus, R. idaeus, R. incanescens ir R. ulmifolius rusys. Siaurés
Amerikos, Ryty Azijos ir Himalajy krasto Rubus genties atstovés daZniausiai
diploidinés (Hegi, 1975). Bazinis Rubus chromosomuy skaicius n=7.

D¢l sistematikos rusies ribose taip pat néra vieningos nuomones. [vairiis
tyr¢jai iSskiria Lin¢jaus apraSytoje Rubus idaeus riisies viduje jvairius portsius,
formas, varietetus (laBnermuna, Ynanosa, 1996). 1911 m. Focke iSskyré net 7
Rubus idaeus poriisius ir daugybe varietety. Rusy tyré¢ja Rozanova 1945 m.
Rubus idaeus i8skyré 1 tris atskiras rusis: Rubus vulgatus Arrh. — europiné
avieté, R. sachalinensis Leveilie — sibiriné arba sachalininé avieté, R. strigosum
Michx. — Seriuotoji avieté. R. sachalinensis pasirodé esanti poliploidiné.
Daugelio autoriy nuomone, Eurazijoje ir S. Amerikoje sutinkama Rubus idaeus
yra ne ta pati, tod¢l jie iSskiria R. idaeus L. ssp. vulgatus Arrh. — paprastoji
aviete Eurazijoje ir Rubus idaeus L. ssp. strigosus (Michx.) Focke. — Seriuotoji

aviet¢ S. Amerikoje (LukoSevidius ir kt., 1996). Visos §ios jvairiy autoriy
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sitllomos prielaidos Rubus idaeus skaldyti 1 atskirus porasius remiasi didele
gamtoje stebima paprastosios avietés morfologine jvairove ir placiu
geografiniu paplitimu. Taip pat pazymima, kad gamtoje neretai aptinkami
paprastosios avietés ir gervuoges hibridai ([{aBnetmmna, Ynanosa, 1996).

Daugelis Rubus rii§iy yra paplitusios Siauriniame pusrutulyje, vidutinio
ir Saltojo klimato zonose, kelios aptinkamos Pietinio pusrutulio tropiniuose
rajonuose.

Morfologija. Paprastoji aviet¢ (2 pav.) — daugiametis kriimas, turintis
daugiameciy zoliniy augaly pozymiy. Avietei budingi dvieju tipu stiebai.
Pirmameciai stiebai vadinami primokanais, antrameciai — florikanais. Dera
antrameciai stiebai, kuriems nudziiivus, i§ daugiameciy Sakniastiebiy iSauga
pirmameciai stiebai. Paprastosios avietés Zziedai formuojasi ant florikany.
Paprastai avietés primokany uzaugina dukart daugiau negu florikany. Kartais ir
primokanai zydi tais paGiais metais ir iSaugina vaisius. Siuo poZzymiu
naudojamasi iSvedant remontantines avieCiy veisles. Paprastosios avietés
ziedpumpuriai formuojasi tuo metu, kai stiebai pereina | ramybés biisena.
Bambliai iSaugina pirminius, antrinius ir tretinius Ziedpumpurius. Antriniai ir
tretiniai Ziedpumpuriai i$sivysto, jeigu pirminiai pazeidziami arba dél kokiy
nors priezasCiy zuva. Florikanai paprastai neauga arba auga gana nezymiai.
Primokanai ir florikanai konkuruoja dél resursy, todé¢l, kai dél kokiy nors
priezaséiy nunyksta florikanai, primokany iSauga daugiau. Sviesa ir
dirvozemio savybés turi itakos paprastosios avietés stiebo augimui
(Tirmenstein, 1990).

Paprastosios avietés Sakny sistema daugiameté, pavir§ine. Pagrindiné
Saknis daZnai apmirSta ir greitai pakeiiama pridétinémis Saknimis, kurios
suformuoja galinga Sakny sistema. Pagrindinés Saknys gali nutolti nuo
motininio kriimo 2-3 metry atstumu, nors pagrindin¢ Saknuy dalis nenutolsta
toliau 50 cm. Paprastosios avietés Saknims biidingas didelis pridétiniy pumpury
ir etioliuoty stieby skaicius, 1§ kuriy iSauga Sakninés atzalos. Pridétiniai
pumpurai paprastai susiformuoja humusinguose dirvozemio sluoksniuose

(IaBnermmua, Ynanosa, 1996).
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2 pav. Paprastoji avieté¢ (Rubus idaeus L.). A — bendras augalo vaizdas; B —

Sakelés bendras vaizdas (pagal caliban.mpiz—koeln.mpg.de/~stueber/koehler/)

Stiebai statis, kiek palinkusiomis vir§iinémis, uzauga iki 1,5-2,5 m
aukscio, zalsvi, zalsvai rusvi, rudi, su melsvu apnasSu arba be jo, pliki ar apauge
trumpais plaukeliais bei Sereliais ir rusvai rudais silpnais dygliais. Pasitaiko
formy ir nedygliuotais stiebais.

Florikany lapai sudétiniai — trilapiai, primokany lapai daznai skiriasi:
zemutiniai — plunksniski, sudaryti i§ 5-7 lapeliy, virSiininiai — trilapiai.
Lapeliai rombiski, kiau$iniski, nusmailéje, virSutingje puséje apauge retais
plaukeliais arba pliki, apatiné pusé — veltiniSka. VirStninis lapelis
stambiausias, kartais skiautétas, kotuotas, Soniniai mazesni, stambiai ar kiek
smulkiau dvigubai dantyti. Lapkotis truputi dygliuotas arba plikas; prielapiai
sitiliski, priauge prie lapkocio.

Ziedai — balti, taisyklingi, dvily¢iai, penkianariai, vainiklapiai trumpesni
uz taurélapius, siauri, tokio pat ilgio kaip kuokeliai, susitelke trumpose
virSlininése arba pazastinése plaukuotose ir Siek tiek dygliuotose

negausiaziedése kekeése.
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Vaisiai pusrutuliski ar kugiski, raudoni (avietiniai), padengti trumpais
plaukeliais, saldiis, kvapniis, prinoke lengvai atsiskiria nuo kiigiSko Ziedsosc¢io
(Murkaite, 1971). Pasitaiko augaly, kuriy vaisiai geltonos spalvos, tai —
recesyviné mutacija (LukoSevicius ir kt., 1996).

Kaulavaisiy skaicius vaisiuje priklauso nuo mikroklimato, apdulkinimo
efektyvumo. AvieCiy séklos sunkiai dygsta. Tai priklauso nuo nepralaidaus
s¢klos apvalkalo, jame esan¢iy cheminiy inhibitoriy ir ramybés biisenoje
esan¢io embriono. Sékly ramybé nutriiksta dél tam tikry veiksniy derinimosi:
uzsalimo — atSilimo ciklo trukmés, paros ir metinés temperatiiros kitimo, séklos
apvalkalélio drékinimo—iSdzitivimo, peréjimo per gyviiny virSkinimo trakta,
gryby ir vabzdziy aktyvumo ant séklos apvalkalélio. Gamtinése populiacijose
dauguma sékly sudygsta per pirmus 2—3 metus, nors pasitaiko nemazai tokiy,
kurios ramybés biisenoje dirvoje praleidzia ir deSimti mety (Tirmenstein,
1990).

Paprastoji avieté Zydi geguzés — birzelio mén. Ziedai iSskiria daug
nektaro. Pagrindiniai apdulkintojai — jvairlis vabzdZiai, daZniausiai — bités.
Vaisiai prinoksta liepos — rugpjicio mén., séklas platina ivairts pauksciai ir
zinduoliai. Auga misSkuose, skynimuose, pamiSkése, kirtimuose, ypa¢ mégsta
azoto junginiais turtingus dirvozemius. Nereikli dirvozemio mechaninei
sudéciai — auga ir priemolyje, ir priesmélyje, pajauréjusiuose veléniniuose
dirvozemiuose (Navasaitis ir kt., 2003). Plinta Sakny atzalomis, sudarydama
tankius sazalynus (Murkaite, 1971).

Paplitimas Lietuvoje. Paprastoji aviet¢ dazna visoje Lietuvos
teritorijoje.

Bendras paplitimas. Paprastosios avietés arealas apima FEuropa
(tolstant 1 pietus sutinkama kalnuose), Azijos vidutinio klimato juosta (3 pav.).

Siaurés Amerikoje retas, turbiit atneitinis augalas.
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3 pav. Paprastosios avietés paplitimas (pagal Meusel ir kt., 1965)

Praktiné reikSmé:

e Maistinis augalas. Avietés ir gervuogés yra svarbiausios uoginés
kultiros Siauringje vidutinio klimato zonoje Europoje ir Siaurés Amerikoje.
Vaisiai turi 80,0-86,9% vandens, 8-12% sausy tirpiyju medziagy, 2,6-7,1%
angliavandeniuy (0,2-2,2% sacharozés, 1,8-5,0% monosacharidy), pektiny,
15,7-30,2% askorbo riigsties, 1,0-2,2% kitu riigsciu (elaginés, benzoinés,
obuoliy, citriny, salicilo, cinamono), antociany, vitaminy B, PP. Sviezi, $aldyti
ir perdirbti vaisiai naudojami maistui, tinkami alaus ir vyno gamybai.

e Medingas augalas. AvieCiy ziedai iSskiria daug nektaro, kuris
pritraukia jvairius vabzdzius. IS 1 ha avietyno bités pagamina 59-116 kg
medaus (LukoSevicius ir kt., 1996).

e Vaistinis augalas. Paprastoji aviet¢ — nuo senuy laiky Zinomas ir
renkamas vaistinis augalas. AvieCiy lapy arbata lietuviy liaudies medicinoje
placiai vartojama kaip prakaitavima skatinanti priemoné (Murkaite, 1971).
Kitose Salyse augalas placiai vartojamas ginekologijoje ir akusSerijoje:
menstruacijy ciklui reguliuoti, nés¢iosioms nuo rytinio pykinimo, taip pat —

virskinimo trakto, kvépavimo ligu gydymui. Avie€iy lapai pasiZzymi
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sutraukiamuoju poveikiu, todél vartojami burnos ertmés skalavimui nuo
uzdegimy, danteny kraujavimo. Tiriamos avie€iy vaisiy antibakterinés ir
prieSvirusings savybeés. AvieCiy vaisiai pasizymi prie§vézinémis savybémis,
nes jose gausu elaginés rigities. SvieZi vaisiai vertinami, nes juose yra
natiiraliy antioksidanty: antocianiny, katechiny, flavonoliy, flavony, askorbo
rugSties. Antioksidanty kiekiu paprastoji aviet¢ prilyginama Silauogei.
Manoma, kad avie€iy vaisiy vartojimas turéty didéti, nes patvirtintos ju
dietinés savybés. Kosmetikoje vertinamas avieciy aliejus, kuris turi daug
vitamino E, omega—3 riebiyjy ragsciy ir pasizymi apsauginémis nuo saulés
savybémis (Beattie ir kt., 2005).

¢ Ekologiskai svarbus augalas. Paprastoji avieté, kaip ir daugelis kity
Rubus genties atstovy, pasizymi viena lanksciausiy dauginimosi, kolonizavimo
ir rusies iSlaikymo strategiju tarp sumedéjusiy augaly. I$ vienos pusés, tai gali
biti nepageidaujamas augalas misSko Zeldynuose, nes stelbia medZziy sodinukus
(Navasaitis ir kt., 2003), 1§ kitos — puikiai tinka eroduotiems plotams

apzeldinti, yra puiki priedanga ir maisto Saltinis jvairiems misko gyviinams.

Siame darbe buvo tiriama paprastosios avietés genetiné kolekcija ir

gamtinés populiacijos.

1.1. Paprastosios avietés genetiné kolekcija

Vilniaus universiteto Botanikos sode, Augaly genetikos skyriuje
sukaupta ir saugoma unikali Lietuvoje vegetatyvinés kilmés paprastosios
avietés genetiné kolekcija. Joje auginamos laukinés avietés (S§iuo metu apie 116
kolekciniy pavyzdziu) i§ visy Lietuvos rajony, taip pat yra keletas egzemplioriy
i§ kaimyniniy $aliy: Baltarusijos, Latvijos bei Estijos. Si kolekcija buvo pradéta
formuoti 2001 metais (Bal¢itiniené ir kt., 2005) ir iki Siol kasmet yra papildoma

ldomesniais augalais.
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1.1.1. Kolekcijos surinkimas

Pagrindinis kriterijus, pagal kuri buvo atrenkami augalai { geneting
kolekcija — paprastosios avietés morfologiné vairové (Labokas, 1998). Vasaros
ekspedicijy metu buvo atrenkami augalai, kurie skyrési savo fenotipu: stieby
auksciu, lapy ir stieby spalva, lapy forma ir dydziu, lapy pakras¢iy dantytumu;
skirtingu zydéjimo laiku, augo skirtingose augavietése. Taip pat buvo
kreipiamas démesys 1 tai, kad kolekcijos pavyzdziy radavietés kuo tolygiau
padengty Lietuvos teritorija. Kai kurios avietés buvo iSkasamos kartu su
augavietés dirvoZemiu, kuris po to buvo analizuojamas (nustatomas dirvoZemio
rugstumas (pH), humuso, azoto, P,Os ir K,O kiekis) Botanikos instituto
Chemingés analizés laboratorijoje (1 lentelé Priede). Gauti duomenys panaudoti
analizuojant aplinkos veiksniy poveiki RAPD ir SOD polimorfizmui (Zr.
skyriaus Rezultatai 1.2.1 ir 1.5 skyrelius).

Siekiant iSsaugoti iSkasto augalo genetinj identiSkuma, buvo atskiriamos
poZeminémis stiebo dalimis susijungusios Sakninés atZalos. Jos buvo perkeltos {
VU Botanikos sodo eksperimentini lauka ir pasodintos trimis pakartojimais.
Tarp tos pacios avietés trijuy skirtingy augaly buvo paliekama po 1 metra, o tarp
avie¢iy 1§ skirtingy radavieCiy — po 2 metrus. Kiekvienam kolekcijos
pavyzdzZiui suteiktas numeris. DNR polimorfizmo tyrimams buvo atrinkti 49
paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziai. Avietés buvo atrenkamos pagal
vizualiai matomus morfologinius skirtumus. Buvo kreipiamas démesys 1| tai,

kad jos bty ir 1§ geografisSkai skirtingy Lietuvos tasku (4 pav., 4 lentel¢).
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4 lentelé. Tirtos genetinés medziagos pradinés radavietés ir augavieciy tipai

Kolekcijos Geografinés | Aukstis
pavyzdzio Radavieté koordinatés | virs jiiros Augavietés tipas
numeris Rilg. Spl. | lygio,m
JLO1* | Lazdijy raj., Dusia 23°40° | 54°17¢ 110 EZero pakranté
JLO2* | Alytaus raj., Pocelonys 24°13° | 54°21°¢ 146 Eglyno kirtimas
JLO3* | Varénos raj., Valkininkai 24°45° | 54°20¢ 146 Brandus pusynas
JLO4* | Akmenés raj., Venta 22°51° | 56°06° 94 Alksnynas
JLO5* | Kédainiy raj., Krakes 23°47¢ | 55°24¢ 78 Azuolynas
JLO6* | Traky raj., Spindzius 24°42°¢ | 54°33¢ 174 Misrus miskas, paezere
JLO7 Vilniaus raj., Kairénai 25°24° | 54°43¢ 156 Kriimynai
JLO8* | Ukmergés raj., Uzulienis 24°32°¢ | 55°24¢ 84 Misraus misko kirtimas
JLO9* | Panevézio raj., Ustrone 24°05¢ | 55°37¢ 55 Upés Slaitas
JL10* | Prieny raj., Vézionys 24°09¢ | 54°32¢ 105 Misraus misko kirtimas
JL11* | Vilniaus raj., Verkiai 25°18° | 54°45°¢ 119 MiSraus misko kirtimas
JL12*  [KaiSiadoriy raj., Ziezmariai 24°28¢ | 54°48° 138 Lapuociy misko kirtimas
JL13 Vilniaus raj., Pavilniai 25°21°¢ | 54°41¢ 178 Upés $laitas
JL14%* Sal¢ininky raj., Baltoji Voké | 25°08°¢ | 54°28° 129 Durpynas
JL15* | Vilniaus raj., Bezdonys 25°27°¢ | 54°47¢ 156 PuSynas
JL16* | Vilniaus raj., Melkys 25°12¢ | 54°51°¢ 166 EZero pakranté
JL17 Klaipédos raj., Nida 20°58° | 55°17¢ 3 Pajiirio smélynai
JL18* [Klaipédos raj., Juodkranté 21°07¢ | 55°35°¢ 8 Smeéléta pakrante
JL19 Jurbarko raj., Lenk¢iai 22°44° | 55°18°¢ 49 Paupio krimynai
JL20 Kauno raj., Girionys 24°02¢ | 54°51°¢ 79 Mariy pakranté
JL22* | Vilniaus raj., Turgeliai 23°32¢ | 54°28°¢ 201 Spygliuociy kirtimas
JL23  |Vilniaus raj., Mazoji Kuosiné | 25°41¢ | 54°34¢ 262 Misrus miskas
JL25 Vilniaus raj., Mickiinai 25°27¢ | 54°43¢ 170 PusSyno pakrastys
JL32 Tauragés raj., Liaudginai 22°33¢ | 55°19°¢ 58 Upés krantas
JL33 Klaipédos raj., Girininkai 21°31°¢ | 55°39¢ 58 Misrus miskas
JL34 Marijampolés raj., Bukta 23°25¢ | 54°26¢ 99 Misrus miskas
JL35 Moléty raj., Mindiinai 25°35¢ | 55°12°¢ 149 EZero sala
JL36* | Raseiniy raj., Steponkaimis | 23°24° | 55°25°¢ 109 MiSraus misko kirtimas
JL37 Kauno raj., Babtai 23°47¢ | 55°02¢ 46 Lapuociy miskas
JL39 Siauliy raj., Kur$énai 23°03¢ | 55°59¢ 105 Pamiské
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4 lentelés tesinys

Kolekcijos Geografinés | Aukstis
pavyzdzio Radavieté koordinatés | virs jiiros Augavietés tipas
numeris Rilg. | Spl | lygio,m
JL40 Radviliskio raj., Arimaiciai | 23°40° | 55°46° 110 EZero pakranté
JLA41 Pakruojo raj., Vaitkiinai 23°57¢ | 55°51°¢ 65 Upés pakranté
JL42 Panevézio raj., Alantés 24°34° | 55°31°¢ 82 Brandus pusynas
JLA43 Sakiy raj., Baltrusiai 23°12¢ | 54°44¢ 41 Ukinés paskirties Zemé
JL44 Vilkaviskio raj., Gurbsilis 23°12¢ | 54°37¢ 64 Misrus miskas
JL45* | Lazdijy raj., Trakas 23°46° | 54°13¢ 155 Lapuociy miskas
JL47 Svenéioniy raj., Mociske 26°40¢ | 55°12¢ 137 Pakelés kriimynai
JL52* | Vilniaus raj., Gailitinai 25°29¢ | 54°43¢ 175 Pusyno kirtimas
JL54 Jonavos raj., Upininkai 24°33¢ | 55°03¢ 81 Jaunas eglynas
JL56 Sirvinty raj., Pakalnigké 24°50¢ | 54°54¢ 93 PuSynas
JL61 Varénos raj., Darguziai 24°51°¢ | 54°24¢ 120 Ganyklos pakrastys
JL64 Kelmés raj., Raudgiris 22°38¢ | 55°32°¢ 148 Misrus miskas
JL65 Silalés raj., Pagramantis 22°13¢ | 55°24¢ 98 Misrus miskas
JL72 Birzy raj., Latveliai 24°49¢ | 56°20¢ 50 Lapuociy miskas
JL76 AnykscCiy raj., Pelysa 25°05°¢ | 55°39¢ 99 Upés pakranté
LBO1 Prieny raj., Mauruciai 23°45° | 54°46° 89 Misrus miskas
LB02 | Kupiskio raj., Sepeta 25°02¢ | 55°48° 116 Misraus misko kirtimas
1701 Zarasy raj., Salakas 26°07¢ | 55°36° 167 Pusyno kirtimas
SS01* | Zarasy raj., Puscia 26°06° | 55°41¢ 152 Durpynas

*pazyméti pavyzdziai, kurie buvo jtraukti { pradini RAPD bei SOD polimorfizmo tyrima
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4 pav. 49-iy paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy, naudoty
morfologiniuose ir molekuliniuose tyrimuose, radavietés. Konkreciu kolekcijos

pavyzdziy radavie€iy apytikslé lokalizacija pazyméta *

1.2. MedZiaga paprastosios avietés populiacijy tyrimams

Paprastosios avietés gamtinei genetinei jvairovei tirti pasirinktos
populiacijos i$ ivairiy Lietuvos viety (5 pav., 5 lentel¢). Kai kurias populiacijas
pasirinkome dél specifiniy ekologiniy salygy, skirtingy augavie€iy tipuy.
Paprastoji aviet¢ auga gana (vairiose augavietése — puSynuose, miSriuose
miskuose, krumynuose, uzzelianCiuose durpynuose, pajiirio kopose,
kirtimuose, pakelése.

DNR tyrimams augalai buvo renkami 2003-2006 metais, birzelio—
rugpjii¢io meénesiais. Populiacijose augalai buvo renkami ne mazesniu kaip 50
metry atstumu vienas nuo kito. Miisy darbe tirtos populiacijos pavadintos ju

radavieciy vardais. IS viso iStirta 315 augaly i§ 19—os Lietuvos populiaciju.
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5 pav. Tirtos paprastosios avietés populiacijos Lietuvoje. Konkre¢iy

populiaciju lokalizacija paZyméta m, numeriai paaiskinti penktoje lenteléje
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5 lentelé. Tirty paprastosios avietés populiacijy charakteristika

Eil. Radavieté zég:lsq Rajonas Geogr~a e kOOfdiVIlatéS Yidutinis aukStis Trumpas augavietés apraSymas
nr. skaidius Rilg. S pl. virs juros lygio, m p & prasy

1. | Juodkranté 20 | Klaipédos raj. | 21°06'42" 55°33'04" 28 Pajiirio spygliuo¢iy miskas

2. | Séta 20 | Kédainiy raj. | 24°15'10" 55°1521" 74 Misrus miskas, izoliuota populiacija
3. | Vilkiautinis 20 Varénos raj. 24°01'40" 54°06'13" 133 Misrus miskas

4. | Vilnius 19 Vilniaus raj. 25°14'47" 54°40'48" 116 Misrus miesto tipo parkas (Vingio p.)
5. | Igiai 10 Zarasy raj. 26°06'48" 55°48'12" 165 Misrus miskas

6. | Salos 10 Ignalinos raj. 26°00'14" 55°21729" 190 Misrus miskas

7. | Prienai 19 Prieny raj. 23°55'40" 54°36'41" 130 Spygliuociy miskas

8. | Linkuva 18 Pakruojo raj. 23°56'01" 56°05'50" 54 Misrus miskas, dalis durpyno

9. | Dieveniskés 20 Salgininky raj.| 25°33'43" 54°11'45" 192 Drégnas misrus miskas

10. | Kurtuvénai 19 Siauliy raj. 22°59'06" 55°47'30" 143 Misrus miskas, didelé reg. parko dalis
11. | Baltoji Voké 19 Salgininky raj.| 25°11'13" 54°31'31" 124 B. Vokés durpynas

12. | Melekonys 20 Sal¢ininky raj.| 25°11'19" 54°31'43" 142 Misrus miskas

13. | Svarcgiris 17 Sakiy raj. 22°44'40" 55°03'07" 42 Misrus miskas
14. | Zokniai 22 Siauliy raj. 23°23'43" 55°53'57" 130 Karinio poligono teritorija

15. | Margiai 10 Vilniaus raj. 25°43'46" 54°37'36" 165 Uzauganti Margiy durpyno dalis

16. | Siulgos 10 | Vilniaus raj. 25°43'45" 54°37'45" 174 Misrus miskas

17. | Nemirseta 9 Palangos m. 21°03'40" 55°52'06" 8 Pajiirio kopy kriimynai
18. | Anaiciai 10 Palangos m. 21°04'35" 55°51'47" 9 Karinio poligono teritorija

19. | Rokai 23 Ukmergés raj. | 24°33'01" 55°13'13" 88 Pieva, uzauganti kriimynais
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2. Tyrimy metodai

2.1. Morfologijos tyrimas paprastosios avietés genetinés kolekcijos
pavyzdziuose

Paprastosios avietés kolekcija sudaro morfologiSkai besiskiriantys
augalai (Labokas, 1998, Bal¢itnien¢ ir kt., 2005). Jie buvo surinkti i§ skirtingy
augavieCiy 1r pasodinti vienodomis salygomis VU Botanikos sodo
eksperimentiniame lauke. Remiantis Rubus L. genties, Eubatus Focke
pogenCiui  sudarytu  morfologiniy pozymiy ir biologiniy savybiy
klasifikatoriumi, steb¢jimui buvo pasirinkti keli pagrindiniai morfologiniai
pozymiai bei fenologinés fazés (I'pronep, 1993; [laBnermmna, Ynanosa, 1996).

2003-2007 metais paprastosios avietés kolekcijoje buvo atlieckami Sie
morfologiniai ir fenologiniai tyrimai:

1) morfometriniai matavimai (6, 7 lentelés);

2) kokybiniy pozymiy ivertinimas (4 lentelé Priede);

3) fenologiniy faziy stebéjimas (7 lentele).

Lapo parametrai (ilgis, plotis, vir§tininio lapelio ilgis ir plotis, lapkoc¢io
ir rachio ilgis) buvo matuojami penkis metus (2003—2007 m.), matavimui buvo
skinamas antras arba trefias nuo stiebo virSaus pilnai iSsiskleidgs lapas,
kiekvieno kolekcijos pavyzdzio buvo matuojama po penkis lapus. Lapai
matuoti SvieZi, nedZiovinti. Florikano aukstis ir skersmuo buvo matuojami tris
metus (2005-2007 m.) anksti pavasari, kai skleidziasi lapai, arba rudeni, po
vegetacija baigusiy stieby paSalinimo. Kiekvieno kolekcijos pavyzdzio buvo
matuojama po penkis geriausiai iSsivys€iusius florikanus. Florikano aukstis
matuotas nuo zemés pavirSiaus iki vir§iinés, skersmuo matuotas 30 cm aukstyje
nuo dirvos pavirsiaus. Ziedo skersmuo matuotas dvejus metus (2005 ir 2007
m.), kiekvieno kolekcijos pavyzdzio matuota po penkis Ziedus. Vaisiai buvo
matuoti dvejus metus (2005 ir 2007 m.). Tyrimams rinkti tik sveiki, ligy ir
kenké&ju nepazeisti vaisiai. Surinkti lauko kolekcijoje, jie buvo kuo grei¢iau
pasveriami, tada iSmatuojamas ju ilgis ir pagrindo skersmuo, suskai¢iuojami

kaulavaisiai.
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6 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijoje tirti morfologiniai poZymiai

Pozymis Pozymio aprasymas
Lapo ilgis Ilgis nuo prisisegimo prie stiebo vietos iki virStininio lapelio galo
Lapo plotis Matuojamas nuo sudétinio lapo vieno $oninio lapelio vir§iinés iki

Virsiininio lapelio ilgis
Virsiininio lapelio plotis

Lapkocio ilgis

Rachio ilgis

Kaulavaisiy skaicius
vaisiuje

Vaisiaus svoris
Vaisiaus ilgis
Vaisiaus skersmuo
Florikano aukstis
Florikano skersmuo

Ziedo dydis

kito Soninio lapelio virsiinés

Ilgis nuo virsiininio lapelio pagrindo iki jo vir§tinés

Matuojamas placiausioje virSiininio lapelio vietoje

Ilgis nuo prisisegimo prie stiebo vietos iki pirmos Soniniy lapeliy|
poros

Ilgis nuo Soniniy lapeliy prisisegimo pradzios iki virSiininiol
lapelio pagrindo

SkaiCiuojami pavieniai kaulavaisiai sutelktiniame vaisiuje

Atskirai po viena sveriami $vieziai surinkti vaisiai

Ilgis nuo sutelktinio vaisiaus pagrindo iki virstinés
Matuojamas sutelktinio vaisiaus pagrindo skersmuo
Antramecio stiebo aukstis nuo pagrindo iki vir§tnés
Antramecio stiebo skersmuo 30 cm aukstyje nuo Zemés

Matuojamas ziedo skersmuo

Ivairiy  kokybiniy pozymiy (spalvos,

blizgesio, plaukuotumo,

dygliuotumo intensyvumo) stebéjimai ir matavimai paprastosios avietés

kolekcijoje buvo atliekami lauko salygomis.

Morfologiniy poZymiy matavimai ir fenologiniy faziy stebéjimai buvo

atliekami jvairiose augaly vystymosi stadijose (7 lentelé).
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7 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy morfologiniy pozymiy ir

fenologiniy faziy stebéjimas jvairiais laikotarpiais

Augalo vystymosi Laikotarpis
Morfologija Fenologiné fazé
stadija (mén.)
Lapy sprogimas vV-v Stieby apsalimas
Lapuy skleidimasis A% Florikany aukstis, skaicius, Lapy skleidimosi
stieby spalva, augimo pobitdis | pradzia
Pilnas lapy V-VI Lapy morfologiniai matavimai,
i8siskleidimas primokany skai¢ius
Zydéjimas V-VI Ziedy morfologiniai Zydéjimo pradzia,
matavimai, stieby spalva trukmé, intensyvumas
Vaisiy nokimas VI-VII Vaisiy morfologiniai Vaisiy gausumas,
matavimai deréjimo trukmé
Pakartotinis zZydéjimas | IX-X Fiksuojamas jvykis
ir vaisiy deréjimas
Per¢jimas i ramybés | X—XI Florikany aukstis*, skersmuo
perioda

2.2. DNR polimorfizmo tyrimas RAPD metodu

DNR iSskyrimas. Augaly DNR buvo iSskiriama i$ Svieziy lapy. Augalai
renkami pirmaja dienos pusg, kad neprarasty drégmeés. Lauke nuskinti lapai
buvo laikomi ne aukstesnéje kaip +4°C temperatiiroje.

DNR skyrimui buvo imamas tre€ias nuo stiebo virSaus sveikas (be
matomuy mechaniniy pazeidimy, nedeformuotas vabzdziy ar grybuy) pilnai
i$siskleidgs lapas. Prie§ DNR skyrima lapai nuplaunami distiliuotu vandeniu ir
95% etanoliu, nusausinami. DNR buvo skiriama naudojant genominés DNR
skyrimo rinkini #K0512 (Fermentas).

Darbo eiga:

1. Paruosiamas 200 pl TE buferio ir 400 pl lizés tirpalo miSinys;
2. Mazdaug 100 mg Svaraus lapo audinio homogenizuojama skystu azotu,

susidar¢ milteliai nedelsiant supilami i 1,5 ml mégintuvélius su TE buferio ir
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lizés tirpalo miSiniu. Meginys iSmaiSomas ir inkubuojamas +65°C
temperatiiroje termostate (Thermomixer comfort, Eppendorf);

3. Po 7-9 min i atvésusius megintuvélius ipilama 600 pl chloroformo, méginys
sumaiSomas ir centrifuguojamas 4 min 11000 aps./min centrifuga Eppendorf
5415R. VirsSutiné méginio fazé perkeliama i nauja mégintuvelj;

4. Supernatantas sumaiSomas su nusodinimo tirpalu (720 pl sterilaus
dejonizuoto vandens (MiliQ) ir 80 ul nusodinimo tirpalo i§ DNR skyrimo
rinkinio) centrifuguojamas 3 min 11000 aps./min greiciu;

5. Supernatantas pasalinamas, o nuosédos tirpinamos maisant su 100 ul NaCl
tirpalo i§ DNR skyrimo rinkinio;

6. I iStirpusias nuosédas ipilama po 300 ul 95 % atSaldyto etanolio. ISmaisyti
meéginiai 20 min laikomi —20°C temperatiiroje; po to centrifuguojami 5 min
11000 aps./min greiciu esant +4°C;

7. Supernatantas pasalinamas, nuosédos uZpilamos 200 pl 70% Salto etanolio ir
centrifuguojama 4 min 11000 aps./min greiciu;

8. PaSalinamas etanolis ir nuosédos paliekamos dziiiti 10—15 min steriliame
bokse kambario temperatiiroje;

9. Nuosédos (DNR su RNR priemaiSomis) tirpinamos 300 pl sterilaus
dejonizuoto vandens +4° temperatiiroje per naktj;

10. I méginius ipilama po 3 pl ribonuklezés A (10 mg/ml) ir inkubuojama
termostate 30 min esant +37°C temperatiirai;

11. Po inkubacijos 1 kiekviena mégintuvélj jpilama po 300 ml chloroformo,
iSmaiSoma ir centrifuguojama 2 min 10000 aps./min greiciu;

12. VirSutin¢ vandeniné faz¢ atsargiai nusiurbiama i 1,5 ml meégintuvéli, 1 kuri
ipilama po 0,1 tirio natrio acetato (3M) ir 2,5 tirio 95 % S$alto (—20°C) etilo
alkoholio. Méginiai sumaiSomi ir latkomi 30 min —20°C temperatiiroje, kad
iSkristy DNR;

13. AtSaldyti méginiai centrifuguojami 5 min 10000 aps./min greiciu +4°C
temperatiiroje, atsargiai nupilamas supernatantas, DNR praplaunama 200 pl
70% etanolio ir centrifuguojama 5 min 10000 aps./min greiciu;

14. Pasalinami etanolio likuciai ir DNR iSdziovinama steriliame bokse;
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17. 1 kiekviena meégintuveli su i8dziovinta DNR pilama po 100 pl sterilaus
dejonizuoto vandens (18,3 MQ), DNR istirpinama, atsargiai ja pamaisant.

DNR koncentracija ir Svarumas buvo nustatoma biofotometru
(BioPhotometer, Eppendorf, Vokietija). Tolimesnei pavyzdZiy analizei bei
elektroforezei agarozés gelyje tinkamos DNR, kuriy optiniy tankiy santykis,
esant 260 nm ir 280 nm ilgio bangoms, yra ~1,8. ISmatavus DNR
koncentracijas, jos buvo praskiestos iki 50 ng/ul. Tolesniam saugojimui
originali DNR laikoma S$aldiklyje (—20°C temperatiiroje), o praskiesta iki
darbinés koncentracijos DNR buvo naudojama polimerazinei grandininei
reakcijai vykdyti.

RAPD salygos. RAPD miSinys ir reakcijos salygos pateikta 8 ir 9
lentelése. DNR amplifikacija buvo atlieckama termocikleriuose Tpersonal

(Biometra) ir Mastercycler personal (Eppendorf).

8 lentelé. PGR reakcijos miSinio komponentai vienam DNR pavyzdziui

PGR reakcijos miSinio komponentai ul
Dejonizuotas vanduo 13,8
10x PGR buferis (100 mM Tris—HCI, pH 8,8; 25°C, 500 mM 25
KCl, 0,8% Nonidet P40) (Fermentas)
dNTP misinys (2 mM kiekvieno dNTP) (Fermentas) 2,5
MgCl, (Fermentas) 3,0
Oligonukleotidinis pradmuo (1 O.V.) 1
Tagq polimerazé (Su/ul) (Fermentas) 0,2
DNR (50 ng/ul) 2
Visas reakcijos misinio tiiris 25

I kiekviena meéginj ipilama po 5 pl (6x) DNR uZneSimo buferio (40%
sacharozés, 2mM EDTA, 0,2% bromfenolio melio). Pavyzdziai laikomi

Saldytuve +4°C temperatiiroje.
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9 lentelé. DNR pagausinimo rezimas

Etapas Temperatiira Laikas
Pradiné DNR denatiiracija 94°C 4 min.
DNR denatiiracija 94°C 1 min.
Pradmeny prisijungimas 35°C 1 min. 44 ciklai
DNR sintezé 72°C 2 min.
Galutiné sintezé 72°C 5 min.

PGR produkty elektroforezé. Pagausinti DNR fragmentai buvo
frakcionuojami 1,5% agarozes gelyje 1xTBE (89 mM Tris, 89 mM boro
rugsties, 2 mM EDTA) buferyje. [ gelio formavimo rémel; su istatytomis
Sukomis ipilama 200 ml i§ anksto paruosto ir atSaldyto iki 50-60°C agarozes
tirpalo, 1 kury 1lasinta 20 pl etidzio bromido (5 mg/ml). Po gelio susiformavimo
1 Sulinélius sulasinami PGR produktai, gelis atsargiai panardinamas {
elektroforezés buferi. [ krastinius Sulinélius ilaSinama po 2,5 pl DNR
fragmenty dydzio standarto GeneRuler™ 1kb DNA Ladder arba GeneRuler™
100bp DNA Ladder Plus (Fermentas). Elektroforezé vykdoma esant 4 V/cm
rezimui (120 V jtampa, atstumas tarp elektrody — 30 cm), kol bromfenolio dazo
linija pasiekia gelio kraSta. Elektroforezés rezultatai buvo fotografuojami ir
analizuojami naudojant geliy dokumentavimo sistema BioDocAnalyse
(Biometra).

Duomeny analizé. Po PGR produkty elektroforezés geliai buvo
fotografuojami UV Sviesoje. DNR fragmenty dydziai buvo vertinami
,,BioDocAnalyse* (Biometra) programa, naudojant GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder arba GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus kaip DNR fragmenty
dydzio standarta.

Kiekvieno pavyzdzio DNR RAPD analiz¢ buvo atlieckama 2-3 kartus.
Palyging pakartotiniuose eksperimentuose gautus RAPD fenotipus, tolesnei
analizei atrinkome tik aiSkias, lengvai atskiriamas ir patikimai atsikartojancias
RAPD juostas. Vienodo dydZzio DNR fragmentai buvo laikomi identiSkais
(Williams, 1990). Buvo nustatytas kiekvieno individo RAPD fenotipas. Tam
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tikro dydzio DNR fragmento buvimas individo RAPD produkty
elektroforegramos spektre zymimas ,,1%“, o jo nebuvimas - 0%
Neatsikartojantys, neaiskiis ar blogai gelyje elektroforezés metu atsiskyr¢ DNR
fragmentai nebuvo vertinami. Visy individy RAPD fenotipu duomenys buvo
suvedami | dvireikSmiy pozymiy lentele. Duomenuy analiz¢ atlikome
vertindami visy tirty avietés kolekcijos pavyzdziy méginiuose atsikartojancius
DNR fragmentus su pasirinktais oligonukleotidiniais pradmenimis. Kadangi
kiekviena RAPD lokusa sudaro du aleliai, tai polimorfiniais buvo laikomi tie
lokusai, kuriy labiausiai paplitusio alelio daznis visose tirtose populiacijose
buvo mazesnis arba lygus 0,95. Genetinés kolekcijos ir gamtiniy populiacijy
tyrimuose buvo analizuojami tik polimorfiniai lokusai.

Genetinis atstumas tarp individy (GDyy) buvo apskaiCiuojamas pagal

Nei ir Li (1979) formule:

1-2N
GD,, = o
YN _+ N,

Ny, — x ir y augalams bendry DNR juosty skaicius, Ny — DNR juosty skaicius,
bidingas augalui x, Ny, — DNR juosty skaiCius, biidingas augalui y.

Atliekant 49—iy kolekcijos pavyzdziy RAPD analiz¢ genetiniai atstumai
buvo apskaiciuoti dar dviem budais (Sokal, Michener, 1958; Link ir kt., 1995).
Koreliacija tarp $iu genetiniy atstumy matricy buvo nustatyta naudojant
STATISTICA 7 (StatSoft Inc., 2004). Paprastosios avietés individy
panaSumas, remiantis genetiniais atstumais tarp juy, ivertintas UPGMA (angl.
Unweighted Pair — Group Method of arithmetic Averages) grupavimo metodu.
Genetiniai atstumai apskai€iuoti ir dendrograma nubraizyta, naudojantis
kompiuterine programa TREECON v. 1.3b (Van de Peer, De Wachter, 1994).

Tiriant paprastosios avietés populiaciju geneting struktiira, buvo
apskaiciuojami keli genetiniai rodikliai, atskleidZiantys geneting jvairoveg rusies
lygyje tarp populiacijy ir populiacijy viduje. Tai — polimorfiniy lokusy skaic¢ius
(P), vidutinis stebimas aleliy skai€ius lokuse (mn,), efektyviy aleliy skaiCius
lokuse (ng), Nei (1973) geny ivairove (h), Shannon’o fenotipinés jvairoves

indeksas (I), genetinés diferenciacijos koeficientas (Ggr). Genetinés
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diferenciacijos koeficientas Ggr visiems lokusams buvo apskaiciuotas pagal
formule (Nei, 1973):

(Ht — Hs)
G =

Ggr — genetinés diferenciacijos koeficientas, Ht — visa genetiné jvairové, Hs —
populiacijos genetiné jvairove.

RAPD atveju, kai lokuse yra tik du aleliai, Ggr identiSka Wright‘o
nustatytai populiacijy geneting diferenciacija charakterizuojanciai Fgr reikSmet
(Nei, 1973). Genetiskai nediferencijuotose populiacijose Fgr verté lygi nuliui.
Kuo populiacijos labiau diferencijuotos, tuo Fgr verté yra artimesné vienetui.
Jei Fgr=1, populiacijose isitvirting skirtingi aleliai (Frankham ir kt., 2004).

Shannon’o fenotipinés jvairovés indeksas apskaiciuotas pagal formule:

I :_Zpilnpi )

p; — alelio ar DNR juostos daznis tam tikrame RAPD lokuse (Lewontin, 1972).

Shannon’o fenotipinés ivairovés indeksas naudojamas genetinei
tvairovei populiaciju viduje ir tarp populiacijy ivertinimui. Apskaiciavus
Shannon‘o informacinj indeksa kiekvienam lokusui, jo vertés sumuojamos ir
apskaiciuojama vidutine indekso reikSmé.

Auksc¢iau minéty populiaciju genetineés ivairoves rodikliy skaiciavimai
buvo atliekami PopGene v.1.31 kompiuterine programa (Yeh ir kt., 1999).

Molekulinés genetinés ivairovés analizé (angl. AMOVA), principiniy
koordinaciy analizé paprastosios avietés populiacijose nustatyta naudojant
GenAlEx v.6 (Genetic Analysis in Excel) programa (Peakall, Smouse, 2006).
GenAlEx programa apskaiciuota tarppopuliaciné genetiné ivairove ®pr (Dgr)
yra tapati Wright’o Fgr ir atspindi populiacijy diferenciacija. GenAlEx
kompiuterine programa atlikti ir Mantel‘io koreliacijos testai.

Tiriant paprastosios avietés kolekcijos genetinés jvairovés sasajas su
pradiniy augavieCiy tipais, daugiameciais klimato ir geografiniais rodikliais,
taip pat nustatant koreliacija tarp genetinés ir morfologinés jvairovés, buvo
naudojama statistiné¢ programa STATISTICA v.7.0 (StatSoft Inc. USA, 2004).

Sia programa apskai¢iuota koreliacija tarp augaly genetinés jvairovés rodikliy
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populiacijose ir geografiniy bei genetiniy atstumy, o taip pat genetinés
tvairovés populiacijose priklausomybé nuo imties dydzio bei daugiameciy
klimato rodikliy.

Principiniy komponenciy analizé¢ (PCA) buvo atlikta naudojant SAS V8
programy paketa (SAS Institute Inc., 1999).

Pearson‘o koreliacija tarp avietés kolekcijos pavyzdziy RAPD fenotipy
faktorinés analizés rezultaty ir augaly augavie¢iy edafiniy savybiuy bei jos p—
reikSmé apskaiciuota naudojant CORR metoda. RAPD lokusy indélis genetiniy
ir edafiniy savybiy koreliacijai buvo ivertintas STEPDISC metodu.

2.3. SOD polimorfizmo tyrimas

Superoksido dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) buvo iSskiriama i§ antro
arba trecio nuo stiebo virSaus pilnai iSsiskleidusio avietés lapo. 1 g lapo buvo
homogenizuojamas su 2 ml 0,05M Tris—HCl, pH 7,8 buferiu. Po
homogenizacijos ekstraktas centrifuguojamas 15 min 12000 aps./min greiciu,
+4°C temperatiroje. Po centrifugavimo supernatantas (grubus ekstraktas)
naudojamas natyvioje gel—elektroforezéje.

SOD elektroforezé buvo vykdoma 1,5 mm storio dviejy sluoksniu (9%
skiriamasis ir 4% koncentruojamasis) vertikaliame poliakrilamido gelyje,
Tris—glicino buferyje, pH 8,3. [ gelio Sulin¢lius buvo ipilama 20 pl grubaus
augaly ekstrakto, o i buferi — apie 700 ul 0,15 mM bromfenolio tirpalo.

30 min buvo vykdoma preelektroforez¢, kurios metu srovés stiprumas apie 20
mA, po to apie 2 val. — 40 mA esant 200 mV jtampai. SOD frakcionavimas po
bromfenolio i§¢jimo i$ gelio vykdomas dar apie 30 min (Davis, 1964; Beauchamp ir
Fridovich, 1971). Elektroforezé vykdoma +4°C temperatiroje. SOD izoformos
nedenattruojanciame gelyje buvo identifikuojamos pagal Beauchamp ir Fridovich
(1971) pasiilyta metodika. Dazuose gelis buvo inkubuojamas +37°C temperatiiroje
tamsoje apie 1 val.. Po inkubacijos dazuose gelis buvo plaunamas distiliuotu

vandeniu, dziovinamas ir paruo$iamas analizavimui.
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III. REZULTATAI

1. Paprastosios avietés kolekcijos tyrimai

1.1. Genetinés jvairovés tyrimas RAPD metodu

1.1.1. Pradmeny, tinkamy genotipavimui, atranka ir PGR optimizacija

Pradiniam tyrimy etapui pasirinkta 20 paprastosios avietés kolekcijos
pavyzdziy (4 pav., 4 lentel¢je pazyméti *), kuriy DNR buvo analizuojama
naudojant didelj skai¢iy pradmenuy. Siy tyrimy tikslas — optimizuoti PGR
salygas ir nustatyti molekulinius Zzymenis, geriausiai tinkancius avietés
genetinei {vairovel tirti bei kolekcijos pavyzdziams genotipuoti.

Pirmiausia buvo siekiama iSsiaiSkinti tiriamojo objekto (paprastosios
avietéts) DNR ir reakcijos komponenty (MgCl,, Taq polimerazes)
koncentracijas, tinkamiausias DNR pagausinimo reakcijai. Geriausios kokybés
RAPD spektrai gauti, kai DNR koncentracija reakcijos misinyje buvo 50 ng/pul,
MgCl, —3mM, o Tagq polimerazés — 1 vnt. vienai reakcijai.

Kokybisky paprastosios avietés pavyzdziy RAPD spektry paieskai buvo
naudojami Roth 270 (1-10), 380 (1-10), 470 (1-10) pradmeny rinkiniai ir
pradmenys A3-A7, B6, B7, MP1-MP7 (Fermentas). IS viso iSbandyti 44
oligonukleotidiniai pradmenys, kuriy ilgis buvo 10 nukleotidy, i$skyrus MP5,
kurio ilgis — 12 nukleotidy. 8 pradmenys (MP1, MP6, 270-2, 270-4, 380-5, 380-
10, 470-2, 470-5) buvo neinformatyviis: su jais arba nepavyko pagausinti DNR,
arba gauti RAPD spektrai buvo nekokybiski, arba pakartojus bandyma, nebuvo
atsikartojimo.

Atlikus RAPD analize su 36 pradmenimis, gauti 284 amplifikacijos
produktai, i§ kuriy 228 buvo polimorfiski (10 lentelé). Siy pradmeny sekos
pateikiamos skyriuje ,,Priedas® antroje lentel¢je. DNR polimorfizmas tirty
pavyzdziy grupéje sudare vidutiniskai 80,64+16,74%. Su vienu pradmeniu gauti
vidutiniskai 7,89+1,95 DNR fragmentai. Daugiausiai analizei tinkamy DNR
juosty gauta su pradmeniu 380-3 (13 juosty) ir su pradmenimis A3, A4, 380-2,

71



470-3, 470-8 (po 11 DNR juosty). Naudojant devynis pradmenis (A7, MP2,
270-1, 270-9, 270-10, 380-8, 470-1, 470-7, 470-10), gauti tik polimorfiniai
DNR fragmentai. Maziausiai polimorfiniy DNR amplifikacijos produkty (nuo
33% iki 57%) buvo gauta naudojant pradmenis A6, 270-6, 380-1, 380-6, 380-9.
Analizuojamy DNR fragmenty dydis buvo nuo 190 iki 3275 bp.

10 lentelé. Paprastosios avietés 20—ies kolekcijos pavyzdziy genominés DNR

RAPD analizés rezultatai, panaudojus 36 informatyvius pradmenis

Analizuoty | Polimorfi- Polimor. Analizuoty Genotipui specifi- Skirtingi
Pradmuo| juosty niy juosty juosty dydis | niy juosty skai- fenotipai
skaiCius skaiCius fizmas, % (bp) Cius, dydis (bp) Skaicius %
A3 11 7 64 190-1065 0 14 70
A4 11 9 91 355-1035 1 (5300) 18 90
AS 9 7 78 270-1100 1(795)) 9 45
A6 7 4 57 520-1080 0 13 65
A7 7 7 100 250-730 0 16 80
B6 6 5 83 300-1100 0 13 65
B7 8 6 75 480-1570 0 14 70
MP2 8 8 100 605-2700 0 16 80
MP3 7 6 86 380-1370 0 12 60
MP4 7 6 86 545-1125 0 13 65
MP5 5 3 60 610-1540 2 (6104, 1090,) 4 20
MP7 6 5 83 700-2060 1(910y) 11 55
270-1 7 7 100 430-1155 0 11 55
270-3 8 7 88 410-3275 |3 (600,, 7709, 790,) 9 45
270-5 9 6 67 540-2200 0 12 60
270-6 9 5 56 515-2450 0 10 50
270-7 6 5 83 850-1800 0 6 30
270-8 8 6 75 500-1330 1 (805)) 10 50
270-9 7 7 100 420-2500 2 (4204, 580,) 13 65
270-10 7 7 100 780-2980 1 (2980,) 13 65
380-1 6 3 50 520-2370 0 6 30
380-2 11 10 91 830-2530 0 20 100
380-3 13 10 77 400-2010 2 (7000, 8200) 20 100
380-6 9 6 67 685-1100 2 (685, 8500) 6 30
380-7 7 6 86 470-1140 0 11 55
380-8 6 6 100 500-1440 1 (1000,) 9 45
380-4 7 5 71 220-1720 1 (450,) 10 50
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10 lentelés tesinys

Analizuoty | Polimorfi- Analizuoty Genotipui specifi- Skirtingi
Pradmuo| juosty niy juosty Polimorfiz- juosty dydis | niy juosty skai- fenotipai
mas, %
skaicius skaicius (bp) Cius, dydis (bp) Skaicius %
380-9 6 2 33 530-1300 0 4 20
470-1 6 6 100 560-1180 1 (650,) 13 65
470-3 11 10 91 450-2930 0 16 80
470-4 7 6 86 630-1450 0 11 55
470-6 9 6 67 630-2370 0 10 50
470-7 6 6 100 610-2530 (3 (610, 630,, 800p) 8 40
470-8 11 9 82 380-2550 1 (590y) 19 95
470-9 10 7 70 670-2710 1 (670y) 14 70
470-10 6 6 100 745-1860 0 11 55
Vidurkis| 7,89+1,95 | 6,33+1,83 (80,64+16,74 11,81 |59,03
IS viso 284 228

1 genotipui specifinis tam tikro dydzio DNR fragmentas; ¢ genotipas neturi tam tikro
dydzio fragmento, kurj turi kiti tirtieji genotipai (nulinis RAPD lokuso alelis)

Daugiausiai skirtingy RAPD fenotipy gauta su pradmenimis 380-2, 380-
3 (po 20), 470-8, A4 (atitinkamai 19 ir 18 spektry). Maziausiai spektry gauta su
pradmenimis MP5 ir 380-9, 270-7, 380-1, 380-6. Su kai kuriais pradmenimis
nustatyti 24 genotipui specifiniai (Sio tyrimo ribose) RAPD zymenys. Pus¢ tokiy
zymeny buvo vadinamieji nuliniai aleliai, pasireiSkiantys tam tikro dydzio DNR
fragmento nebuvimu atitinkamo pavyzdzio RAPD spektre. Pavyzdziui, tirty
genotipy RAPD produkty elektroforegramoje, gautoje naudojant A4 pradmeni,
vieninteliame JL16 pavyzdyje néra 530 bp dydzio DNR juostos (6 pav.),
panasiai, kaip su 380-6 pradmeniu néra 850 bp dydzio DNR fragmento JL45
genotipe (7 pav., 10 lentel¢).
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6 pav. RAPD produkty elektroforegrama, gauta su pradmeniu A4. VirSuje —
paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy numeriai, kair¢je ir deSinéje — DNR

fragmenty ilgio Zymenys

Taciau galimas ir prieSingas atvejis, kai tam tikro kolekcijos pavyzdZio
RAPD fenotipe yra unikalus RAPD produktas. Pavyzdziui, toks unikalus 685 kb
dydzio DNR fragmentas aptiktas su pradmeniu 380-6 paprastosios avietes
kolekcijos pavyzdyje JL18 (7 pav.).
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7 pav. RAPD produkty elektroforegrama, gauta su pradmeniu 380-6. VirSuje —
paprastosios avietés kolekcijos pavyzdZiy numeriai, kair¢je ir deSinéje — DNR

fragmenty ilgio Zymenys



Nustacius visy 20—ies tirty individy RAPD fenotipus, apskaiciuoti Nei ir
Li (1979) genetiniai atstumai tarp tirty kolekcijos pavyzdziy pagal 228
polimorfinius RAPD lokusus. Naudojant genetiniy atstumy skaitines reikSmes,
UPGMA metodu buvo sudaryta dendrograma, kuri rodo tirty avietés pavyzdziy
geneting divergencija (8 pav.).
0?4 0?3 0.2 0.1

JL52 (Viniaus raj., Gailitinai)
JL12 (KaiSiadoriy raj., ZieZmariai)
JLO4 (Akmenés raj., Venta)
JLAS (Lazdijy raj., Trakas)
JLO2 (Alytus, Pocelonys)
JL22 (V ilniaus raj., Turgeliai)
JL14 (Salcininky raj., B.Voké)
JLO9 (Panevézio raj., Ustroné)
# JL18 (Klaipédos raj., Juodkranté)
JL15 (Vilniaus raj., Bezdonys)
SS01 (Zarasy raj., Puscia)
JLO8 (Ukmergés raj., Uzulienis)
4{ JLOS (Kédainiy raj., Krakeés)
JL10 (Prieny raj., Vézionys)
JL16 (Viniaus raj., Melkys)
JLO6 (Traky raj., Spindzius)
4{ JL36 (Raseiniy raj., Steponkaimis)
JL11 (Viniaus raj., Verkiai)
JLO3 (Varénos raj., Valkininkai)
JLO1 (Lazdijy raj., Dusia)

8 pav. 20—-ies paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy grupavimas UPGMA
metodu pagal Nei ir Li genetinius atstumus, nustatytus naudojant polimorfinius

RAPD lokusus. VirSuje — genetiniy atstumy skalé

Dendrogramoje nematyti rySkesnio tirty pavyzdziy skirstymosi pagal
geografinius regionus, visi tirti augalai buvo genetiSkai skirtingi. Apskaiciuoti
genetinial atstumai svyravo nuo 0,28 iki 0,51 (3 lentel¢ Priede). Labiausiai
skyrési kolekcijos pavyzdziai JLO1 (Lazdijuy raj., Dusia) ir JLO6 (Traky raj.,
Spindzius) bei JLOI ir SSO1 (Zarasy raj., Puscia), genetinis atstumas tarp ju
buvo 0,51. GenetiSkai nutolg pasirod¢ ir kolekcijos pavyzdziai JLO3 (Varénos
raj., Valkininkai) bei JLO9 (Panevézio raj., Ustrone), genetinis atstumas tarp ju
buvo 0,49. Genetiskai artimiausi tirtyju 20—ies avieciy grupeje buvo kolekcijos

pavyzdziai JL14 (Saléininky raj., B. Voké) ir JL22 (Vilniaus raj., Turgeliai),
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tarp ju nustatytas genetinis atstumas — 0,28. Vidutinis genetinis atstumas,

nustatytas 20—ies tirty avietés kolekcijos pavyzdziy grupéje buvo 0,4010,04.

1.1.2. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdZiy genotipavimas ir genetinés
jvairovés jvertinimas

Norédami genotipuoti daugiau kolekcijos pavyzdziy, pasirinkome 6
pradmenis: A3, MP4, 270-6, 380-3, 470-8, 470-9 (11 lentel¢). Pradmeny
pasirinkimg lémé jais nustatomo DNR polimorfizmo lygis, patikimas

atsikartojamumas, patogi RAPD produkty analiz¢.

11 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy RAPD analizés

rezultatai, gauti su SeSiais oligonukleotidiniais pradmenimis

Analizuoty Polimorfiniy | Polimorfizmas,| Fenotipy | Analizuoty juosty

Pradmuo juosty skai¢ius| juosty skaicius| % skaiCius | dydis (bp)

A3 10 8 80 22 450-1800
MP4 9 8 89 38 550-2500
270-6 14 9 64 30 500-2900
380-3 12 9 75 28 390-2100
470-8 11 8 73 36 440-3100
470-9 7 6 86 20 750-2000

Vidurkis 10,50+2,43 8,00+1,10 77,83+9,15
I$ viso 63 48

Naudojant Siuos pradmenis, buvo genotipuoti 49 kolekcijos pavyzdziai
(apie 42% visos genetinés kolekcijos) 1§ skirtingy Lietuvos geografiniy tasky (4
pav., 4 lentel¢). Pasirinkdami pavyzdzius, atsizvelgéme ir { skirtingas gamtines
ekologines salygas, kuriomis augalai augo augavietése. Atlikus Siu 49—y
paprastosios avietés pavyzdziy genotipavima RAPD metodu nustatyti 63 RAPD
lokusai, kuriy 48 buvo polimorfiniai. Tiek polimorfiniu lokusuy pakako
genotipuoti visus 49 kolekcijos pavyzdzius.

Analizuoty DNR fragmenty dydis svyravo nuo 390 bp iki 3100 bp.

Vienam pradmeniui teko vidutiniskai 10,50+2,43 DNR juostos, o polimorfiniy
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lokusy skai¢ius vienam pradmeniui sudaré vidutiniSkai 77,83+9,15% (11
lentel¢). Daugiausiai (14) amplifikacijos produkty gauta su pradmeniu 270-6,
maziausiai (tik 7) — su 470-9. Daugiausia polimorfiniy RAPD lokusy nustatyta
naudojant pradmenis MP4 ir 470-9 (atitinkamai 89% ir 86%). Daugiausiai
skirtingy RAPD fenotipy gauta su pradmenimis MP4 ir 470-8 (atitinkamai 38 ir
36). Tai geriausiai genotipavimui tinkantys pradmenys, nes su jais galima
identifikuoti atitinkamai 38 ir 36 RAPD haplotipus 49—iuose tirtuose
pavyzdziuose (11 lentelé).

Kadangi vieno pradmens pagalba nustatomy molekuliniy Zymenuy
skaiCiaus nepakako visiems pavyzdziams genotipuoti, ieSkojome dvieju
pradmeny deriniy, kurie duoty geriausius rezultatus (12 lentel¢). Kaip matyti i$
Sios lentelés, genotipavimui naudojant keturis pradmeny derinius po du ( 470-8
ir 270-6, MP4 ir 270-6, MP4 ir 470-8, 470-9 ir 470-8) galima identifikuoti

visus tirtus paprastosios avietés pavyzdzius.

12 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy RAPD fenotipy skaicius,

nustatytas derinant pradmenis poromis

Pradmenys 270-6 380-3 470-8 MP4 470-9
380-3 47
470-8 49 47
MP4 49 48 49
470-9 48 47 49 47
A3 45 44 46 47 44

Panaudojus 48 polimorfinius lokusus tirty pavyzdziyu RAPD fenotipams
apibudinti, tarp ju buvo apskai¢iuoti Nei ir Li genetiniai atstumai. Naudojant
Nei ir Li genetiniy atstumy matricos duomenis (4 lentel¢ Priede) UPGMA
metodu buvo nubraizyta dendrograma, rodanti tirty kolekcijos pavyzdziy

genetinius panasumus ir skirtumus (9 pav.).
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0,3 0,1

JLO6 Traqua SpindZius
JL14 Salginin raj., B.Voké
JL22 Vilniaus raj. eliai
JL52 Vilniaus raj. Galiunal
JL11 Vilniaus ra] . Verkiai
SS01 Zarasy raj., Pussia

JL18 Klaipédos ra'., Juodkranté
JL45 Lazdijy raj., Trakas

JLO8 Ukmergés raj., UZulienis
JL0O4 Akmeneés raj., Venta
JL17 Klaipédos raj., Nida
JL32 Tauraggés raj., L1audgmai
JL15 Vilniaus raj., Bezdonys
JLO2 Alytaus raj., Pocelonys
JLO3 Varénos raj., Valkininkai
JL19 Jurbarko raj., Lenkciai
JL25 Vilniaus raj., "Mickiinai
JLA47 Svenéioniy raj., Mociské
JL10 Prieny raj., VeZonys
JL72 Biry raj., Lat\éehm

JLA1 Pakruojo raj., Zvirbloniai

JLA44 Vilkaviskio raj., Gurbsiliai
1701 Zarasy raj., Salakas

JL76 AnykscCiu raj., PelySa
LBO02 Kupiskio raj., Sepeta
JL64 Kelmés raj., Raudgiris
JL13 Vilniaus raj., Pawlnys
JL61 Varénos raj., Darguziai
JL33 Klaipédos raj., Girininkai
JLA2 Panevézio raj., Alanté
JLA43 Sakiy raj., Baltrusiai

JL65 Silalés raj., Pagramantis
JL20 Kauno raj., Girionys

JL12 Kaamadonq 1aj., Zie?mariai
JL39 Siauliy raj., Kur§énai
JL34 Marij arnpolés raj., Bukta
JL23 Vilniaus raj., M.Kuosiné
JL54 Jonavos raj., Upininkai
JL56 Sirvinty raj., PakalniSkiai

B JLO9 PanevéZio raj., Ustroné
4&' JLOS Kedainiy raj Krakes
JL37 Kauno raj., Babtai
L73 JL36 Raseiniy raj., Steponkaimis
JL40 Radviliskio raj., Arimaiciai
JLO1 Lazdiju raj., Dusia

9 pav. 49—-iy paprastosios avietés genotipy sujungimas | klasterius UPGMA

0,2
1
2
3
_|4—<
—15
6 JL35 Moleéty raj., Mindiinai
— JLO7 Vilniaus raj., Kairénai
LBO01 Prieny raj., Mauruciai
JL16 Vilniaus raj., Melkys
7
-
8_‘—1
9

metodu naudojant Nei ir Li genetiniy atstumy pagal polimorfinius RAPD

lokusus matrica. VirSuje — genetiniy atstumy skalé, 1 — 12 — klasteriy numeriai

Dendrogramoje aiSkiai matyti, kad wvisi tirti paprastosios avietés
pavyzdziai genetiskai skirtingi ir sudaro nedideles grupes. Apskaiciuoti Nei ir

Li genetiniai atstumai tirtoje augaly grup¢je svyravo nuo 0,10 iki 0,49 (4
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lentelé¢ Priede). Vidutinis genetinis atstumas, nustatytas tarp visy 49-iy
paprastosios avietés genotipy, buvo 0,28+0,06. GenetiSkai panaSiausi genotipai
— JLO6 (Traky raj., SpindZius) ir JL14 (Sal¢ininky raj., B.Voke), genetinis
atstumas tarp ju buvo 0,10. GenetiSkai panasiis buvo ir kolekcijos pavyzdziai
JL18 (Klaipédos raj., Juodkrant¢) ir JL45 (Lazdiju raj., Trakas), genetinis
atstumas tarp jy buvo 0,11. Labiausiai genetiSkai skyrési avietés pavyzdziai
JL40 i§ Radviliskio raj., Arimaiciy ir JL43 1§ Sakiy raj., Baltrusiy vietoviy.
Genetinis atstumas tarp Siy pavyzdziy buvo 0,49. PanaSus atstumas (0,48)
nustatytas tarp avietés pavyzdzio JLO1 i§ Lazdijy raj., Dusios ir JL56 — i
Sirvinty raj., Pakalniskiy. Genetinis atstumas tarp kolekcijos pavyzdziy JL40 ir
JL65 i§ Silalés raj., Pagramanéio bei JL34 — i§ Marijampolés raj., Buktos ir
JL36 — i§ Raseiniy raj., Steponkaimio buvo 0,47. Genetiskai panaSiausi
kolekcijos pavyzdziai JLO6 ir JL14 skyrési septyniais RAPD lokusais, o
maziausiai panasis (JL43 ir JL40) — dvideSimt penkiais.

Norédami objektyviai jvertinti tirty pavyzdZiy geneting divergencija,
genetinius atstumus tarp ju apskai¢iavome ir Kkitais genetiniy atstumy
skai¢iavimo metodais (Sokal, Michener, 1958; Link ir kt., 1995). Tarp
skirtingais metodais apskai¢iuoty genetiniy atstumy matricy buvo patikima
koreliacija (GDgy—GDy 1=0,960; GDN —GDgy 1=0,950; GDy —GDp 1r=0,998;

visais atvejais p=0,001).

1.1.3. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy genetinio tapatumo
patikrinimas

To paties pavyzdzio klony palaikymas kolekcijoje yra susijes su
klaidomis, kurios atsiranda medziagos paémimo, transportavimo ar kolekcijos
palaikymo metu, nes vizualiai nelengva pastebéti individy skirtumus (Staniulyté
ir kt., 2004). Be to, galimi klony genetinés medziagos poky¢iai ir dél aplinkos
poveikio.

Siame darbo etape RAPD metodu buvo patikrintas kai kuriy paprastosios

avietés klony genetinis tapatumas. Norint uztikrinti tam tikro genotipo
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pavyzdzio iSlikima naujoje augavietéje, kiekvienas paprastosios avietés
pavyzdys kolekcijoje buvo auginamas trimis pakartojimais.

Tyrimui pasirinkome septyniolika kolekcijos pavyzdziy: JLO7, JL34,
JL35, JL37, JL41, JLA43, JL44, JL47, JL54, JL56, JL61, JL64, JL6S, JL72,
JL76, LBO1, LBO02. Kiekvieno kolekcijos pavyzdzio du klonai buvo
analizuojami su $eSiais pradmenimis: A3, MP4, 270-6, 380-3, 470-8, 470-9. Su
pradmeniu A3 buvo nustatyti dviejy pavyzdziy JLO7 ir JL44 klony skirtumai
(10 pav.).

JL22 JL35.1 JL35.2 JL37T LBO1JLO7.1 JLOT.3 JL41 JL43 JL44.1 JL44.2 JL34.1 JL34.31047.1 JL47.2 IL54 8501 JLO9
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10 pav. Paprastosios avietés klony genetinio identiSkumo patikrinimas su
pradmeniu A3: JL35.1 ir JL35.2, JL34.1 ir JL34.3, JL47.1 ir JL47.2 — identiski
klonai; JLO7.1 ir JLO7.3, JL44.1 ir JL44.2 — neidentiSki. Kairéje ir deSinéje —
DNR fragmenty dydziy Zymenys, bp

Kity pavyzdziu klonai tarpusavyje nesiskyré. Pastebéti skirtumai galéjo
biti salygoti mutacijy (JLO7.1 ir JLO7.3 atveju) ar klaidy renkant ir dauginant
medziaga (JL44.1 ir JL44.2 atveju). Atlikus kolekcijos pavyzdzio JLO4
perklonavima tris kartus, tyrimai neparodé jokiy RAPD fenotipo poky¢iu.

1.2. Paprastosios avietés kolekcijos morfologijos tyrimas

Augalai 1 geneting kolekcija buvo parenkami vizualiai jvertinus ju

morfologinius skirtumus: stieby auksti, lapy, stiebu spalva, dygliu kieki, lapy
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forma, lapalakscio krasto dantytuma ir kt.. Paprastosios avietés kolekcijoje
buvo tiriami kokybiniai ir kiekybiniai morfologiniai poZymiai (5 lentelé Priede,
13 lentele). Kokybiniy poZymiy jvertinimas pagal morfologiniy poZymiy ir
biologiniy savybiy klasifikatoriy parodé kai kuriuos avie€iy morfologinius
skirtumus, taciau daugelis poZymiy buvo vienodi, pvz., visy kolekcijos
pavyzdziy primokanai buvo su vaSko apnaSu. Buvo pastebéta, kad vieno
augalo tie patys morfologiniai pozymiai gali skirtis, pvz., lapo standumas —
prie§ saule lapai storesni, rauksléti, o apatin¢je augalo dalyje jie gleZznesni,
plonesni. Kai kurie kokybiniy morfologiniy pozymiy skirtumai priklaus¢ nuo
augalo vystymosi stadijos, pavyzdziui, ontogenezés metu kito lapy spalva,
primokanai keité spalva i§ Sviesiai zalios i violeting. Tokie pozymiai nebuvo
vertinami. Penkta lentelé Priede leidZia susidaryti bendra vaizda, kaip varijuoja
tam tikri kolekcijos pavyzdziy kokybiniai morfologiniai pozymiai ir kaip
skiriasi augalai, ta¢iau i§samiau buvo analizuojama 13 kiekybiniy morfologiniy
pozymiy (13 lentelé). Sioje lenteléje pateikti kelis metus matuoty morfologiniy
poZymiy vidurkiai.

Morfometriniai matavimai parodé morfologiniy pozymiy skirtumus tarp
atskiry genetinés kolekcijos pavyzdziy. Avieciy lapy ilgis svyravo nuo 9,04 cm
iki 14,64 cm. Ilgiausius lapus (14,64+2,22) iSaugina kolekcijos pavyzdys JL36.
Dideliais lapais pasizymi Sie kolekcijos pavyzdziai: JLOS, JL10, JL72.
Smulkius lapus iSaugina avietés JL13, JL19, JL39, JL54. Lapu plotis svyravo
nuo 8,80 cm iki 13,81 cm. Placiausius (13,81£2,17) beveik apvalius lapus
(ilgio ir ploc¢io santykis artimas vienetui) iSaugina kolekcijos pavyzdys JLOS.
Platiis lapai taip pat biidingi kolekcijos pavyzdziui JL36. Siauresni lapai
budingi kolekcijos pavyzdziams JLO2, JL39, JL54 (1 pav. Priede, 13 lentel¢).

Virsininiy lapeliy ilgis tirtuose avieciy pavyzdziuose svyravo nuo 4,73
cm iki 8,19 cm. Ilgesnius virStninius lapelius iSaugina kolekcijos pavyzdziai
JLOS, JL36 bei JL72, platesnius — JL36 ir JL37. Trumpesni virSiininiai lapeliai
budingi kolekcijos pavyzdziams JLO2, JL13, o patys trumpiausi — JL54.

Siauriausi virStniniai lapeliai btudingi kolekcijos pavyzdziams JL13, JL19,
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JL39 ir JL65, placiausi — JL36 (2 pav. Priede, 13 lentel¢). VirSiininiy lapeliy
plotis svyravo nuo 3,27 cm iki 5,49 cm.

Lapko¢iy ilgis svyravo nuo 1,01 cm iki 2,22 cm. Ilgiausiais lapkociais
pasizymi kolekcijos pavyzdys JL36, ilgi lapkociai biidingi ir kolekcijos
pavyzdziams JLO6, JL72 bei LB02. Trumpiausi lapkociai biidingi kolekcijos
pavyzdziui JL13, kiek ilgesni — JL23, JL39, JL45, JL47. Lapo aSies ilgis
tirtuose pavyzdziuose svyravo nedaug — nuo 2,46 cm (JL19) iki 4,52 cm (JLO6)
(3 pav. Priede, 13 lentel¢).

Tirty avietés pavyzdziy florikany aukstis svyravo nuo 0,84 m iki 1,68
m. Zemiausios avietés buvo LBOI1, JLO3, JL13, auk$Ciausius florikanus
iSaugina kolekcijos pavyzdziai JL33, JL36 (4 pav. Priede, 13 lentel¢). Per
penkis stebéjimy metus labiausiai svyravo kolekcijos pavyzdziy JL23 ir JL65
florikany aukstis. 2006 m. JL23 iSaugino vidutiniskai 1,68 m aukscio
florikanus, 0 2007 m. — tik 0,96 m, panasiai ir kolekcijos pavyzdys JL65 2006
m. iSaugino vidutiniSkai 1,66 m aukscio stiebus, o 2007 m — tik 0,82 m. 2006
m. visy kolekcijos pavyzdziy florikany vidurkis buvo 1,36 m, 2007 m. — 1,35
m. Manome, kad tokius kai kuriu kolekcijos pavyzdziy florikany aukscio
svyravimus gali sukelti kolekcijoje taikoma prieziiira (gen¢jimas, ravejimas ir
pan.), kai paSalinus dalj stieby, kitamet iSauginama maziau, bet stipresniy

stieby.
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13 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos 49—iy pavyzdziy kiekybiniai morfologiniai poZymiai

Kolekcijos . . Virstininio o o . . . . . . .. .
Vir§tininio Lapkocio ilgis, |[Rachio ilgis, | Kaulavaisiy Vaisiaus | Vaisiaus ilgis, | Vaisiaus sker- | Florikano | Florikano |Ziedo dydis,
pavyzdzio | Lapo ilgis, cm |Lapo plotis, cm lapelio plotis,
) lapelio ilgis, cm cm cm skaiCius vaisiuje| svoris, g mm smuo, mm aukstis, m [skersmuo, cm| cm
numeris cm
JLO1 12,07+2,46 10,03+1,94 6,13%1,11 5,02+1,21 1,84+0,54 4,04+0,95 | 39,00+8,34 0,43+0,03 | 9,20+0,28 10,50+0,28 1,18+0,03 | 0,85+0,03 1,91+0,04
JLO2 9,73+0,73 8,80+0,49 5,10+0,20 3,75+0,34 1,27+0,26 3,23+0,53 | 34,65+1,48 0,39+0,01 | 9,70+0,57 10,45+0,21 1,13+0,22 | 0,80+0,04 | 2,17+0,13
JLO3 12,10+2,55 10,49+2,39 | 6,27+1,38 3,94+0,84 1,59+0,40 4,15£0,95 | 36,75+6,01 0,46+0,01 | 9,50+0,85 9,90+0,71 0,94+0,19 | 0,59+0,29 | 1,75+0,13
JLO4 11,44+0,41 10,70+0,97 6,23+0,58 3,70+0,27 1,69+0,23 3,55+0,28 | 32,20+5,66 0,41+0,02 | 8,20+0,99 9,95+0,49 1,44+0,03 | 0,63£0,03 | 1,87+0,16
JLOS 12,3142,20 11,2542,04 | 6,77+1,54 4,32+0,71 1,610,38 3,93+0,48 | 41,15+10,82 | 0,55+0,10 | 11,80+0,00 11,40+0,00 1,2940,11 | 0,68+0,05 | 1,49+0,27
JLO6 12,41+2,34 10,29+2,51 5,92+1,24 4,30+1,30 2,13+0,66 4,52+0,60 | 42,2945,11 0,46+0,05 | 9,37+1,46 10,12+1,11 1,18+0,08 | 0,87+0,06 | 2,10+0,00
JLO7 10,64+1,43 9,90+0,74 6,01+0,82 4,12+0,44 1,46+0,22 2,96+0,40 | 38,70+5,23 0,72+0,27 11,45+2,33 12,00+1,41 1,20+0,21 0,63+0,12 1,92+0,11
JLOS 13,77+2,39 13,81+2,17 8,19+1,75 4,69+1,05 1,78+0,41 3,63+0,48 | 38,40+3,11 0,69+0,12 | 10,80+0,28 12,00+0,00 1,50+0,10 | 0,70+0,17 | 2,01+0,04
JLO9 11,87+1,69 10,76+1,61 6,28+1,05 4,56+0,64 1,56+0,45 3,91+0,36 | 42,90+5,80 0,75+0,05 | 12,30+0,42 12,75+0,07 1,56+0,11 | 0,70+0,13 | 2,18+0,00
JL10 13,26+1,31 12,12+1,63 6,85+1,11 4,54+0,55 2,00:+0,36 4,31£0,59 | 46,60+4,38 0,59+0,02 | 11,10+0,28 11,75+0,21 1,54+0,08 | 0,68+0,04 | 1,78+0,00
JL11 11,33+£2,16 10,02+2,01 6,12+1,39 4,53+0,73 1,69+0,40 3,44+0,64 | 33,40+3,11 0,58+0,04 | 9,85+0,35 11,75+0,07 1,24+0,10 | 0,64+0,05 1,58+0,06
JL12 11,58+2,50 9,99+1,85 5,99+1,45 4,35+0,97 1,75+0,41 3,83+0,79 | 36,75+1,20 0,55+0,08 | 10,60+0,42 11,05+0,21 1,51+0,04 | 0,65+0,00 | 1,66+0,06
JL13 9,04+0,82 9,03+0,69 5,11£0,56 3,27+0,10 1,01£0,18 2,84+0,33 | 47,65+16,33 0,46+0,13 10,05+1,20 10,25+0,78 0,97+0,19 | 0,61£0,15 1,73+0,04
JL14 11,11+2,81 10,18+2,66 5,55+1,63 3,73+1,01 1,85+0,56 3,47+0,53 | 28,31£9,06 0,32+0,05 | 8,31+0,58 9,70+0,42 1,48+0,14 | 0,75+0,03 | 1,57+0,09
JL15 10,23+1,25 | 9,62+1,15 5,59+0,75 4,07+0,57 1,28+0,25 3,19+0,45 | 38,70+4,67 | 0,55+0,13 | 9,70+1,41 11,25+0,64 1,09+0,14 | 0,62+0,13 | 1,58+0,25
JL16 12,46+1,57 12,08+2,01 6,92+1,25 4,99+0,34 1,77+0,42 3,69+0,28 | 56,50+5,37 0,86+0,08 | 13,10+1,41 12,95+0,49 1,39+0,12 | 0,69+0,07 | 2,14+0,08
JL17 10,48+1,31 10,19+1,05 6,08+0,91 3,86+0,33 1,36+0,26 2,91+£0,30 | 35,30+17,96 0,49+0,08 10,35+0,92 10,75+0,07 1,35+£0,09 | 0,68+0,14 1,67+0,07
JL18 11,66+2,01 10,53+2,17 6,36+1,36 4,94+0,72 1,59+0,45 3,47+0,45 | 37,51+0,16 0,56+0,10 | 9,43+0,25 11,88+0,18 1,46+0,05 | 0,74+0,05 | 1,54+0,06
JL19 9,41+0,76 9,05+0,48 5,36+0,25 3,39+0,33 1,39+0,27 2,46+0,27 | 43,45+0,64 0,50+0,20 | 9,80+0,99 10,55+1,06 1,51+£0,25 | 0,69£0,09 | 1,62+0,22
JL20 11,57+1,44 10,96+0,89 6,64+0,92 4,36+0,72 1,64+0,27 3,26+0,50 | 37,27+1,32 0,47+0,04 | 10,12+0,31 10,88+0,40 1,27+0,14 | 0,61£0,08 | 2,15+0,58
JL22 12,01+£2,39 11,38+3,00 6,58+1,80 4,62+1,81 1,72+0,61 3,65+0,51 39,75+1,06 0,66+0,10 10,73+1,66 12,38+1,16 1,40+0,02 | 0,70+0,16 | 2,08+0,12
JL23 10,55+2,13 9,09+1,48 5,41+0,88 3,85+0,44 1,15+0,41 4,00£1,02 | 51,00+0,57 0,85+0,09 | 12,45+0,21 13,15+0,21 1,16+£0,44 | 0,63£0,20 | 1,83+0,38
JL25 11,29+0,62 9,71+0,51 5,52+0,51 4,14+0,30 1,90+0,18 3,72+0,18 | 40,65%15,06 0,45+0,04 | 9,80+0,71 10,50+0,00 1,44+0,19 | 0,74+0,03 1,63+0,15
JL32 12,14+2.47 11,02+1,99 6,66+1,23 5,16+0,89 1,42+0,38 3,95+0,80 | 38,10+5,23 0,93+0,06 | 11,75+0,35 14,05+0,6 1,40+0,20 | 0,72+0,04 | 1,82+0,02
JL33 10,65+1,67 10,29+1,02 6,18+0,76 3,88+0,64 1,38+0,27 2,96+0,56 | 47,15+£2,19 0,71+0,17 10,80+0,57 12,15+0,78 1,66+0,15 | 0,88+0,01 2,08+0,00
JL34 10,73+2,17 9,88+2,41 5,78+1,34 4,06+0,56 1,73+0,49 3,02+0,47 | 46,85+4,45 0,71£0,21 | 11,50+1,56 12,30+1,13 1,42+0,24 | 0,69+0,08 | 1,76+0,00
JL35 11,13+0,72 11,11£1,16 6,58+0,51 4,57+0,54 1,48+0,17 2,92+0,13 | 41,05+0,21 0,9240,09 11,90+0,28 12,85+0,64 1,60+0,09 | 0,92+0,15 | 2,24+0,03
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13 lentelés tgsinys

Kolekcijos Virstininio .
Virsuninio Lapkocio ilgis, |[Rachio ilgis, | Kaulavaisiy Vaisiaus | Vaisiaus ilgis, | Vaisiaus sker- | Florikano | Florikano |Ziedo dydis,
pavyzdzio | Lapo ilgis, cm |Lapo plotis, cm lapelio plotis,
. lapelio ilgis, cm cm cm skaiCius vaisiuje| svoris, g mm smuo, mm aukstis, m [skersmuo, cm| cm
numeris cm
JL36 14,64+2,22 13,23+2,11 7,90+1,90 5,49+0,81 2,22+0,56 4,51+£0,47 | 40,35+5,30 0,70+0,03 | 11,70+0,28 11,70+0,72 1,68+0,10 | 0,73£0,05 | 2,06+0,29
JL37 12,30+1,72 11,74+1,68 6,73+1,05 5,27+1,11 1,92+0,60 3,54+0,34 | 32,50+5,23 0,60+0,04 10,20+1,70 11,30+0,71 1,22+0,03 | 0,78+0,07 1,95+0,04
JL39 9,23+1,04 8,94+0,77 5,41+0,60 3,50+0,60 1,18+0,38 2,65+0,53 | 35,9540,07 0,47+0,16 | 10,39+1,18 10,56+2,20 1,21+0,08 | 0,60+0,11 | 1,88+0,20
JL40 10,68+1,00 9,78+0,62 5,77+0,55 4,09+0,14 1,62+0,15 3,16+0,23 | 45,50+10,47 | 0,62+0,04 | 10,35+1,06 11,35+0,07 1,22+0,21 | 0,78+0,07 | 1,93+0,00
JL41 11,62+2,21 11,31+2,42 6,56+1,39 4,35+0,97 1,45+0,49 3,34+0,20 | 24,00+0,99 0,35+0,02 | 8,35+0,07 10,00+0,28 1,37+0,15 | 0,75£0,13 | 2,17+0,00
JLA42 11,24+3,45 10,73+2,68 5,86+1,19 4,09+0,90 1,51+0,64 3,66+1,41 47,27+14,62 0,49+0,20 | 9,99+2,13 9,75+1,91 1,39+0,07 | 0,68+0,11 1,65+0,00
JLA43 10,94+3,11 10,52+2,57 5,97+1,77 3,59+0,67 1,22+0,49 3,56+0,91 | 29,05+8,98 0,47+0,02 | 9,35+0,07 10,95+0,78 1,56+0,11 | 0,82+0,21 | 1,88+0,03
JL44 11,24+1,15 10,79+0,83 6,18+0,78 3,68+0,44 1,62+0,33 3,30+£0,30 | 39,35+7,71 0,77+0,06 11,95+0,64 12,25+0,07 1,52+0,07 | 0,78+0,02 1,88+0,17
JLA45 10,61+1,01 9,91+0,91 6,23+0,57 4,57+0,70 1,14+0,21 3,00+0,33 | 44,30+3,39 0,88+0,31 | 12,40+2,26 12,45+1,48 1,55+0,02 | 0,77+0,16 | 2,04+0,01
JL47 10,67+0,93 10,83+1,07 6,43+0,74 3,65+0,59 1,16+0,08 2,91+0,15 | 37,40+4,24 0,56+0,05 | 9,40+0,00 11,30+0,00 1,38+0,05 | 0,73£0,08 | 1,65+0,02
JL52 11,50+4,62 9,68+3,25 5,81+2,14 3,86+1,14 1,59+0,88 4,09+1,71 | 41,74+14,08 | 0,44+0,10 | 9,53+0,19 10,11+0,16 1,36+0,10 | 0,65+0,04 | 1,64+0,15
JL54 9,11+0,60 8,85+0,59 4,73+0,24 3,60+0,18 1,20+0,14 3,01+£0,37 | 32,98+0,82 0,65+0,14 10,03+0,45 11,46+0,93 1,24+0,08 | 0,67+0,17 1,61+0,04
JL56 11,29+1,26 10,44+1,01 5,71+0,49 4,32+0,71 1,54+0,43 3,96+0,44 | 35,50+2,55 0,50+0,07 | 10,05+1,48 10,30+0,14 1,31+0,24 | 0,79+0,19 | 2,35+0,12
JL61 11,85+1,00 10,51+0,65 6,49+0,67 4,05+0,11 1,29+0,22 3,97+£0,23 | 37,80+2,12 0,46+0,11 9,60+0,14 10,30+0,85 1,30+0,03 | 0,66+0,02 1,65+0,12
JL64 11,50+1,17 10,71£1,09 5,78+0,72 5,07+0,48 1,95+0,30 3,70+0,45 | 48,30+14,14 | 0,64+0,07 | 11,65+1,91 12,45+2,05 1,51+0,14 | 0,83+0,14 | 1,94+0,00
JL65 12,43+3,39 12,20+3,23 7,07+1,91 3,46+0,80 1,57£0,49 3,58+0,93 | 40,90+4,67 0,53+0,06 | 9,55+0,07 10,60+0,71 1,23+0,39 | 0,69+0,22 1,92+0,00
JL72 13,33+1,55 12,10+0,61 7,58+1,35 4,00+0,57 2,05+0,19 3,76+0,57 | 56,05+6,01 0,65+0,12 | 10,95+0,07 11,40+1,13 1,55+0,18 | 0,72+0,10 | 1,65+0,00
JL76 11,67+0,69 11,36+0,22 6,66+0,27 4,10+0,19 1,41+0,03 3,48+0,46 | 47,61£12,00 0,63+0,12 11,15+0,92 11,45+0,78 1,48+0,13 | 0,85+0,16 1,86+0,00
LBO1 11,08+0,73 9,98+0,74 5,93+0,60 4,13+0,38 1,60+0,06 3,54+0,35 | 41,70+0,71 0,74+0,05 | 11,20+0,14 11,75+0,07 0,84+0,06 | 0,60+0,16 | 1,72+1,01
LB02 12,00+0,51 11,25+0,45 6,28+0,44 4,77+0,22 2,07+0,07 3,53+0,14 | 50,52+8,74 0,73+0,24 10,95+1,34 11,74+1,36 1,49+0,08 | 0,71£0,17 | 2,04+0,32
1701 10,34+0,75 9,53+0,69 5,63+0,32 4,37+0,11 1,83+0,15 2,81+0,56 | 27,06+2,13 0,40+0,09 | 8,34+0,48 9,13+0,35 1,12+0,14 | 0,70£0,16 | 2,03+0,60
SS01 12,69+2,67 12,27+1,91 7,13+1,28 4,36+0,30 1,50+0,40 3,86+1,04 | 57,75+7,57 1,01£0,00 | 12,90+0,57 13,65+0,07 1,43+0,21 | 0,81£0,19 | 1,73+0,00
Vidurkis 11,41+1,70 10,59+1,49 6,20+1,00 4,24+0,64 1,58+0,35 3,51+0,58 | 40,43+7,14 0,60+0,16 | 10,48+1,21 11,33+1,10 1,35+0,19 | 0,72+0,08 | 1,86+0,22
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Avietés kolekcijos pavyzdziy vieno vaisiaus svoris svyravo nuo 0,32 g
iki 1,01 g. MazZiausi vaisiai budingi JL14, JL41, JLO2, 1701 kolekcijos
pavyzdziams, didziausi — SS01, JL16, JL23, JL32, JL35 (13 lentel¢).

Kolekcijos aviet¢ JL36 1§ Raseiniy raj., Steponkaimio labiausiai
i8siskyré savo morfologiniais poZymiais 1§ tirty kolekcijos pavyzdziy (13
lentelé).

Norédami jvertinti morfologing jvairove tirtuose paprastosios avietés
kolekcijos pavyzdziuose, standartizavome kiekybinius morfologinius duomenis
ir sudaréme individy euklidiniy atstumy matrica. Panaudojus euklidiniy
atstumy duomenis, UPGMA metodu buvo nubraizytas euklidiniy atstumy

medis (11 pav.).
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11 pav. Euklidiniy atstumuy, apskai¢iuoty remiantis morfologiniais paprastosios
avietés kolekcijos pavyzdziy skirtumais tarp individy, medis, sudarytas

UPGMA metodu. I, II — pagrindinés grupés, 1, 2 — pagrindiniai pogrupiai

Vienuoliktame paveiksle matyti, kad iSsiskiria dvi pagrindinés

pavyzdziy grupés, kuriose kolekcijos avietés grupuojasi pagal panaSius
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morfologinius poZymius. Skirtumai tarp abiejuy grupiy atskiry morfologiniy

poZymiy buvo patikimi, i8skyrus rachio ilgi (14 lentele).

14 lentelé. Dvieju morfologiskai skirtingy paprastosios avietés kolekcijos
pavyzdziy grupiy palyginimas

skaicius vaisiuje

t = 3,52, df = 47, p<0,001

Morfologinis I . 1 X Morfologinis I X I .
poZymis grupe grupe poZymis grupe grupe
+

Lapo ilgio vid, | 12219£1,09 | 11,00£0.95 | vaigiaus svoris | 0.7540.13 0,5210,12

t = 3,95, df = 47, p<0,001 t= 6,14, df = 47, p<0,001

L 9,95+1,01

Lapo plocio vid, | LIS24L0L | 10.1130.81 | vaigiaus ilgis | 11,55£0.81

t = 5,34, df = 47, p<0,001 t = 5,60, df = 47, p<0,001
Virstininio lapeho 6,75i0,64 5,941_0,53 Vaisiaus 12’31_’__0,77 10,861‘0,85
ilgio vid. t = 4,70, df = 47, p<0,001 | Skersmuo t = 5,85, df = 47, p<0,001
Virstninio lapelio 1,5040,11 1,284+0,17

o P 4,6440,50 | 4,0240,41 Florikano aukstis
plocio vid. t = 4,60, df = 47, p<0,001 t=4,71, df = 47, p<0,001
Lapkogio ilgio 1,70£0,30 | 1,52+0,26 | Florikano 0,76+0,07 | 0,70+0,08
vid. t = 2,27, df = 47, p<0,030 | Skersmuo t = 2,69, df = 47, p<0,01
N 3,44+0,49 | 1,97+0,16 | 1,81+0,22

Rachio ilgis 3,63+0,43 Ziedo dydis

t=1,34, df = 47, p<0,190 t=2,72, df = 47, p<0,01
Kaulavaisiy 44,88+6,82 | 38,09+6,21

Pirmaja (I) didel¢ grupe sudaro avietés su santykinai didesniais
pozymiais: stambesniais lapais ir virStniniais lapeliais, didesniu kaulavaisiy
skai¢iumi vaisiuje, didesniais vaisiais, aukStesniais florikanais, didesniais
ziedais. Antraja (II) didele grupe sudaro avietés su mazesnémis morfologiniy
pozymiy reikSmeémis.

Pirmojoje (I) grupéje iSsiskiria du dideli pogrupiai — 1 ir 2. Pirmasis (1)
pogrupis jungia dar kelis Zemesniuosius antros eilés pogrupius, i§ kuriy
pirmajam priklauso kolekcijos pavyzdziai JL32, SS01, JL16, kurie turi didelius
lapus, ilgus rachius, taciau trumpesnius lapkocius ir mazesnius Zziedus, o
antrasis — skyla { dar du smulkesnius trecios eilés pogrupius. Pirmasis skiriasi
nuo antrojo, nes jungia kolekcijos pavyzdzius JL45, JL35, JL76, JL44, JL33,
kuriy stambiis stiebai, Ziedai ir uogos, taCiau lapai yra trumpakociai, ju

trumpesni rachiai. | antraji (2) pogrupi paklitiva kolekcijos pavyzdziai JL72,
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JL10, JL36, JLO8 su dideliais lapais, ilgais lapkociais ir rachiis, dideliais
vaisiais ir aukStais, bet plonais florikanais.

Antroji (IT) grupé taip pat skyla 1 du didelius pogrupius. Pirmojo (1)
pogrupio avietéms budingi mazesni lapai ir virSiininiai lapeliai, ploni florikanai
ir smulkiis ziedai. Antrasis (2) jungia avietes, uzauginancias smulkius vaisius.
Pirmajame (1) pogrupyje galima iSskirti du antros eilés pogrupius, kuriy
pirmasis skiriasi nuo antrojo tuo, kad jungia stambesnius vaisius, ilgesnius
lapkocius turin€ius kolekcijos pavyzdzius JL40, JL34, JLO7, LBO1, JL23,
antrasis jungia maziausiomis morfologiniy pozymiy reikSmémis pasizymincius
kolekcijos pavyzdzius — JL19, JL54, JL15, JL39, JL13. Antrasis antros eilés
pogrupis skyla i du trecios eilés pogrupius, kuriy vienas jungia avietes JLO1 ir
JLO6, kuriy lapai yra ilgi, tac¢iau siauri, o virStniniai lapeliai trumpi, bet platis,
lapkociai ilgi, ziedai dideli, o vaisiai smulkis, florikanai Zemi, taciau ju
skersmuo didelis. Antrasis tre¢ios eilés pogrupis skyla i du ketvirtos eilés
pogrupius. Vienas ju jungia kolekcijos pavyzdzius JL56, JL41, 1201 ir JLO2,
kuriems budingi nedideli lapai, trumpi ir platls virStniniai lapeliai, dideli
ziedai, smulkis vaisiai, Zemi, taCiau stamboki florikanai. Kitas vél skyla | du
penktos eilés pogrupius, 1§ kuriy viename yra kolekcijos pavyzdziai JL65,
JL20, JLO3 su stambesniais lapais ir virSiininiais lapeliais, taiau Zemais ir
plonais florikanais. Kitas jungia avietes su aukStesniais stiebais, mazesniais
ziedais ir skyla dar | du pogrupius. Vienam ju priklauso kolekcijos pavyzdziai
JL43,JL47,JL17, JL14, JL04 su smulkiais lapais, smulkiais vaisiais ir aukstais
florikanais.

Pagal morfologiniy pozymiy reikSmes sudarytoje euklidiniy atstumy
matricoje (6 lentel¢ Priede) artimiausi yra kolekcijos pavyzdziai JL17
(Klaipédos raj., Nida) ir JL47 (Svencioniy raj., Mociske) bei JL42 (PanevéZio
raj., Alanté) ir JL52 (Vilniaus raj., Gailitinai). Didziausiais morfologiniais
skirtumais pasizymi kolekcijos pavyzdziai JL13 (Vilniaus raj., Pavilniai) ir
JL36 (Raseiniy raj, Steponkaimis), JL54 (Jonavos raj., Upininkai) ir JL36,
JL39 (Siauliy raj., Kurénai) ir JL36 bei JL19 (Jurbarko raj., Lenkéiai) ir JL36
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(11 pav.). Kolekcijos pavyzdys JL36 i§ Raseiniy raj., Steponkaimio savo
morfologiniais pozymiais labiausiai iSsiskiria 1§ kity kolekcijos avieciy.

Buvo apskaiciuotos tirty kolekcijos pavyzdziy morfologiniy poZymiy
tarpusavio Pearson‘o koreliacijos (15 lentel¢). Geriausiai koreliavo tarpusavyje
susij¢ morfologiniai pozymiai, pavyzdziui, lapo ilgis ir plotis (r=0,884,

p=0,001), vaisiaus skersmuo ir svoris (r=0,930, p=0,001).

1.2.1. Augavietés edafiniy savybiy jtaka morfologiniams poZymiams ir
RAPD polimorfizmui

Atrenkant augalus i geneting kolekcija, buvo imamas ir augaly
augavietés dirvozemio meéginys, kuris buvo iStirtas Botanikos instituto
Cheminés analizés laboratorijoje. Buvo nustatyti Sie dirvozemio rodikliai:
rugStumas, humuso, azoto, fosforo ir kalio kiekiai (1 lentelé Priede). Pastebétos
nedideles, bet patikimos koreliacijos tarp augavietés dirvoZemio savybiy ir kai
kuriy morfologiniy poZymiy (16 lentele).

StatistiSkai patikima koreliacija nustatyta tarp lapo ilgio ir azoto kiekio
dirvozemyje (r=0,289, p=0,044), tarp lapo plocio ir humuso bei azoto kiekio
dirvozemyje (atitinkamai, r=0,283, p=0,049 ir r=0,327, p=0,022) (16 lentel¢).
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15 lentelé. Paprastosios avietés 49—iy genotipy morfologiniy pozymiy tarpusavio Pearson‘o koreliacijos

paryskintos statistiSkai patikimos koreliacijos, p<0,05

&9

.. . .| Lapo ersum— ersunl— Lapkoc¢io| Rachio Kaulngltalsm Vaisiaus | Vaisiaus | Vaisiaus |Florikano| Florikano
Pozymis Lapo ilgis . |nio lape- | nio lape-| ., . o skaicius . o s
plotis LA . ilgis ilgis L svoris ilgis |skersmuo| aukstis | skersmuo
lio ilgis |lio plotis vaisiuje
Ziedo dydis 0,154 0,237 0,187 0,305 0,134 0,036 -0,015 0,183 0,180 0,136 0,140 0,415
p=0,29 | p=0,10| p=0,20| p=0,03| p=0,36| p=0,80| p=0,92 | p=0,21| p=0,22| p=0,35| p=0,34| p=0,001
Florikano 0,161 0,196 0,132 0,277 0,167 0,066 0,086 0,172 0,086 0,177 0,455
skersmuo p=0,27 | p=0,18| p=0,37| p=0,05| p=0,25| p=0,65| p=0,56 | p=0,24| p=0,55| p=0,22 p=0,001
Florikano auktis 0,355 0,448 0,412 0,258 0,249 0,071 0,174 0,291 0,283 0,340
p=0,01 | p=0,001 | p=0,001 | p=0,07| p=0,09| p=0,63| p=0,23 | p=0,04| p=0,05]| p=0,02
Vaisiaus skersmuo 0,229 0,309 0,336 0,463 | -0,041 | 0,072 0,526 0,930 0,851
p=0,11] p=0,03| p=0,02|p=0,001| p=0,78| p=0,62| p=0,001 | p=0,001 | p=0,001
Vaisiaus ilgis 0,239 0,294 0,314 0,383 0,002 0,130 0,701 0,883
p=0,10| p=0,04| p=0,03| p=0,01| p=0,99| p=0,38| p=0,001 | p=0,001
Vaisiaus svoris 0,224 0,319 0,348 0,419 | -0,035| 0,041 0,597
p=0,12| p=0,03| p=0,01]|p=0,001]| p=0,81| p=0,78 | p=0,001
Kaulavaisiy 0,209 0,212 0,201 0,160 0,103 0,177
skaiCius vaisiuje p=0,15| p=0,15| p=0,17 | p=0,27 | p=0,48 | p=0,22
Rachio ilgis 0,763 0,457 0,412 0,465 0,530
p=0,001 | p=0,001 | p=0,001 | p=0,001 | p=0,001
Lapkogio ilgis 0,702 0,504 0,434 0,559
p=0,001 | p=0,001 | p=0,001 | p=0,001
VirStninio lapelio 0,646 0,542 0,534
plotis p=0,001 | p=0,001 | p=0,001
VirStninio lapelio | 0,875 0,946
ilgis p=0,001 | p=0,001
. 0,884
Lapo plotis 0,001




16 lentelé. Paprastosios avietés 49—iy genotipyu morfologiniy pozymiy

Spearman‘o koreliacijos su radavieciy dirvozemio rodikliais

Dirvozemio rodiklis

Morfologinis pozymis pH Humusas | Azotas | Fosforas | Kalis
Lapo ilgis 0,112 0,153 0,289 -0,203 0,145
p=0,443 | p=0,293 | p=0,044 | p=0,163 | p=0,320
Lapo plotis 0,082 0,283 0,327 -0,158 0,121
p=0,574 | p=0,049 | p=0,022 | p=0,279 | p=0,407
Virstninio lapelio ilgis 0,040 0,184 0,263 0,173 0,079
p=0,784 | p=0,206 | p=0,067 | p=0,234 | p=0,589
Virsiininio lapelio plotis 0,140 0,028 —0,039 1 0,098 | -0,050
p=0,336 | p=0,851 | p=0,792 | p=0,504 | p=0,732
Lapkogio ilgis -0,011 0,212 0,217 -0,010 0,244
p=0,940 | p=0,143 | p=0,134 | p=0,946 | p=0,091
Rachio ilgis 0,058 0,004 0,148 -0,196 0,123
p=0,690 | p=0,976 | p=0,311 | p=0,178 | p=0,400
Kaulavaisiy skai¢ius vaisiuje —0,132 0,028 0,044 —0,208 0,111
p=0,365 | p=0,849 | p=0,764 | p=0,152 | p=0,447
Vaisiaus svoris -0,107 0,054 0,049 -0,141 0,131
p=0,464 | p=0,711 | p=0,737 | p=0,334 | p=0,369
Vaisiaus ilgis -0,143 0,088 0,057 -0,184 0,097
p=0,326 | p=0,547 | p=0,696 | p=0,206 | p=0,508
Vaisiaus plotis -0,136 —-0,035 —-0,025 -0,268 | —0,012
p=0,351 | p=0,810 | p=0,863 | p=0,063 | p=0,935
Florikano aukifis —-0,047 0,106 0,189 -0,095 0,111
p=0,751 | p=0,467 | p=0,194 | p=0,516 | p=0,448
Florikano skersmuo 0,238 0,087 0,119 0,005 0,035
p=0,100 | p=0,551 | p=0,414 | p=0,972 | p=0,810
Fiedo skersmuo 0,046 —0,046 -0,167 -0,161 —-0,056
p=0,752 | p=0,756 | p=0,253 | p=0,268 | p=0,701

paryskintos statistiSkai patikimos koreliacijos, p<0,05

Savo darbe tyréme rySi tarp augavietés dirvozemio sudéties (pH,

humuso kiekio, azoto, fosforo ir kalio kiekio) ir RAPD Zymeny ivairovés

dvideSimtyje geriausiai miisy iStirty paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy

(4 lentel¢). Principiniy komponenciy metodu buvo tiriamas

230—-1ies

polimorfiniy RAPD lokusy, gauty su 36 pradmenimis, pasiskirstymas augaly

RAPD fenotipuose priklausomai nuo dirvozemio savybiy. Buvo nustatyti 22

RAPD zymenys, kurie tur¢jo ijtakos koreliacijai tarp RAPD fenotipy

pasiskirstymo ir dirvoZzemio pH. Patikima koreliacija (esant 1% reikSmingumo
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lygmeniui) buvo nustatyta tarp tirty pavyzdziy RAPD fenotipy faktorinés

analizés rezultaty ir dirvozemio rigstumo (r=—0,65) (12 pav., 17 lentel¢).

DirvoZermio pH

12 pav. Regresijos kreive, apibidinanti dvideSimties paprastosios avietés

kolekcijos pavyzdziy RAPD fenotipy faktorinés analizés rezultaty

priklausomybe nuo augavietés dirvoZzemio rugstumo

17 lentelé. Pearson‘o koreliacijos koeficientai, nustatyti tarp 230-ies
paprastosios avietés individy polimorfiniu RAPD lokusy pasiskirstymo

faktorinés analiz¢s rezultaty ir augavietés dirvozemio savybiy

Kintamasis pH Humusas Azotas Fosforas Kalis
Faktorius 1 -0,65 -0,03 -0,01 -0,35 0,18
Faktorius 2 -0,26 -0,03 -0,03 0,22 -0,07
Faktorius 3 -0,30 -0,05 -0,01 0,08 0,05

paryskinta statistiskai patikima koreliacija, p<0,01

Atlikus STEPDISC procediira, nustatyti 9 RAPD lokusai (A4,7, A4s3o,
AT7730, B61ggo, MP2g0s, MP4,415, 380-31390, 380-31550, 470-7500), kurie turéjo
didziausios itakos tirty kolekcijos pavyzdziy susiskirstymui { grupes pagal
augavietés dirvozemio rigstuma.

Kitame darbo etape buvo tiriama, ar galima nustatyti panasia ekologiniy
ir genetiniy veiksniy priklausomybg naudojant 48 polimorfinius RAPD lokusus
didesné¢je, 49—iu kolekcijos pavyzdziy, grupéje. Buvo vertinamas dirvozemio
savybiyu poveikis tirty augaly genetinei {vairovei, tafiau patikimos

priklausomybés nenustatyta (18 lentele).
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18 lentelé. Pearson‘o koreliacijos koeficientai, nustatyti tarp 48-iy
paprastosios avietés polimorfiniy RAPD lokusy pasiskirstymo faktorinés

analizés rezultaty ir augavietés dirvoZemio savybiy

Kintamasis pH Humusas Azotas Fosforas Kalis
Faktorius 1 —0,043 —-0,099 0,057 0,048 —-0,038
p=0,765 p=0,493 p=0,692 p=0,740 p=0,795

Faktorius 2 0,011 —-0,039 0,078 0,065 0,027
p=0,457 p=0,786 p=0,595 p=0,654 p=0,851

—0,015 0,184 0,059 —-0,140 —-0,227

Faktorius 3

p=0,919 | p=0,201 | p=0,685 | p=0333 | p=0,112

Nepaisant to, buvo nustatyta septyniu RAPD lokusy pasiskirstymo
tirtuose augaluose priklausomybé nuo augavietés dirvoZemio cheminiy savybiy
(riigStumo, fosforo ir kalio kiekio) (19 lentele).

Lokuso 270-6149 pasiskirstymas priklaus¢ net nuo triju dirvoZemio
rodikliy: pH, fosforo ir kalio kiekio. Neaptikta rySio tarp RAPD lokusy

pasiskirstymo ir azoto bei humuso kiekio dirvozemyje.

19 lentelé. Paprastosios avietés genotipyu kai kuriy RAPD lokusuy

priklausomyb¢ nuo dirvozemio savybiy

B irvozemio rodiklis pH Fosforas Kalis
27061400 * * *
380-3499 *
470-8929 Hk
470-82500 * *
MP4gs, *
MP4s20 *
470-92000 -

parodytos tik statistiSkai patikimos koreliacijos — * p<0,05, ** p<0,01
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1.3. Radavietés geografinés padéties jtaka paprastosios avietés genetinei ir
morfologinei jvairovei

Paprastosios avietés kolekcija VU Botanikos sode sudaro augalai i
skirtingy Lietuvos regiony. IS 49-iy tirty kolekcijos pavyzdziy maziausi
geografiniai atstumai buvo tarp kolekcijos pavyzdziy JL25 (Vilniaus raj.,
Mickiinai) ir JL52 (Vilniaus raj., Gailitinai) — 2,14 km ir tarp kolekcijos
pavyzdziy JLO7 (Vilniaus raj., Kairénai) ir JL13 (Vilniaus raj., Pavilnys) — 4,91
km. Didziausi geografiniai atstumai buvo tarp kolekcijos pavyzdziy JL17
(Klaipédos raj., Nida) ir JL47 (Svenéioniy raj., Mociske) — 361,77 km, tarp
JL18 (Klaipédos raj., Juodkrante) ir JL47 — 353,39 km, tarp JL33 (Klaipédos
raj., Girininkai) ir JL47 — 329,09 km (7 lentel¢ Priede). Palyginus visy tirty
individy RAPD fenotipus (i§ viso 1176 pory) tarpusavyje, buvo apskaiciuoti
Nei ir Li genetiniai atstumai tarp ju. Remiantis $iais atstumais, UPGMA
metodu buvo nubraiZzyta dendrograma, kuri atspindi tirty paprastosios avietés
kolekcijos pavyzdziy genetinés divergencijos laipsni (9 pav.). Tirti genotipai
grupuojasi 1 dvylika nedideliy sankaupy. Tai rodo, kad tirti pavyzdziai yra
genetiSkai skirtingi ir grupuojasi tik | nedideles grupeles po kelis genotipus.
Kai kurios sankaupos sudarytos i§ geografiskai artimose vietovése surinkty
individy, pvz., pirmaja (1) sankaupa sudaro Sesi individai, 1§ kuriy net penki
surinkti Vilniaus apylinkése, antroji (2) sankaupa heterogeniskesné, taciau i ja
pakliiva du individai i§ Nidos ir Juodkrantés, treciaja (3) sankaupa sudaro
individai 1§ piety Lietuvos rajonuy, septintoji (7) sankaupa jungia augalus is
Siaurés ryty rajony, iSskyrus aviet¢ i§ Kelmés raj., devintajai (9) sankaupai
priklauso kolekcijos pavyzdziai i§ vidurio ir vakary Lietuvos, vienuoliktajai
(11) priklauso vidurio Lietuvos regiono avietés kolekcijos pavyzdziai is$
Kédainiy, Kauno ir Panevézio rajony. Nepaisant to, kad dendrogramoje
regioninis  specifiSkumas stipriai neiSreikStas, tam tikro geografinio
grupavimosi paciose sankaupose paneigti negalima. Koreliacijos tarp
geografiniy euklidiniy ir genetiniy atstumuy nenustatyta (r=0,124, p=0,001) (13
pav.).
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Nei ir Li genetinis atstumas = 0,24984 +0,00688 * Geografinis atstumas
r=0,12390

0,50

0,45}

0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

Nei ir Li genetinis atstumas

0,05

Geografinis atstumas

13 pav. Nei ir Li genetiniy ir geografiniy atstumy tarpusavio priklausomybe

Taip pat nenustatyta koreliacijos tarp morfologiniy euklidiniy ir
geografiniy euklidiniy atstumy (r=0,100, p=0,01).

SAS GENMOD metodu buvo jvertinta RAPD lokusy aleliy
pasiskirstymo ir geografinés padéties priklausomybé. Tyrimo rezultatai,
pateikti 20 lentel¢je rodo, kad paprastosios avietés genetinei jvairovei biidingas
tam tikras vakary—ryty gradientas.

Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy radavie€iy aukstis vir§ jiiros
lygio svyravo nuo 3 m (JL17, Klaipédos raj., Nida) iki 262 m (JL23, Vilniaus
raj., Mazoji Kuosin¢). PaskaiCiavus koreliacijas tarp altitudés ir morfologiniy
pozymiy, gauta statistiSkai patikima neigiama koreliacija tarp florikano auksc¢io

ir radavietés aukscio vir$ jiros lygio (r=—0,304, p=0,03).
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20 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy geografinés padéties ir

nustatyty RAPD lokusy priklausomybé

Lokusas Platuma, N | [lguma, E
270-61050 *
270-61100 * wk%E
270-61200 *
380-39s0 *
470-8750 w%
470-8929 *
MP4g; *
A3ggo o

A3900 *

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

1.4. Molekuliniy (RAPD) Zymeny ir morfologiniy poZymiy
priklausomybés tyrimas paprastosios avietés kolekcijos pavyzdZiuose

Literatiroje yra duomeny, kad RAPD metodu galima aptikti
priklausomybe tarp molekuliniy ir morfologiniy Zymeny (Morimoto ir kt.,
2006). Misy tyrime nebuvo gauta koreliacijos tarp avietés kolekcijos
pavyzdziuose nustatyty Nei ir Li genetiniy ir morfologiniy poZzymiy euklidiniy
atstumy (r=0,073, p=0,01). SAS GENMOD metodu buvo nustatyta
priklausomybé tarp RAPD lokusy aleliy pasiskirstymo ir morfologiniy
pozymiy skaitiniy reikSmiy (21 lentelé).

Kai kurie RAPD lokusai (380-3499, 470-8959, MP4 509, A3gg0) rodé
patikima koreliacija net su keliais morfologiniais pozymiais. Lapkocio ilgio
skaitiné reikSmé buvo susijusi su keturiy RAPD lokusu (A3g99, MP4,5¢,, 380-
3490 1r 380-3,109) variavimu, vir§iininio lapo ilgio — su triju: MP4 509, 270-611¢o,

380-39s.
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21 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy morfologiniy pozymiy ir

nustatyty RAPD lokusy priklausomybé

orfologinis " »
v . ©n < 2
pozymis 2 5 .g @ .g Z o =20 L 0ol w " w 2| 2 Q
=2 | E&®|ES S o | £S3.2 3 3 22| B E
= - 8 50 . R . g
ol o BT | 129 8 = | 85 2| E=v | .8 S S| 2= | o F
RAPD & 2Z2g 2geg ¢ | 5% 25 2 25 52|38
< ® = RS < bn| S S M < S an N = o=
lokusas S 3585882 g MErs>g > >F k&l NS
A3ggp % % * *
A3900 % | %
MP4750 *
MP459 *
MP41500 * * *
270-61100 %
380-3490 % % %
380-3650 %
380-3950 %
380-32100 %
470-8920 % % % % %
470-81190 %

* pazymétos statistiSkai patikimos koreliacijos, p<0,05

1.5. Superoksido dismutazés polimorfizmo tyrimai

Superoksido  dismutazés (SOD) polimorfizmo tyrimai atlikti
dvideSimtyje paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy, kuriy RAPD analizés
rezultatai apraSyti aukS¢iau (4 lentelé). Atskiry avietés kolekcijos pavyzdziy
elektroforegramose buvo stebima iki 8 izoformy, kurias pagal judéjimo pobiidi
poliakrilamido gelyje galima suskirstyti i 6 tipus (14 pav.).

Pirmojo tipo (I) SOD izofermentinis spektras biidingas kolekcijos
pavyzdziams JLO1, JLO4, SSO1, JLO6; antrojo (II) tipo spektras — JLOS;
treciojo (III) — JLO9; ketvirtojo (IV) — JLO3, JLOS, JL11, JL12; penktojo (V) —
JL14, JL10; sestojo (VI) —JLO02, JL15, JL16, JL18, JL22, JL36, JL45, JL52.
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14 pav. Paprastosios avietés genetinés kolekcijos pavyzdziy SOD
polimorfizmas. 1-8 — juosty numeriai nuo grei¢iausiai judancios gelyje, 0 — +

— sroves kryptis gelyje

Maziausiai izoformu aptikta SeStaji (VI) SOD izofermenty tipa
turinCiuose pavyzdziuose, kuriems budinga ir tai, kad jy augavie¢iy dirvozemio
rigStumas buvo didziausias tirty pavyzdziy grupéje (pH svyravo nuo 3,05 iki
4,85). Panasus SOD izoformy spektras biidingas ir ketvirtajam (IV) tipui,
kuriam priklausé Siek tiek Sarmingesnése augavietése augusios avietés (pH
svyravo nuo 5,15 iki 5,97). Ketvirtajam (IV) bei SeStajam (VI) tipui budinga ir
tai, kad iSnyksta grei€iausiai migruojanti pirmoji (1) izoforma. Penktasis (V)
tipas budingas pavyzdziams i$ augavieCiy, kuriy dirvozemio pH 4,01 ir 4,75.
Siuose pavyzdziuose papildomai atsiranda 3eitoji (6) izoforma. I§ visy istirty
paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy iSsiskiria JLOS5 1§ Keédainiy raj.,
Krakiy. Sio augalo elektroforegramoje isry$kéjo daugiausia izoformy —

astuonios.
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2. Paprastosios avietés populiacijy tyrimai

2.1. Paprastosios avietés populiacijy individy genetinés jvairovés ir
panasumo tyrimas

Paprastosios avietés populiacijy RAPD analizé¢ pradéta naudojant 13
oligonukleotidiniy pradmeny: 170-2, 170-4, 270-1, 270-5, 270-6, 380-3, 380-6,
380-9, 470-8, 470-9, A3, MP4 ir P1. Tyrimo metu buvo atsisakyta penkiy
pradmeny dél prastos RAPD juosty kokybés arba blogo atsikartojamumo
pakartotiniuose bandymuose, tod¢l galutiné analizé¢ atlikta su aStuoniais
pradmenimis: P1, MP4, 270-1, 270-6, 380-3, 380-6, 380-9 ir 470-8 (22
lentel¢). Buvo istirta devyniolika Lietuvos paprastosios avietés populiaciju, i$

viso — 315 individy.

22 lentelé. Paprastosios avietés populiacijy RAPD analizés rezultatai, gauti su

aStuoniais oligonukleotidiniais pradmenimis

Pradmuo Bendras juosty Polimorfiniy juosty Juosty dydis, bp Polimorfizmas, %
skaicius skaicius
Pl 19 19 420-2800 100
MP4 13 12 520-2500 92,31
270-1 12 12 490-1100 100
270-6 16 13 500-2900 81,25
380-3 15 11 390-2100 73,33
380-6 13 10 600-1800 76,92
380-9 12 7 520-2230 58,33
470-8 13 12 390-3100 92,31
IS viso 113 96
Vidurkig 14,13+2,42 12,00+3,38 84,31+14,54

Su aStuoniais oligonukleotidiniais pradmenimis gauta 113 RAPD
zymeny, 1§ kuriy 96 buvo polimorfiski tirtose populiacijose, taigi
polimorfizmas buvo 84,31%. 17 RAPD juosty buvo monomorfinés (95%
dazniu) visuose tirtuose individuose, ir tai leidzia daryti prielaida, kad Sie

monomorfiniai lokusai (MP4950, 270-6500, 270-6640, 270-61300, 380-3390, 380-

98



3450, 380-3520, 380-3550, 380-6779, 380-6g50, 380-61199, 380-9529, 380-957¢, 380-
9570, 380-91550, 380-91400, 470-8440) gali biiti buidingi risiai ar aukStesniam
taksonui. Tolesniuose populiacijy tyrimuose naudojame tik polimorfinius
lokusus. Kai kuriy paprastosios avietés tirty populiacijy elektroforezés vaizdai,

gauti su pradmeniu 270-6, pateikti penkioliktame paveiksle.
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Linkuva Nemirseta (9 genotipai) ir Anaiciai (10
genotipy)

15 pav. Kai kuriy paprastosios avietés populiaciju RAPD elektroforegramos,

gautos su pradmeniu 270-6. Z — DNR fragmenty dydzio Zymuo, bp
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Analizuoty RAPD fragmenty dydis svyravo nuo 390 bp iki 3100 bp.
Visi DNR fragmentai, pagausinti su pradmenimis Pl ir 270-1, buvo
polimorfiniai. Su vienu pradmeniu gauta vidutiniSkai 14,13+2,42 DNR
fragmenty, daugiausiai (19) — su pradmeniu P1.

Remiantis Nei ir Li genetiniais atstumais, UPGMA metodu nubraizyta
315-o0s tirty individy dendrograma (16 pav.). IS dendrogramos matyti, kad visi
augalai buvo genetiSkai skirtingi. Vis délto tos pacios populiacijos individams
budingas ir tam tikras genetinis savitumas. Dé¢l Sios prieZasties daugelio
populiaciju (Juodkranté, Vilkiautinis, Vilnius, Prienai, Linkuva, Dieveniskes,
Baltoji Voké, Melekonys, Svarcgiris, Zokniai, Nemirseta, Anai¢iai ir Rokai)
individai dendrogramoje grupuojasi greta. Sétos, Ilgiy, Saly, Kurtuvény,
Margiy ir Siulgy populiacijy individai nesudaro kompaktisky grupiy ir yra
18sisklaid¢ po visa genetinio panasumo medi arba sudaro keleta smulkesniy
sankaupy. Kai kuriose sankaupose galima jzvelgti populiacijy grupavimasi.
Gana ryskiai iSsiskiria sankaupa, kuriag sudaro paprastosios avietés populiacijos
1§ Dieveniskiy, Vilniaus ir Melekoniy, taigi i§ pietry¢iy Lietuvos. Kita
sankaupa jungia Siauriau esancias Linkuvos, Zokniy, dalies Kurtuvény avieciy
populiacijas. [ kita didele sankaupa patenka dalis Sétos, Prieny, Vilkiautinio ir
Juodkrantés populiacijos — gana aiSki Siaurés — piety kryptis, iSskyrus
Juodkrantés populiacija. Visos §ios trys didelés sankaupos sudaro viena didelg
grupg, jungiancia daugiau nei pusg tirty populiacijy. Viena sankaupa sudaro
Margiy ir Siulgy bei Anaiiy ir Nemirsetos populiacijos, kurios ir geografiskai

yra arti viena kitos.
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Dieveniskés

Vilnius
B.Vokeé
Melekonys
| Svarcgiris
] iulgos
Kurtuvénai fargiai

Séta

_'_|—|: . .
‘ Kurtuvénai

Prienai

Rokai

Séta

Vilkiautinis

Juodkranté

*
16 pav. UPGMA dendrograma, vaizduojanti paprastosios avietés devyniolikos

populiaciju individy genetini panaSuma. * dendrogramos kirpimo vieta
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Vidutinis Nei ir Li genetinis atstumas (GDyy) tarp augaly populiacijose
buvo 0,267+0,034. Maziausias vidutinis genetinis atstumas tarp augaly
nustatytas Zokniy (0,196+0,063) ir Dieveniskiy (0,210+0,048) populiacijose,

didZiausias — Saly populiacijoje (0,329+0,055) (23 lentele).

23 lentelé. Nei ir Li genetinial atstumai tarp atskiry augaly

paprastosios avietés populiacijose

Populiacija Genetinis atstumas (GDyy)

Vidutinis min. maks.

Juodkranté 0,260+0,053 0,140 0,412
Séta 0,291+0,045 0,174 0,407
Vilkiautinis 0,248+0,049 0,109 0,361
Vilnius 0,247+0,047 0,088 0,388
Tlgiai 0,267+0,044 0,143 0,354
Salos 0,329+0,055 0,228 0,459
Prienai 0,276+0,048 0,159 0,434
Linkuva 0,223+0,064 0,043 0,421
Dieveniskés 0,210+0,048 0,107 0,365
Kurtuvénai 0,307+0,06 0,161 0,455
Baltoji Voké 0,27140,046 0,073 0,368
Melekonys 0,246+0,052 0,123 0,423
gvarcgiris 0,280+0,049 0,023 0,394
Zokniai 0,196:+0,063 0,008 0,327
Margiai 0,275+0,053 0,151 0,409
Siulgos 0,270+0,056 0,129 0,356
Nemirseta 0,260+0,045 0,157 0,340
Anaiciai 0,306+0,055 0,162 0,419
Rokai 0,306+0,062 0,010 0,455
315 individy (rusies viduje 0,267+0,034 0,008 0,459

min. — maziausias; maks. — didZiausias
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2.2. Paprastosios avietés populiacijy genetiné struktiira ir diferenciacija

Kompiuterine programa PopGene v.1.31 buvo apskaiciuoti pagrindiniai
paprastosios avietés populiaciju rodikliai (DNR polimorfizmas, stebimy ir
efektyviy aleliy skaicius, Nei geny ivairove ir Shannon‘o informacinio indekso

reikSmes), kurie atspindi genetinés ivairoves lygi (24 lentele).

24 lentelé. Paprastosios avietés gamtiniy populiacijuy kai kurie genetiniai

rodikliai
Populiacija P, % n, ne h I

Juodkranté 79,17 1,792+0,408| 1,508+0,369 | 0,292+0,188 | 0,433+0,260
Séta 81,25 1,813+0,392| 1,546+0,385 | 0,306+0,193 | 0,450+0,263
Vilkiautinis 77,08 1,77140,423| 1,464+0,368 | 0,271+0,190 | 0,404+0,264
Vilnius 79,17 1,792+0,408| 1,507+0,370 | 0,291+0,189 | 0,431+0,261
Ilgiai 72,92 1,729+0,447| 1,469+0,391 | 0,267+0,201 | 0,395+0,279
Salos 76,04 1,760+0,429| 1,437+0,358 | 0,259+0,186 | 0,390+0,260
Prienai 77,08 1,771+£0,423| 1,486+0,376 | 0,279+0,193 | 0,414+0,269
Linkuva 76,04 1,760+0,429| 1,466+0,390 | 0,266+0,199 | 0,396+0,275
Dieveniskés 72,92 1,729+0,447 1,425+0,390 | 0,245+0,200 | 0,367+0,277
Kurtuvénai 79,17 1,79240,408| 1,466%0,345 | 0,276+0,182 | 0,414+0,254
Baltoji Voké 79,17 1,792+0,408| 1,439+0,352 | 0,261+0,186 | 0,393+0,259
Melekonys 79,17 1,792+0,408| 1,478+0,375 | 0,276+0,191 | 0,412+0,264
Svarcgiris 87,50 1,875+0,333| 1,531+0,361 | 0,305+0,180 | 0,455+0,242
Zokniai 70,83 1,708+0,457| 1,415+0,367 | 0,244+0,194 | 0,366+0,274
Margiai 66,67 1,667+£0,474| 1,385+0,375 | 0,226+0,196 | 0,341+0,277
Siulgos 66,67 1,667+0,474| 1,395+0,384 | 0,229+0,202 | 0,343+0,283
Nemirseta 69,79 1,698+0,462| 1,405+0,361 | 0,240+0,191 | 0,362+0,270
Anaiciai 73,96 1,740+0,441| 1,444+0,368 | 0,260+0,191 | 0,390+0,268
Rokai 84,38 1,844+0,365| 1,483+0,354 | 0,267+0,181 | 0,405+0,246
Vidurkis 76,26+5,50 | 1,763+0,060, 1,461+0,045 | 0,266+0,020 | 0,398+0,030

315 individy (rasies viduje) 2,0+0,0001 | 1,660+0,270 | 0,380+0,110 | 0,561+0,130

P — polimorfizmas, n, — stebimy aleliy skaicius; n. — efektyviu aleliy skai¢ius; h —
Nei geny ivairove; I — Shannon‘o informacinio indekso reikSmeé
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DNR polimorfizmo vidurkis 19—oje tirty paprastosios avietés
populiaciju buvo 76,26+5,50%. Maziausias DNR polimorfizmas (66,67%)
nustatytas Siulgy ir Margiy populiacijose, didZiausias (87,50%) — Svarcgirio
populiacijoje.

Didziausia Nei geny jvairove pasizyméjo Sétos ir Svarcgirio
populiacijos (atitinkamai 0,305 ir 0,306), maziausia geny ivairove rasta Margiy
durpyno ir Siulgy populiacijose (atitinkamai 0,226 ir 0,229). Vidutiné Nei geny
vairove tirtose avieCiy populiacijose sieké 0,266+0,020. Didziausias Shanon‘o
informacinis indeksas apskaiiuotas Svarcgirio populiacijoje  (0,455),
maziausias — Margiy ir Siulgy populiacijose (atitinkamai 0,341 ir 0,343).
Vidutiné Shannon‘o informacinio indekso reikSmé tirtose avieciy populiacijose
buvo 0,398+0,030 (24 lentele).

Panaudojus visus 96 polimorfinius lokusus, PopGene programa buvo
apskaiCiuoti tirtyju paprastosios avietés populiacijy Nei (1972) genetiniai
atstumai ir UPGMA metodu nubraizytas populiaciju genetinio panaSumo

medis (17 pav.).

Juodkranté

| Vilkiautinis

Prienai
Salos

I Séta

Vilnius

Linkuva

Melekonys

| Kurtuvénai

Baltoji Voké

[ Margiai
L Siulgos

Dieveniskes

— Nemirseta

|
|

Anaiciai
Rokai

Svarcgiris

Zokniai

17 pav. Paprastosios avietés devyniolikos populiacijy genetinio panasumo

medis
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Nei genetiniy atstumy tarp paprastosios avietés populiacijy matrica
pateikta 8 lentel¢je Priede. Vidutinis genetinis atstumas tarp tirty populiacijy
buvo 0,177+0,04. Maziausias Nei genetinis atstumas (0,045) nustatytas tarp
Saly ir Ilgiu populiacijy, didziausias (0,282) — tarp DieveniSkiy ir Saly
populiacijy bei tarp Dieveniskiy ir Margiy populiaciju (0,285). Nors genetinio
panasumo medyje nematyti rySkaus paprastosios avietés populiacijy
grupavimosi pagal augavieCiy geografija, taciau maziausi genetiniai atstumai
nustatyti tarp geografiskai artimy populiacijy (17 pav.).

Atlikta principiniu koordinac¢iy analizé parodo visy tirty paprastosios
avietés populiacijy iSsidéstyma koordinaciy sistemoje. Trys koordinaciy asys
aprasé 60,55% bendros genetinés ivairoves (pirmoji asis aprasé 22,53%, antroji
—21,05%, trecioji — 16,96%). AStuonioliktame paveiksle matyti, kad kai kurios
geografiskai artimos populiacijos (pvz., Ilgiai ir Salos; Margiai ir Siulgos;

Nemirseta ir Anaiciai) dvieju koordinaciy sistemoje grupuojasi gretimai viena

kitos.
Sal
Ilgiai a O.S
°
Juokranté Melekonys .
Vilkiautinis o ° " Zokniai
Sota® R Vilnius  Baltoji Vokeé
. ; L “
Prlenag Linkuva Svarcgiris
- °
T
=3 N -
E o Kurtuvénai Dieveni§l:és
Margiai Nemirseta
° .. °
‘ Siulgos ® Anaicdiai
o Rokai
koord. 1

18 pav. Paprastosios avietés populiacijy iSsidéstymas dvimatéje erdvéje

IStyrus visus 19—o0s paprastosios avietés populiaciju individus, aptikti 96

polimorfiniai RAPD lokusai, ta¢iau nebuvo né vienos populiacijos, kurioje
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bty visi $ie lokusai. Daugiausiai lokusy (95) nustatyta Svarcgirio
populiacijoje, maziausiai — Margiy durpyne ir Siulgy miske (atitinkamai 82 ir
80 lokusy). Lokusy skaicius, nustatytas kiekvienai populiacijai patikimai
koreliavo su tirty augaly skai¢iumi (r=0,575, p=0,01).

Skirtingas vidutinis RAPD fenotipu skaicius kiekvienai populiacijai su
visais a$tuoniais analizéje naudotais pradmenimis svyravo nuo 8,25 (Siulgy
miske ir Nemirsetoje) iki 17,63 (Roky populiacijoje) (25 lentelé). Sis skai¢ius
stipriai ir statistiSkai patikimai koreliavo su tirty individy skai¢iumi (r=0,957,
p=0,001). RAPD fenotipu dalis labiau atspindi jvairiose populiacijose stebéta
ju skaiciy. Zokniy populiacijoje skirtingi RAPD fenotipai sudar¢ tik 65,9% nuo
bendro fenotipy skaiciaus, o Nemirsetoje — 91,67%, Anaiciuose — 91,25%.
Paprastosios avietés populiacijose nustatyta nedaug specifiniu RAPD lokusy,
kurie biity budingi tik vienai populiacijai, taciau keletas tokiy lokusy buvo
aptikta (25 lentel¢). Daugiausia specifiniu RAPD lokusy (9) gauta su 470-8

pradmeniu.

25 lentelé. RAPD lokusai ir skirtingi RAPD fenotipai paprastosios avietés

populiacijose
Tirty Lokusai
Populiaciia | aucal _ Specifiniai (pradmuo, Skirtingi RAPD fenotipai
p y gal . . [Polimor- -
skaidius Visi iniai lokuso dydis, bp)
0' 1° Vidurkis® | Dalis, %"
Juodkranté 20 90 77 16,88+3,14 | 84,38+15,68
Séta 20 91 78 17,2543,20 | 86,25+15,98
Vilkiautinis 20 89 74 16,00+3,55 | 80,00+17,73
Vilnius 19 91 76 15,754+3,14 | 82,89+17,96
Ilgiai 10 85 70 9,00+1,69 | 90,00+16,90
Salos 470-81000, | MP4 59
10 86 73 470-8 500, 9,00+1,41 | 90,00+14,14
Prienai 19 89 74 16,25+3,01 | 85,53+15,85
Linkuva 18 92 73 13,38+3,66 | 74,31+£20,34
Dieveniskés 270-17, 270-60s0,
20 91 70 380-61700 470-8,500 14,754+3,69 | 73,75+18,47
Kurtuvénai 19 88 76 16,88+2,10 | 88,82+11,05
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25

lentelés tesinys

Baltoji Vok¢[ 19 92 76 15,88+3,72 | 83,55+19,58
Melekonys | 20 91 76 | 470-830, 16,25+3,41 | 81,25+17,06
) 470-87¢0
Svarcgiris 17 95 84 14,25+1,91 | 83,82+11,23
Zokniai 22 90 68 | 380-61300 | 470-8ss0 | 14,50+3,82 | 65,91+17,35
Margiai 10 82 64 | 380-61000 8,25+1,75 | 82,50+17,53
Siulgos 10 80 64 | Plgyo MP4,75 | 9,00+£1,31 | 90,00+13,09
Nemirseta 9 88 67 380-31300, | 8,25+1,16 | 91,67+12,94
MP4,000
Anaidiai 10 88 71 | MP4gs 9,13+0,83 | 91,25+8,35
Rokai 23 89 81 | 270-69p0, 17,63+4,44 | 76,63+19,30
470-8gs0
Vidurkis | 735,05 13,59+3,53 | 83,29+6,87

' — nulinis alelis, © — monomorfinis, populiacijai biidingas zymuo, > — skirtingy RAPD
fenotipy vidurkis populiacijoje, nustatytas su astuoniais pradmenimis, 4
RAPD fenotipy dalis, tenkanti populiacijos individams

— skirtingy

Buvo apskai€iuotos pagrindiniy populiacijos rodikliy tarpusavio

koreliacijos. Gauta Zymi neigiama koreliacija tarp skirtingy RAPD fenotipy

dalies ir tirty individy skaiciaus (r=0,689, p=0,001) bei koreliacija tarp

skirtingy RAPD fenotipy dalies ir vidutinio genetinio atstumo tarp augaly
populiacijoje (r=0,720, p=0,001) (19 pav., 26 lentel¢).

26 lentelé. Paprastosios avietés pagrindiniy populiaciju rodikliy tarpusavio

Pearson‘o koreliacijos

Populiacijos o
rodiklis N P, % ne h ! GDy
0,606
0, b
P, % p=0,006
N 0,464 0,798
¢ p=0,045 p=0,001
h 0,490 0,860 0,988
p=0,033 p=0,001 | p=0,001
I 0,506 0,895 0,974 0,997
p=0,027 p=0,001 | p=0,001 | p=0,001
GD -0,362 0,290 0,132 0,202 0,234
i p=0,128 p=0,228 | p=0,590 | p=0,408| p=0,334
Skirtingu RAPD|  -0,682 -0,068 0,078 0,092 0,086 0,720
fenotipy dalis p=0,001 p=0,782 | p=0,751 | p=0,707| p=0,726 p=0,001

paryskintos statistiskai patikimos koreliacijos, p<0,05, N — tirty individy skaiCius, P —
polimorfizmas, n. — efektyviy aleliy skaicius, h — Nei geny jvairove, I — Shannon’o
informacinis indeksas, GDy, — vid. genetinis atstumas tarp augaly populiacijoje
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Tirty individy skai¢ius =56,947 - 0,4847 * Skirtingy RAPD fenotipy dalis
r=-0,6819
24

22+ o

20

18t

16

14+

Tirty individy skaiéius

12t

10 o o o

64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
Skirtingy RAPD fenotipy dalis

Vid. genetinis atstumas tarp augaly populiacijoje =-0,0305 +0,00357 * Skirtingy RAPD fenotipy dalis
r=0,71989

0,34

0,32

0,30

0,28

0,26

0,24

0,22 t

Vid. genetinis atstumas tarp augaly populiacijoje

64 GI6 BIS 7I0 7I2 7I4 7I6 7I8 8IO 8I2 8I4 8I6 8I8 9IO 9I2 94

Skirtingy RAPD fenotipy dalis
19 pav. Koreliacija tarp tirty individy skaiciaus ir skirtingy RAPD fenotipu
dalies populiacijose (virSuje) bei tarp vidutinio genetinio atstumo tarp tirty

individy ir skirtingy RAPD fenotipy dalies populiacijose (apacioje)

Molekulinés genetinés jvairovés analizé parodé, kad pagrindiné
geneting¢ {vairové yra pasiskirs€iusi populiacijy viduje (27 lentel¢). [vairove
tarp populiacijy atspindinti @pr reikSme, apskaiciuota GenAlEx kompiuterine
programa, buvo 0,258 (p=0,001) ir artima PopGene kompiuterine programa

apskaic¢iuotam genetinés diferenciacijos koeficientui Ggr (0,297).
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27 lentelé. Paprastosios avietés molekuliné genetiné jvairove (AMOVA)

Genetiné Variacijos o )
o df SS MS % | Statistika | ReikSmé| p
[vairoveé komponentas

Tarp populiacijy| 18 | 1678,203| 93,234 4,811 26

Populiaciju
296 | 4094,285| 13,832 13,208 74 Dpr 0,258 | 0,001

viduje

df — laisvés laipsniai, SS — kvadratiniy nuokrypiu suma, MS — vidutinis kvadratinis

nuokrypis

2.3. Geografiniy veiksniy jtaka populiacijy genetinei jvairovei

Kai kurios geografiskai artimos populiacijos (Salos ir Ilgiai, jas skyre
50,49 km, GD=0,045), giulgq miSkas ir Margiy durpynas (keli Simtai metry,
GD=0,068), Nemirseta ir Anaiciai (2,13 km, GD=0,074), Vilkiautinis ir Prienai
(56,04 km, GD=0,088) buvo panaSios ir genetiSkai. Taciau kai kurios
geografiskai artimos populiacijos buvo genetigkai gana skirtingos: Séta ir
Rokai (19,40 km, GD=0,167), Vilniaus ir B. Vokés durpyno (17,01 km,
GD=0,139), Vilniaus ir Melekoniy miSko (17,01 km, GD=0,145), Linkuvos ir
Zokniy (40,85 km, GD=0,169), Kurtuvény ir Zokniy (27,37 km, GD=0,179).
Labiausiai geografiskai nutolusios buvo Dieveniskiy ir Nemirsetos (342,78 km,
GD=0,157) bei Dieveniskiy ir Anaiciy (340,93 km, GD=0,153), Nemirsetos ir
Margiu (327,14 km, GD=0,201), Nemirsetos ir Siulgq (327,14 km,
GD=0,241), Anaiciy ir Margiuy (325,45 km, GD=0,241), Anaiciy ir Siulgq
(325,45 km, GD=0,204), Dieveniskiy ir Juodkrantés (323,05 km, GD=0,217)
populiacijos. Atstumai tarp tirty paprastosios avietés populiaciju pateikti 9
lentel¢je Priede.

Koreliaciné analize¢ parode, kad didéjant geografiniams atstumams tarp
paprastosios avietés populiacijy, didéja ir Nei genetiniai atstumai (r=0,232,

p=0,002) (20 pav.).
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Nei genetinis atstumas =0,15905 + 0,12E-3 * geografinis atstumas
r=0,23235

0,30
0,28 | g o
0,26 |
0,24 |
0,22 |
0,20 |
0,18 |
0,16 |
0,14 |
0,12 |
0,10 |
0,08 | ° o
0,06 |
0,04 | °

0,02 : - : : - - : -
50 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Nei genetinis atstumas

Geografinis atstumas

20 pav. Koreliacija tarp paprastosios avietés populiacijy geografiniy ir Nei

genetiniy atstumy

Geografiniai atstumai tarp tirty paprastosios avietés populiacijy
Lietuvoje svyravo nuo keliy §Simty metry (tarp B. Vokés ir Melekoniy, Margiy
ir Siulgy) iki 343 km tarp Dieveniskiy ir Nemirsetos populiaciju. Suskirs¢ius
tirtas populiacijas pagal atstumus tarp ju 1 7 grupes kas 50 km, matyti, kad
genetiniai atstumai tarp populiaciju didéja, did¢jant geografiniams atstumams
tarp ju (21 pav.).

0,250 -

0,200 -|

0,150

0,100 |

Nei genetinis atstumas

0,050 -|

0,000 T T T T T 1
iki 50 51-100  101-150 151-200 201-250 251-300 301-350

Geografinis atstumas, km

21 pav. Paprastosios avietés tirty populiaciju genetiniy ir geografiniy atstumy

priklausomybé
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2.4. Skirtingy klimato salygy jtaka paprastosios avietés genetinei jvairovei

Lietuva nepasizymi dideliais klimato rodikliy svyravimais, taciau dél
tam tikry prieZas€iy (reljefo ypatybiy, miSky masyvy ir ezery salygojamo
mikroklimato, vakarinius Salies krantus skalaujancios juros) ir tokioje palyginti
nedidel¢je teritorijoje galima iSskirti keturis klimatinius rajonus: Pajirio,
Zemaidiy, Vidurio Zemumos ir Pietry¢iy auk$tumy. Pagal tinkamas augalams
augti salygas Lietuva skirstoma i 3 agroklimatinius rajonus ir kelis smulkesnius

parajonius (Bukantis, 1994) (22 pav.).
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22 pav. Lietuvos agroklimatiniai rajonai ir porajoniai (pagal Bukanti, 1994)

Molekulinés genetinés ivairoveés analizé (AMOVA) parode, kad 19-os
paprastosios avietés populiacijy genetin¢ diferenciacija — 23%, o pagrindiné
genetiné jvairove pasiskirsciusi tarp individy populiacijy viduje (23 pav., 28

lentelé).
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Tarp

populiacijy
regionuose
23% Tarp individy
populiacijose
74%
Tarp regiony

3%
23 pav. Molekulinés genetinés jvairovés pasiskirstymas paprastosios avietés
populiacijose

Suskirscius tirtas paprastosios avietés populiacijas pagal agroklimatinius
rajonus ir atlikus AMOVA analiz¢, buvo nustatyta nedidele, statistiSkai

patikima diferenciacija (Pr1=3%, p=0,001) tarp agroklimatiniy rajony.

28 lentelé. Paprastosios avietés molekuliné genetiné jvairove (AMOVA)

) Variacijos o _

[vairoveé df SS MS % | Statistika | ReikSmé p
komponentas

Tarp regiony 7 | 775,881 | 110,840 0,619 3 Drr 0,033 | 0,001
Tarp populiacijuy

] 11 | 902,322 | 82,029 4,274 23 Dpr 0,236 | 0,001
regionuose
Tarp individy

o 296 | 4094,286| 13,832 13,832 74 Opr 0,261 | 0,001
populiacijose

df — laisvés laipsniai, SS — kvadratiniy nuokrypiy suma, MS — vidutinis kvadratinis
nuokrypis

Atsizvelgdami { Siuos rezultatus bei literatiiroje pateiktus kai kuriy
autoriy duomenis (Steiner, Garcia de los Santos, 2001; Graham ir kt., 2003;
Owuor ir kt., 2003), mes tyréme genetines ivairoves priklausomybe nuo kai
kuriy klimato rodikliy: krituliy kiekio jvairiais sezonais, metinio krituliy
kiekio, vidutinés oro temperatiiros ivairiais mety laikais ir vidutinés metinés
temperattiros. Kiekviena populiacija buvo priskirta arciausiai esanciai

meteorologinei stociai ir apskaiCiuotos koreliacijos tarp nustatyty genetiniy
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rodikliy ir daugiameciy meteorologinése stotyse uzregistruoty klimato rodikliy
(10 1r 11 lenteles Priede). Gautos statistiSkai patikimos koreliacijos tarp kai
kuriy populiacijy genetinés ivairovés rodikliy (efektyvaus aleliy skaiciaus ir

skirtingy RAPD fenotipy dalies) ir klimato rodikliy (29 lentelé).

29 lentelé. Paprastosios avietés populiaciju kai kuriy genetinés ivairovés

rodikliy koreliacijos su klimato rodikliais

Klimato | Temperatiira Krituliy kiekis
rodiklis
Geneti i ¥ i ol X
Liepos Vasara Gruodzio| SausigVasario Jiema Kovo| Rugséjo RuduoMetinis

nes 1va1.ro' mén. mén. mén.| mén. meén. meén.
vés rodiklis

Efektyviy ale-| 0,481 | 0,483
liy skaic¢ius  p=0,04 p=0,04

;ﬁgggfgnoﬁ_ 0,565 | 0,642 | 0,467 [0,631 | 0,519 | 0,480 | 0,460 | 0,582
" datis p=0,01 p=0,001p=0,04 p=0,01 p=0,02 | p=0,04 | p=0,05 p=0,01

Koreliaciné analiz¢ parode, kad efektyviuy aleliy skaiciui didesng itaka
tur¢jo vasaros vidutiné temperatiira. Krituliy kiekis rudeni, Ziemos ménesiais ir
bendras ziemos krituliy kiekis ypa¢ svarbus skirtingy RAPD fenotipy daliai

populiacijoje.

2.5. Genetinés jvairovés populiacijose priklausomybé nuo atstumo tarp
rinkty augaly ir imties dydzZio

Tirtose paprastosios avietés populiacijose imties dydis svyravo nuo 9
(Nemirseta) iki 23 (Rokai) augaly (25 lentel¢). Polimorfizmas, efektyviy aleliy
skaiCius, polimorfiniy lokusy skai€ius, Nei geny jvairové, Shannon‘o indeksas
patikimai teigiamai koreliavo su imties dydziu, o skirtingu RAPD fenotipy
skaiCius populiacijose patikimai neigiamai koreliavo su imties dydziu (r=—
0,682, p=0,001) (26 lentel¢).

Paprastoji aviet¢ — jvairiose augavietése sutinkamas augalas. Augimo
salygos (skirtingos dirvozemio savybés, apSvietimas, drégmes ir temperatiiros

rezimas) konkreCioje augavietéje gali jvairiai kisti. Paprastosios avietés
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populiacijos paprastai yra fragmentuotos, todél ir miisy darbe skyrési atstumai
tarp tyrimams rinkty augaly ivairiose populiacijose. Populiacijose, kuriose
buvo palyginti vienodos salygos ir augalai nebuvo atskirti jvairiais
geografiniais barjerais, augalai buvo renkami mazdaug kas 50-100 metry.
Pagal augavietés vientisuma visas tirtas populiacijas galima iSskirti | dvi
grupes:

1) populiacijos, kur paprastosios avietés individai augo palyginti
panasiomis ekologinémis salygomis ir buvo surinkti gana panaSiais atstumais
tarp atskiry individy Siai grupei mes priskyréme 13 populiacijy: Juodkrantés,
Vilniaus, Saly, Prieny, Dieveniskiy, Baltosios Vokés, Melekoniy, Zokniy,
Margiy, §iulgq, Nemirseto, Anaiciy, Rokuy;

2) populiacijos, kur augalai augo gana skirtingomis ekologinémis
salygomis, rinkimo taSkai buvo atskirti {vairiais barjerais, atstumai tarp augaly
ivairavo. Siai grupei priskyréeme Sétos, Vilkiautinio, Ilgiy, Linkuvos, Kurtuvény
ir Svarcgirio populiacijas.

Norédami isitikinti, kad misy tirty paprastosios avietés populiacijy
genetiniams rodikliams netur¢jo reikSmés skirtingos imtys, kiekvienoje
populiacijoje suvienodinome individy skai¢iy — palikome po deSimt individy ir
vienodos imties populiacijose vel apskaiCiavome genetinés ivairovés rodiklius
(30 lentele).

Vienodos imties populiacijose vidutinés genetiniy rodikliy vertés buvo
Siek tiek mazesnés, lyginant su pradinémis, kurios buvo apskai¢iuotos jvairios
imties populiacijose (24 lentel¢). Didziausiomis genetinés jvairoves rodikliais
pasizyméjusi Svarcgirio populiacija ir po imties sumaZinimo i§saugojo
didziausias reikSmes. Roky populiacija taip pat iSsaugojo dideles polimorfizmo
ir stebéty aleliy reikSmes. Maziausia genetine jvairove prie$ populiaciju im¢iy
suvienodinima pasizyméjo Margiy ir Siulgy populiacijos, o vienodos imties
populiaciju tarpe — Dieveniskiy populiacija. Efektyviuy aleliy skaicius ir Nei

geny jvairove i§liko maziausi Margiy populiacijoje.
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30 lentelé. Pagrindiniai genetiniai parametrai, apskai¢iuoti vienodos imties

paprastosios avietés populiacijose

Populiacija P, proc. n, ne h I
Juodkranteé 71,88 1,719+£0,452 | 1,467+0,375 | 0,270£0,195 | 0,340£0,275
Séta 76,04 1,760+0,429 | 1,499+0,390 | 0,282+0,198 | 0,416+0,274
Vilkiautinis 65,62 1,656+0,478 | 1,383%£0,378 | 0,224+0,199 | 0,336£0,281
Vilnius 72,92 1,729+0,447 | 1,473£0,383 | 0,271+0,199 | 0,340+0,278
Ilgiai 72,92 1,729+0,447 | 1,469+0,391 | 0,267+0,201 | 0,395+0,279
Salos 76,04 1,760+0,429 | 1,436+0,358 | 0,259+0,186 | 0,390%0,260
Prienai 69,79 1,698+0,462 | 1,450+0,390 | 0,257+0,203 | 0,380%0,285
Linkuva 73,96 1,740£0,441 | 1,474£0,385 | 0,271£0,198 | 0,401£0,276
Dieveniskés 61,46 1,615+0,489 | 1,389+0,406 | 0,220+0,210 | 0,326£0,295
Kurtuvénai 75,00 1,750+0,435 | 1,420+0,345 | 0,252+0,184 | 0,382+0,259
Baltoji Voke 69,79 1,698+0,462 | 1,423£0,366 | 0,248+0,196 | 0,370+0,277
Melekonys 73,96 1,740+0,441 | 1,45240,374 | 0,262+0,195 | 0,391%0,272
Svarcgiris 78,12 1,781+£0,416 | 1,525+0,386 | 0,296+0,195 | 0,436%0,268
Zokniai 64,58 1,646+0,481 | 1,395+0,370 | 0,232+0,197 | 0,347£0,281
Margiai 66,67 1,667+0,474 | 1,385+0,375 | 0,226+0,196 | 0,341%0,277
Siulgos 66,67 1,667+0,474 | 1,395+0,384 | 0,229+0,202 | 0,343£0,283
Nemirseta* 69,79 1,698+0,462 | 1,405+0,361 | 0,240+0,191 | 0,362+0,270
Anaiciai 73,96 1,740+0,441 | 1,444+0,368 | 0,260%0,191 | 0,390+0,268
Rokai 77,08 1,771£0,423 | 1,45440,373 | 0,264+0,193 | 0,395+0,266

Vidurkis | 71,38 | 1,710+£0,047 | 1,440+0,040 | 0,250+0,010 | 0,380+0,030
189 individai 2,00 1,654+0,270 | 0,378+£0,112 | 0,559+0,130

* Nemirsetoje tirti 9 individai;
P — polimorfizmas, n, — stebimy aleliy skaicius; n. — efektyviy aleliy skaicius; h — Nei
geny ivairové; I — Shannon‘o informacinio indekso reik§mé

2.6. Skirtingomis ekologinémis salygomis auganciy paprastosios avietés
populiacijy genetinés jvairovés palyginimas
Mus labiausiai domino netoli viena kitos lokalizuoty, taciau skirtingomis

ekogeografinémis salygomis auganciy paprastosios avietés populiacijy
genetiniy rodikliy palyginimas. Tokios yra Baltosios Vokés (durpynas) ir
Melekoniy (pusynas), Margiy (uzaugantis durpynas) ir Siulgy (misrus miskas),
Nemirsetos (kopose augantys krimynai) ir Anai¢iy poligono teritorijos
populiacijos.

1. Baltosios Vokes durpyna nuo Melekoniy misko skyr¢ apie 100 m

proskyna, kuria eina pravaziuojamas kelias (24 pav.). Nepriklausomai nuo
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nedidelio geografinio atstumo tarp abieju populiacijy, abiejose radavietése
labai skyrési ekologinés mikroklimato salygos. Baltosios Vokés durpyne
augalai auga gerai apSviestuose sausumos ploteliuose, kuriuos skyria atviro
vandens telkinukai. Melekoniy miSke vyrauja tankiai augantys spygliuo€iai

(paprastoji puSis su kadagiu), kurie sudaro pavési; paprastosios avietés

augalams.

24 pav. Paprastosios avietés Baltosios Vokés durpyno (D) ir Melekoniy misko
(M) populiacijos. Zemélapio mastelis: 1:50000

D¢l nevienodo apSvietimo ir mikroklimato, Baltosios Vokeés durpyno
avietés zydi ir dera anks¢iau nei Melekoniy misko populiacijos avietés. Skiriasi
ir Siy populiacijy aukstis vir§ jiiros lygio: Baltosios Vokés durpynas yra
vidutiniSkai 124 m, Melekoniy miskas — 142 m.

Genetinio panasumo dendrogramoje matyti, kad abieju populiacijy

individai ryskiai genetiSkai skyrési ir suformavo dvi atskiras sankaupas (25

pav.).
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25 pav. Paprastosios avietés Baltosios Vokés ir Melekoniy populiacijy
individy genetinio panaSumo UPGMA dendrograma. Skal¢ virSuje — Nei ir Li

genetinis atstumas, nustatytas palyginus individy RAPD fenotipus

Baltosios Vokés durpyno avietés populiacijoje tarp tirty augaly nustatyti
didesni genetiniai atstumai (GDy,) palyginti su Melekoniy miSko populiacija
(31 lentele). Abiejose populiacijose nustatytas toks pats DNR polimorfizmas
(79,17%), nors kiti rodikliai Siek tiek skyrési — Melekoniy miSko augaluose
efektyviy aleliy skaicius, Nei geny ivairove ir Shannon‘o indeksas buvo Siek
tiek didesni palyginti su durpyno augalais (31 lentel¢). Durpyno populiacijos
individuose buvo nustatyta 83,55% skirtingy RAPD fenotipy, Melekoniy
miSko augaluose Siek tiek maziau — 81,25%. Aptikta nemazai specifiniy
tirtoms populiacijoms lokusy, pagal kuriuos galima atskirti Melekoniy misko

populiacijos augalus nuo durpyno augaly. Molekulinés genetinés ivairovés
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analiz¢ (AMOVA) parodé¢ 20% geneting diferenciacija tarp abieju Siy
populiacijy. Principiniy koordinaciy analizé parode, kad Siy dviejy populiacijy

augalai dvimatéje koordinaciy erdveje sudaro visiSkai skirtingas sankaupas (26

pav.).
[ ]
Melgkonvs ¢
[ ] L 2 .. .
~ = . Baltoiji Voké
3| L L * oo *
g u =
2 - : ] s &, - 3
n .
(] *» ¢
[ ]
S
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26 pav. Baltosios Vokés ir Melekoniy populiaciju individy principiné

koordinaciy analizé

2. Margiy durpynas beveik neapribotas nuo Siulgu misko jokiais
mikroklimatiniais ir fiziniais barjerais (27 pav.). Augalai buvo renkami
durpyne, kuris uzauga kriimynais ir jaunais medeliais bei Salia auganciame
spygliuo¢iy miske. Nezymiai skiriasi tirty populiacijy aukstis vir§ juros lygio:

durpyno — 165,2 m, misko — 173,5 m.
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27 pav. Paprastosms avietes Margiy durpyno (D) ir Siulgy misko (M)

populiacijos. Zemélapio mastelis: 1:50000

Dendrogramoje (28 pav.) matyti, kad abiejy populiacijy augalai
nesudaro grieztai apriboty sankaupy, tac¢iau bendroje visy tirty paprastosios
avietés populiaciju medyje (17 pav.) jos abi sudaro atskira sankaupa.

Abiejose populiacijose nustatytas panaSus genetinis atstumas (GDyy):
tarp Margiy durpyno augaly — 0,275, Siulgy misko — 0,270. Siulgy misko
populiacijoje genetiniai atstumai svyravo Siek tiek daugiau (nuo 0,120 iki
0,356), o Margiy durpyno augalai buvo genetisSkai panaSesni (31 lentel¢).

Siy populiacijy genetiné jvairové buvo maziausia i§ visy devyniolikos
tirty paprastosios avietés populiacijy (24 lentel¢). Tai galbiit léemé nedidelés
tirtos teritorjjos ir nedidelés populiacijos imtys (po 10 augaly i§ abiejy
populiaciju). Molekulinés genetinés ivairovés analizé (AMOVA) parodé 8%
genetine diferenciacija tarp abiejuy $iy populiaciju. Siose populiacijose
nustatyty RAPD fenotipy skai¢ius skyrési nedaug: Siulgy misko populiacijoje
nustatyta 90%, o Margiy durpyno populiacijoje — 82,5% skirtingu RAPD
fenotipu (31 lentelé).
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28 pav. Paprastosios avietés Margiy durpyno ir Siulgy misko populiacijy
individy genetinio panaSumo UPGMA dendrograma. Skalé virSuje — Nei ir Li

genetinis atstumas, nustatytas palyginus individy RAPD fenotipus

3. Nemirsetos ir Anaiciy populiacijas skyré dvieju kilometry atstumas.
Nemirsetos populiacijos atstovai rinkti kopose auganciose kriimynuose, o
Anai¢iy — karinio poligono teritorijoje, kurioje daug ivairesnés ekologinés
salygos ir zymils Zmogaus veiklos padariniai (29 pav.). Kaip matyti i$
dendrogramos (30 pav.), abiejy tirty populiaciju augalai nesigrupavo grieztai {
atskiras sankaupas. Bendrame visy tirty paprastosios avietés populiacijy
genetinio giminingumo medyje Nemirsetos bei Anai¢iy populiacijos yra greta
viena kitos ir sudaro bendra sankaupa (17 pav.). Be to, matyti, kad Sios
populiacijos genetiSkai panaSios ir 1 kita pajlrio paprastosios avietés
populiacija Juodkrantéje.

Molekulinés genetinés jvairovés analizé (AMOVA) parodé 3% geneting

diferenciacija tarp Nemirsetos ir Anai¢iy populiacijy.
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29 pav. Paprastosios avietés Nemirsetos kopu (K) ir Anai¢iy karinio poligono

A

(P) populiacijos. Zemélapio mastelis: 1:50000

Nemirsetos populiacijoje aptikta 91,67% RAPD fenotipy, panaSiai kaip
ir Anai¢iy populiacijoje — 91,25%. Nustatyti ir specifiniai lokusai, skiriantys

Sias populiacijas vieng nuo kitos (31 lentele).
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30 pav. Paprastosios avietés Nemirsetos kopy ir Anaiciy poligono populiacijy
individy genetinio panaSumo UPGMA dendrograma. Skal¢ virSuje — Nei ir Li

genetinis atstumas, nustatytas palyginus tirty individu RAPD fenotipus
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31 lentelé. Paprastosios avietés populiacijy, auganciy skirtingomis ekologinémis salygomis, palyginimas

Populiacija N . % . o
Baltoji Voké Melekonys Margiai Siulgos Nemirseta Anaiciai
Rodiklis
Atstumas ~100 metry 300—400 metry 2,13 km
AMOVA 20% 8% 3%
Genetinis atstu-
0,129 0,068 0,074
mas pagal Nei
GDyy (min.; 0,275 (0,151; 0,270 (0,129; 0,306 (0,162;
0,271 (0,073; 0,368) 0,246 (0,123, 0,423) 0,260 (0,157; 0,340)
maks.) 0,409) 0,356) 0,419)
P, % 79,17 79,17 66,67 66,67 69,79 73,96
ne 1,439 1,478 1,385 1,395 1,405 1,444
h 0,261 0,276 0,226 0,229 0,240 0,260
I 0,393 0,412 0,341 0,343 0,362 0,390
Skirtingy RAPD
83,55+19,58 81,25+17,06 82,50+17,53 90,00+13,09 91,67+12,94 91,25+8,35
fenotipy dalis
270-6,200 (0), 270153, | 270-6529 (1), 380-3510, 650> 700, | 270-6829 (1), 380-9 270-6629 (0), PLggo| 270-672 (0), 380- 270-6,200, 1700 (0),
Speciﬁniai 620 (1)a 6405 750 (O)a 760 (l)a 380'92230 (1)’ 470_8700 2230 (1)a 270'11100 (0) 383032100 (1)a 380'9850 MP4650 (0)3 P1820 (1)
| MPdsy (1), Plsgo, 720, | (0, 1500 (0), 3100 (1), 270-1550, | (1), 380-61300 (1) (1), 270-1500 (0),
RAPD lokusai
820 (1), 380-61250, 1300 | 680,720 (0), 1100 (1), 380-6,309 MP4,009 (1), P1,600 (0),
0) (D 2000 (1), 380-6600 (1)

GDyy (min.; maks.) — genetinis atstumas populiacijoje tarp augaly (maziausias, didZiausias), P — polimorfizmas, n. — efektyviy aleliy
skaicius, h — Nei geny jvairove¢, I — Shannon‘o informacinis indeksas, (1) — populiacijai specifiniai aleliai, (0) —nuliniai aleliai
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IV.REZULTATU APTARIMAS

1. Genetinés jvairovés tyrimas paprastosios avietés kolekcijoje

Genetinés kolekcijos pavyzdZziy genotipavimas ir genetinés jvairovés
jvertinimas RAPD metodu. Genetinés medziagos apibiidinimas yra svarbi
grandis, jungianti augaly genetiniy iStekliy iSsaugojima ir ju panaudojima
(Bretting, Widrlechner, 1995). Molekuliniy Zymeny metodo pasirinkima lemia
poreikiai ir galimybés. Jis turi biiti greitas, patikimas, nebrangus, techniskai
nesudétingas, informatyvus, t.y. leidziantis atskirti ir iSanalizuoti didelj skai¢iy
genotipy. Siuos kriterijus ir tenkina RAPD metodas (Williams ir kt., 1990),
todél jis placiai naudojamas pradiniame kolekciju genetinio vertinimo etape
(Bretting, Widrlechner, 1995; Divaret ir kt., 1999; Gustine ir kt., 2002;
Zvingila ir kt, 2002). Metodas patogus dar ir tuo, kad nereikalauja
informacijos apie tiriamos rusies genomo nukleotidy seka. Tyrimy efektyvuma
lemia pradmeny pasirinkimas. Pastarieji — dazniausiai 10 bp ilgio
oligonukleotidai. Pagrindiniai RAPD Zymenuy trikumai — dominuojantis ju
paveld¢jimo pobudis ir priklausomybé nuo reakcijos salygy (Chen ir kt., 1997;
Jones ir kt., 1997). Gana daznai genetiniy iStekliy jvertinimui naudojama
dviejy ar daugiau zymeny kombinacija. Siame darbe paprastosios avietés
genetinés kolekcijos jvairovei tirti buvo naudojami DNR ir morfologiniai
Zymenys.

Genotipuojant kolekcijos pavyzdzius molekuliniy Zymeny metodais,
labai svarbu sudaryti toki pradmeny rinkini, su kuriuo bty galima atskirti kuo
daugiau skirtingy genotipy. Pradmeny rinkinio dydi lemia tiriamojo objekto
polimorfizmas ir tiriamy pavyzdziy skaicius.

Turkijos mokslininkai, tirdami séjamojo meliono (Cucumis melo) 56
vietiniy ir 23 kity Saliy genotipu geneting (vairovg RAPD metodu, naudojo 33
pradmenis, su kuriais buvo gauti 109 RAPD zymenys (Sensoy ir kt., 2007).
Tiriant gausia europinio alyvmedzio (Olea europaea) geneting kolekcija (123

kolekcijos pavyzdziai, 1§ viso 497 medziai), buvo naudoti tik 4 pradmenys, su
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kuriais gauti 32 RAPD Zymenys. Siy Zymeny pagalba gauta 114 RAPD
fenotipy. Gautieji RAPD Zymenys po to buvo naudojami SSR analizéje
(Khadari ir kt., 2003). Tiriant 55 augalus i§ dygliuotojo Saltalankio (Hippophae
rhamnoides) genetinés kolekcijos, buvo pasirinktas 8 pradmeny rinkinys.
Atlikus RAPD analiz¢ su S§iais pradmenimis, gauti 63 polimorfiniai RAPD
zymenys (Bartish ir kt., 2000).

Siuo metu VU Botanikos sode saugomoje paprastosios avietés
kolekcijoje yra daugiau nei Simtas skirtingy genetiniy pavyzdziy i§ visos
Lietuvos ir kai kuriy kaimyniniy S$aliy. Nattraliai gamtoje augancios
paprastosios avietés genetiniai iStekliai Lietuvoje iki Siol nebuvo tirti
molekuliniy zymenuy metodais, todél pradiniame tyrimuy etape buvo atlikta
pradmeny atranka su nedideliu kolekcijos pavyzdziuy kiekiu. Miisu darbe
paprastosios avietés genetinés kolekcijos 20 pavyzdziy buvo tiriami, naudojant
36 pradmenimis. Atlikus RAPD analize¢, gauti 284 amplifikacijos produktai, i§
kuriy 228 buvo polimorfiski (polimorfizmas buvo 80,64+16,74%). Gauti 24
specifiniai Zymenys, kurie gali biti naudojami individualiems genotipams
atskirti. ApskaiCiuoti Nei ir Li genetiniai atstumai svyravo nuo 0,28 iki 0,51,
vidutinis genetinis atstumas 20—yje kolekcijos pavyzdziy buvo 0,40+0,04.

Paaiskéjus, kad paprastoji aviet¢ yra labai polimorfiSkas augalas,
didesniam kolekcijos individy kiekiui genotipuoti mes pasirinkome mazesni
pradmeny kieki — SeSis. Naudodami $iuos pradmenis, genotipavome dar 29
kolekcijos pavyzdzius. Atlikus visu 49-iuy paprastosios avietés pavyzdziy
RAPD analizg, gauti 63 RAPD lokusai, i§ kuriy 48 buvo polimorfiski. DNR
polimorfizmas tirty pavyzdziy grupéje buvo 77,8319,15%. Nei ir Li genetiniai
atstumai Siuose pavyzdziuose svyravo nuo 0,10 iki 0,49, vidutinis genetinis
atstumas — 0,2810,06.

Bulgary mokslininkai, tirdami Bulgarijos paprastosios avietés genetinés
kolekcijos 28—iy varietety ir elitiniy linijy gimininguma RAPD metodu
(naudojo 4 pradmenis, analizavo 56 polimorfinius lokusus), nustaté labai

panaSius (0,33+0,10) 1 miisy nustatytus genetinius atstumus tarp laukiniy
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avieciy genotipy (Badjakov ir kt., 2006). DNR polimorfizmas taip pat buvo
panaSus — 87,5%. Autoriai paZymi, jog Siuo metu auginamos populiariausios
aviec€iy veislés yra kilusios i§ penkiy pradiniy veisliy ir dél selekcijos genetiSkai
supanas¢jusios. Toki dideli genetini atstuma tarp tirty 14 veisliy galima
paaiskinti tik maza imtimi. Misu tyrimuose vidutinis genetinis atstumas tarp
20—ies tirty kolekcijos pavyzdziy buvo net 0,40, o iStyrus didesni kolekcijos
pavyzdziy skaiciy, vidutinis genetinis atstumas buvo mazesnis (0,28).

Taigi, naudojant SeSiy pradmeny rinkinj (A3, MP4, 270-6, 380-3, 470-
8, 470-9), RAPD metodu buvo genotipuoti visi tirtieji 49 paprastosios avietés
pavyzdziai (42% visos genetinés kolekcijos). Kadangi nei su vienu tyrime
naudotu pradmeniu nebuvo gauta 100% skirtingu RAPD fenotipy, tai mes
atrinkome derinius po du pradmenis (470-8 ir 270-6, MP4 ir 270-6, MP4 ir
470-8, 470-9 ir 470-8), su kuriais galima identifikuoti visus tirtus paprastosios
avietés pavyzdzius. Su S$iais pradmeny deriniais biity galima genotipuoti ir
likusia paprastosios avietés kolekcijos dalj.

Panasaus pobiidZzio darbuose pazymima, kad vertingi kolekcijos
pavyzdziai yra tie, kuriuose aptikti individualiis RAPD lokusai, nes jie gali biiti
naudojami selekciniuose darbuose, ieSkant geny, koduojanciy retus poZymius
(Garkava—Gustavsson ir kt., 2005). Individualis lokusai taip pat palengvina
kolekcinio pavyzdzio identifikacija. Miusy darbe tiriant 20 kolekcijos
pavyzdziy, buvo gauti 24 genotipui specifiniai RAPD lokusai, o tiriant didesni
pavyzdziy skaiiy (49) su maZesniu pradmeny kiekiu, aptiktas tik vienas
genotipui specifinis RAPD lokusas.

Genetinés jvairovés jvertinimui naudojami jvairls genetiniy atstumy
skai¢iavimo metodai. Savo darbe mes naudojome genetinius atstumus,
apskai¢iuotus pagal Nei ir Li (1979). Si genetiniy atstumy skai¢iavimo biida
savo darbuose naudoja daug tyréju (Nanda ir kt., 2004; Graham ir kt., 1997,
Badjakov ir kt., 2006). Naudodami Nei ir Li genetinius atstumus, mes
nubraizéme tirty genotipy panaSumo dendrograma, lyginome juos su
morfologiniais bei geografiniais euklidiniais atstumais. Genetinius atstumus tarp

paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy apskai¢iavome ir kitais skai¢iavimo
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metodais: pagal Link (1995) ir naudojant paprastaji jungima (Sokal, Michener,
1958). Visais atvejais genetiniai atstumai, apskaiCiuoti paprastosios avietés
kolekcijos pavyzdziuose, patikimai koreliavo tarpusavyje.

Morfologiniy Zymeny panaudojimas paprastosios avietés kolekcijai
tirti. Morfologiniai pozymiai, nors ir priklauso nuo aplinkos salygu, augalo
individualios raidos, gana daznai naudojami genetinei {vairovei tirti.
Dazniausiai morfologiniai poZymiai biina patys pirmieji pozymiai, pagal
kuriuos augalai atrenkami | genetines kolekcijas. Yra augaly, kuriy
morfologiné ivairové biina netgi akivaizdesné¢ negu molekuliné. Karhu ir kt.,
tirdami paprastosios pusies populiaciju struktiira jvairiais molekuliniy Zymeny
metodais, nustaté labai silpna diferenciacija tarp puSies populiacijy, nors
morfologiSkai jos rySkiai skyrési (Karhu ir kt., 1996).

Paprastosios avietés kolekcijoje stebé¢jome ijvairius kiekybinius ir
kokybinius poZymius. Norédami isitikinti, kad morfologiniai pozymiai
nepriklauso nuo radavietés dirvozemio rodikliy ir ekologiniy salygu, juos
matavome kelis metus. IS daugelio stebéty pozymiy kolekcijos morfologiniam
aprasSymui ir jvertinimui buvo pasirinkta 13 kiekybiniy morfologiniy poZymiy.
Kokybiniai poZymiai (pvz., augalo lapy, stieby spalva, dygliuotumo,
plaukuotumo pobiidis) varijavo priklausomai nuo augalo vystymosi stadijos,
todeél i tyrima juy nejtraukéme. Penkeriy stebéjimo mety bégyje kolekcijoje buvo
pastebétas kai kuriyu morfologiniy pozymiu (lapy, virStininiu lapeliy dydzio)
»smulkéjimas®, primokany skai¢iaus didéjimas. Manoma, kad tam jtakos tur¢jo
kolekcijos priezitira: vegetacijos metu kelis kartus apariami tarpai tarp eiliy, taip
sudaromos salygos avietéms laisviau pléstis ir iSauginti daugiau stieby, kurie
1Sauga plonesni ir smulkesniais lapais. Kai kurie kolekcijos pavyzdziai buvo
1Sgenéjami, nes jie pozeminémis atZzalomis skverbési i kity pavyzdziy uzimamus
plotus, o i§genéti augalai kitais metais iSaugino stambesnius stiebus ir didesnius
lapus bei vaisius. Kaulavaisiy skaicius vaisiuose priklausé ir nuo klimato salygu
— sausa vasarg kaulavaisiy kiekis vaisiuje didéjo, taciau kaulavaisiai smulkéjo.
Esant palankiam drégmeés ir temperatiiros reZimui, vaisiai iSaugo stambesni,

grazesni, kaulavaisiy buvo maziau, ta¢iau jie sultingesni ir didesni.
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Apibendring keliy mety paprastosios avietés kolekcijos morfologinius
steb¢jimus, iSskyréme pavyzdzius, kurie pasizyme¢jo didesniais ar maZesniais
lapais, iSaugina aukStesnius ar Zemesnius florikanus. Stambesnius lapus
uzauginantys kolekcijos pavyzdziai JLOS, JL10, JL36, JL72 taip pat pasizymejo
ir aukStesniais florikanais, ir §iais pozymiais, matuojant juos kelis metus 1§ eilés,
iSsiskirdavo 1§ kity kolekcijos pavyzdziy. Stambiausi vaisiai buidingi kolekcijos
pavyzdziams JL32, JL35, JL45, SSO1. Smulkiausiais morfologiniais pozZymiais
iSsiskyré kolekcijos pavyzdziai JL13, JL15, JL19, JL39 ir JL54.

Laukinés avietés akivaizdziai morfologiskai skiriasi nuo kulttriniy.
Galimas dalykas, kad ir 1 paprastosios avietés kolekcija galéjo pakliiiti sulaukéje
kultiiriniai augalai. Kaip raSo Ryabova (2007), sulaukéjusias paprastosios
avietés formas galima atskirti, remiantis kai kuriais morfologiniais poZymiais:
kultiiriniy avieCiy virSiininiai lapeliai yra platesni, apvalesnés formos, nei
laukiniy. Laukinéms avietéms biidingi ilgesni sudétiniai lapai, virSiininiai ir
Soniniai lapeliai bei lapkociai. Placiais ovaliSkais virSiininiais lapais i$siskiria
kolekciniai pavyzdziai JL32 ir JL36, kuriy radavietés buvo netoli gyvenamuyju
namy, tod¢l galima manyti, kad Sie individai gali buti ,,pabége™ 1§ Zmogaus
auginamy avietyny.

Kolekcijos pavyzdys JLO1 1§ Lazdiju raj., Dusios iSsiskyre 1§ kity
kolekcijos pavyzdziy savo vaisiais, kurie prinoke subyra i atskirus kaulavaisius.
Tai nebudinga paprastajai avietei. Sis genotipas sudaré atskirg ataka ir pagal
Nei ir Li genetinius atstumus nubraizytose dendrogramose, tiek tiriant 20
kolekcijos pavyzdziy, tiek ir 49. Galbut platesni tyrimai kitais metodais padéty
i$siaiSkinti, ar tai néra paprastosios avietes hibridas su kita Rubus genties riiSimi.

Nemazai paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy iSsiskyré deréjimu du
kartus per sezona. 20052007 mety bégyje vienerius metus dukart per sezona
vaisius vedé¢ kolekcijos pavyzdziai: JLO1, JLOS, JLO8, JL12, JL15, JL22, JL33,
JL34, JL44, JL47, JL61, JL64, JL65, LBO1, LB02 IR SSO01; dvejus metus —
JLO2, JLO4, JLO6, JL14, JL16, JL42, JL45; o visus trejus metus — JL19
(Jurbarko raj., Lenk¢iai) ir JL20 (Kauno raj., Girionys). Paprastai tokia savybé

biidinga kultlirinéms avietéms ir ja naudojamasi iSvedant remontantines veisles.
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Jei laukinése avietése aptinkama $i ypatybe, tai tokie kolekcijos pavyzdziai gali
buti naudojami kaip genuy donorai selekcijoje.

Stebint paprastosios avietés fenologija lauko kolekcijoje, buvo pastebéta,
kad vienos avietés buvo ankstyvesnés uz kitas, pvz., kolekcijos pavyzdziai JL17
(Klaipédos raj., Nida), JL44 (Vilkaviskio raj., Gurbsilis) ir JL47 (Svencioniy
raj., Mociské) ankstyviausiai iSskleidé lapus, pradéjo Zydéti ir megzti vaisius.
Kolekcijos pavyzdziai JLO6 (Trakuy raj., Spindzius), JLO7 (Vilniaus raj.,
Kairénai), JLO9 (Panevézio raj., Ustron¢), JL23 (Vilniaus raj., Mazoji Kuosing),
atvirksciai, véliausiai iSskleidé lapus, pradéjo zydéti ir megzti vaisius. Anksti
vegetacija pradedantys augalai gali biiti patrauklis selekcininkams, taciau, 18
kitos pusés, tokie augalai Lietuvos salygomis gali nukentéti pavasariniy Salny
metu. PraktiSkiausia biity auginti tokias avietes, kurios pradeda skleisti lapus
veliau, o laikotarpis tarp lapy skleidimo ir Zydéjimo bty trumpas. Tokiomis
savybémis pasizymejo kolekcijos pavyzdziai JLO3, JL18, JL20, JL25, JL34,
JL39, JL41, JL42 ir SSO1.

Panasumo medis, gautas UPGMA klasteriy metodu, remiantis 13—os
morfologiniy poZymiy euklidiniais atstumais, gana vaizdZiai atspindi skirtumus
tarp paprastosios avietés genetinés kolekcijos pavyzdziy — individai, kuriy
morfologiniais pozymiy skaitinés reikSmés buvo didesnés, jungiasi { viena
grupeg, o individai, kuriy mazesnés — i kita. Skirtumai tarp iy abieju grupiy buvo
patikimi.

Molekuliniy ir morfologiniy Zymeny efektyvumo palyginimas. Jau
seniai pastebéta paprastosios avietés morfologiniy pozymiy ivairove.
Koreliacijas tarp morfologiniy pozymiu ir molekuliniais metodais gauty
genetiniy atstumy tyré Skoty mokslininkai. Dar 1964 metais Jennings
pastebéjo, kad paprastosios avietés pavyzdziai i§ skirtingu Skotijos vietoviy
skyrési morfologiskai. Augalai, kile i$ atSiauresniy vietoviy, kurios buvo ir
kalnuotos, pasiZymejo velesne vegetacija ir iSaugindavo Zemesnius stiebus su
trumpesniais tarpubambliais. Kalnuotose vietovése skiriasi temperatiira bei
véjuotumas, todél ten augantys augalai pasizymi létesne vegetacija, ju zZiedai

susiformuoja véliau. Morfologinius skirtumus tarp Siauriniy ir pietiniy
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paprastosios avietés populiaciju Skotijoje pastebéjo ir kita mokslininky grupé
(Marshall ir kt., 2001). Jie tyré augaly, auganciy natiiraliomis salygomis ir
perkelty 1 Siltnamius, morfologiniy pozymiy skirtumus. Avietés skyrési Siais
morfologiniais pozymiais: pirmamecio stiebo auk$ciu ir krimo architektura,
ziedy skaic¢iumi ant antramecio stiebo. Stiebo aukstis, skersmuo ir lapo plotas
koreliavo su radavieciy altitudémis ir priklaus¢ nuo geografiniy atstumy tarp
augaly. Avietés, augancios Zemesnése vietovése, auga tarp kity, vesliy ir
auksty augaly (dilgeliy, gervuogiy, ivairiy medziy séjinuky), todél jos stiebiasi
aukStyn (iSaugina aukStesnius stiebus). Avietés, augancios aukStesnése
vietovése, auga tarp Zoliniy augaly, kuriy vegetacijos periodas yra Zymiai
trumpesnis, jas nuolat veikia véjas ir apgrauzia gyviinai, todél jos ir auga
horizontaliai — plinta atzalomis. Kiti morfologiniai pozymiai koreliavo Siek tiek
silpniau (Marshall ir kt., 2001).

Lietuvoje reljefas vienodesnis negu Skotijoje. Misy tirty avietés
kolekcijos pavyzdziy radavieciy aukStis vir§ jiros lygio svyravo nuo 3 m
(JL17, Klaipédos raj., Nida) iki 262 m (JL23, Vilniaus raj., Mazoji Kuosing).
Savo darbe mes taip pat nustatéme patikima neigiama koreliacija tarp stiebo
aukscio ir radavietés aukscio virs juros lygio (r=—0,304, p=0,03).

Palyging savo darbe molekuliniy Zymeny pagalba gautus Nei ir Li
genetiniy atstumy ir morfologiniy pozymiy euklidiniy atstumy matricas,
negavome ju koreliacijos (r=0,073, p=0,01).

Ivairiuose panaSaus pobidzio darbuose, tiriant priklausomybe tarp
morfologiniy pozymiy ir genetiniy atstumy, gaunami prieStaringi rezultatai.
Vieny autoriy nuomone, RAPD metodu gali biiti aptinkama tokia
priklausomybé, kiti jos nenustaté. Sensoy ir kt. (2007), tirdami meliono
Cucumis melo geneting ivairovg RAPD metodu ir panaudoj¢ 61 morfologini
pozymi, nustaté patikima koreliacija tarp abieju pozymiy matricy (Nei
genetiniai ir morfologiniai euklidiniai atstumai koreliavo neigiamai, r=—0,40).

Wang ir kt. (2006), tirdami asuotés Stipa krylovii morfologing ir geneting
variacija, nerado priklausomybés tarp RAPD Zymeny ir 20-ies kiekybiniy

morfologiniy pozymiy, nors skirtingomis ekologinémis salygomis auganciuose

129



augaluose morfologiniai poZymiai pastebimai ivairavo. Mieziuose Hordeum
spontaneum, auganciuose skirtingomis ekologinémis salygomis, taip pat buvo
stebétas morfologiniy poZymiy variavimas ir regioninis pasiskirstymas, taciau
morfologiniy pozymiy koreliacijos su baltymy bei molekuliniy Zymeny genetine
tvairove negauta (Volis ir kt., 2005). Panasaus pobiidzio darbe, tiriant lelijos
Lilium longiflorum var. scabrum geneting ivairove¢ RAPD metodu ir naudojant
morfologinius pozymius, taip pat negauta patikimos koreliacijos tarp
molekuliniy ir morfologiniy Zymeny (Wen, Hsiao, 1999).

Tiriant melionui giminingo ilgmolitigio Lagenaria siceraria, kuris taip
pat pasizymi didele morfologiniu poZymiy jvairove, geneting {vairove jvairiose
Kenijos provincijose, nebuvo gauta koreliacijos tarp RAPD zZymeny ir
morfologiniy poZymiy, tafiau kartumu pasizyminciose ilgamoliligio veislése
nustaytos dvi specifinés RAPD juostos (Morimoto ir kt., 2006). Miisy darbe
SAS GENMOD metodu taip pat buvo nustatytas rySys tarp 12—os RAPD lokusy
aleliy ir morfologiniy pozymiy skaitiniy reikSmiy.

Kolekcijose, auginant augalus vienoje vietoje ir vienodomis lauko
salygomis, morfologiniy poZymiy steb¢jimas, matavimas ir vertinimas yra daug
laiko reikalaujantis procesas. Kolekciju ir gamtiniy populiacijy genetinés
Ivairovés vertinimas vien morfologiniais poZymiais yra abejotinas, nes augalo
morfologiniai poZzymiai per daug priklauso nuo aplinkos poky¢iy. Nors
daugelyje darbu ryskios koreliacijos tarp morfologiniy poZzymiy variacijos ir
molekuliniy Zymeny diferenciacijos paprastai nenustatoma, vis tik abiejy
metoduy derinys daznai naudojamas praktikoje (Wang ir kt., 2006; Johnson ir kt.,
2007; Khan ir kt., 2009).

Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziu morfologiniy pozymiy ir
molekuliniy Zymeny tyrimas puikiai papildo vienas kita. Panaudojus abu
metodus buvo parodyta didelé¢ genetiné ivairové kolekcijos imtyje.
Morfologiniy pozymiy steb&jimas ir matavimas augaly genetinése kolekcijose
turi praktinés reikSmés, nes leidzia jvertinti saugoma medziaga tikiniu poziiiriu.

Augavietés edafiniy savybiy jtakos RAPD polimorfizmui tyrimas.

Tiriant priklausomybg tarp avietés augavieciy dirvozemio savybiy ir 20—ies
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geriausiai iStirty kolekcijos pavyzdziy 230—-ies RAPD lokusy pasiskirstymo,
gauta Zymi neigiama koreliacija tarp dirvos rugStumo ir RAPD fenotipy
faktorinés analizés rezultaty (r=—0,65, p<0,01). Paprastosios avietés kolekcijos
pavyzdziy pradiniy augavieciy riigS§tumas svyravo nuo 3,05 (JL16) iki 7,71
(JL56).

Gauti rezultatai rodo, kad tirty individy augavietés ekologinés salygos
(dirvozemio riigStumas) galéjo turéti jtakos ju genetinei struktiirai.
Priklausomai nuo aplinkos, gamtinés atrankos poveikyje, Siuose individuose
isitvirtino atitinkami genetiniai lokusai. Sia tendencija iliustruoja ir trimatis

grafikas (31 pav.).
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31 pav. 20—ies paprastosios avietés genotipy pasiskirstymas, gautas principiniy
komponenciy analizés metodu priklausomai nuo polimorfiniy RAPD lokusy ir
augavietés dirvozemio pH. Skirtingi simboliai rodo skirtingu dirvoZzemio
rugstumu pasizymincius kolekcijos pavyzdzius: & — pH = 34, 0 — pH = 4-5,
o—pH=5-6,% —pH=6-7,12

Taciau tiriant ta pacia priklausomybe tarp 49—iy kolekcijos pavyzdziy
su zymiai mazesniu RAPD lokusy skai¢iumi (48), negauta jokios
priklausomybés tarp dirvoZzemio rodikliy ir RAPD pasiskirstymo désningumo.
Manome, kad tyrime su 49-iais kolekcijos pavyzdziais nebuvo itraukti

adaptaciniu pozitiriu svarbiis RAPD lokusai. Visgi, Siame tyrime buvo
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nustatyta kai kuriy RAPD lokusy pasiskirstymo tirtuose augaluose
priklausomybé nuo dirvozemio cheminiy savybiy (rigStumo, fosforo ir kalio
kiekio).

Susidome¢jimas molekuline adaptacijy prigimtimi ir DNR Zymeny
panaudojimas jy tyrimui yra aktualu. Iki Siol neatsakyta 1 pagrindini klausima,
kokiu mastu ir kaip koduojanti ir nekoduojanti augaly genomo dalys daro itaka
organizmy bei populiacijy prisitaikymui, ir kaip jas veikia gamtiné atranka.

Adaptyvi augaly DNR variacija tiriama naudojant ivairius DNR zZymeny
metodus: RAPD, SSR, AFLP, SNP, retrotranspozonus jvairiose organizmy
taksonominése grupése (Nevo, 2001). Sie tyrimai jtikinamai parodé, kad
aplinkos stresas ir ekologinés salygos veikia tiek koduojancia, tiek
nekoduojan¢ia genomo DNR. Aplinkos salyguy itaka DNR polimorfizmui
tvertinta RAPD metodu daugelyje augaly rasiu: pusSyse (Karhu ir kt., 1996),
laukiniuose mieziuose (Owuor ir kt., 1997; Owuor ir kt., 1999; Volis ir kt.,
2001), kvieCiuose (Fahima ir kt., 1999), fitolakose Phytolacca dodecandra
(Semagn 1ir kt, 2000), Yushania niitakayamensis (Hsao, Lee, 1999),
Schizachyrium scoparium (Huff ir kt., 1998). Daugelyje Siy tyrimuy buvo
nustatyta, kad RAPD, kaip ir kity molekuliniy Zymeny lokusus veikia gamtiné
atranka. RAPD metodu tiriant kvieCius Triticum dicoccoides, kurie augo
skirtingo apSvietimo salygomis — vieni po medziais, beveik visa diena pavésyje,
o kiti — Siek tiek toliau, kur pavésio nebiina, buvo nustatyti 20% DNR skirtumai
tarp abiejuy grupiy augaly (Li ir kt., 1999). Manoma, kad juos nuléme aridinés
aplinkos salygos, sukelianc¢ios stresa. Jau anksciau atlikti $iy augaly alozimy
tyrimai patvirtino fakta, kad abiejy niSu augalai skiriasi — alozimy
polimorfizmas buvo didesnis streso salygomis auganciuose kvie€iuose. Be to,
buvo stebima rezultaty, gauty ivairiais molekuliniais zZymeny metodais,
koreliacija (Nevo, 2001).

SOD polimorfizmo paprastosios avietés kolekcijos pavyzdZiuose
tyrimai. Aplinkos veiksniy ijtakai tirti kartu su genetiniais Zymenimis
naudojami ir biocheminiai (izofermenty) Zymenys. Aplinkos veiksniai, tarp ju

ir antropogeniniai (riigStis lietls, Siltnamio efekto sukeliami reiskiniai,
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netinkamy agrocheminiy priemoniy naudojimas ir t.t.) daZznai sukelia
oksidacini stresa. Antioksidaciniy apsauginiy sistemy, ypa¢ fermentiniy, kurios
inhibuoja organiniy molekuliy oksidacija, tyrimas igyja vis didesng reikSmg ne
tik maistiniy kultiry derlingumo didinimui, bet ir biojvairovés iSsaugojimui
(Kleijn ir kt., 2008; Cheruth ir kt., 2009).

Misy tirty paprastosios avietés augavieCiy dirvoZzemio riigStumas
svyravo nuo labai rugsciy (pH 3,05) iki neutraliy (pH 7,02). Edafiniy dirvos
savybiy poveikio SOD polimorfizmui tyrimas parodé, kad paprastosios avietés
kolekcijos pavyzdziams budinga genetiné {vairoveé, kuri lemia augaly
tolerantiSkuma augavietés dirvos rugstingumui. Tai patvirtina ir kity autoriy
duomenis, kad avieté yra tolerantiSka dirvozemio ragStumui ir gali augti esant
tvairiam substrato pH (Watson, 1980; OzolniCius, 2004). DvideSimties
paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy, pradiniame darbo etape iStirty
RAPD metodu, augavieCiy dirvozemio riig§tumo jtakos SOD polimorfizmui
tyrimo rezultatai rodo, kad avietés augalams budinga lokali adaptacija
dirvozemio riigStumui: kolekcijos pavyzdziy suskirstymas pagal SOD izozimy
tipus 1 SeSias grupes akivaizdziai parodo SOD polimorfizmo priklausomybe
nuo dirvozemio pH. [domu tai, kad VI — asis SOD izozimy tipas, turintis tik
dvi izoformas, buvo budingas net astuoniems kolekcijos pavyzdziams, kurie
augo riugsciame (vidutiniskai 3,97 pH) dirvoZzemyje, daznai kirtimuose, kai tuo
tarpu neutraliame dirvozemyje augusiu augaly lapuose aptikome 8 SOD
izoformas (14 pav.). Rugs¢iuose dirvoZzemiuose (pH<S5,5) padid¢ja Al drusky
tirpumas, keiciasi P, N ir kity maisto medZiagy metabolizmas augale. Tai gali
sukelti oksidacinj stresa. Siuo metu maZai Zinoma apie rigsciy dirvozemiy
poveikio antioksidaciniams fermentams mechanizmus. Be to, vieni autoriai
laikosi nuomonés, kad pvz., Al-tolerantiSkuose augaluose padidé¢ja SOD
aktyvumas (Dong, 2002), kiti teigia, kad sumaz¢ja (Boscolo, 2003).

Ren ir kt (1999), tirdami gyslo¢io Plantago major lapu SOD
polimorfizmo priklausomybe nuo augavietés altitudés nustaté, kad didéjant
auks¢iui, SOD izozimy skai¢ius mazéja. Sie pavyzdziai ir miisy gauti rezultatai

rodo, kad SOD polimorfizmas susijgs su augaly prisitaikymu prie aplinkos
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salygu. Nors misy darbe SOD polimorfizmo tyrimai nebuvo placiau i§vystyti,
manome, kad SOD polimorfizmas ir papildomai Sio fermento aktyvumo tyrimy

rezultatai yra tinkamas zymuo augaly prisitaikymui prie konkreciy salygy tirti.

2. Genetinés jvairovés tyrimas gamtinése paprastosios avietés
populiacijose

RADP metodas placiai naudojamas augaly populiacijy tyrimams
(Nybom, Bartish, 2000). Siuo metodu nustatoma tiriamy populiacijy struktiira,
genetin¢ jvairove populiacijos viduje, populiacijy diferenciacija. Tiriant
geneting jvairoveg populiacijy viduje, RADP metodas yra Zymiai jautresnis,
palyginti su alozimy metodais, nes jo pagalba galima identifikuoti atskirus
genotipus.

Atlike paprastosios avietés kolekcijos tyrimus ir siekdami geriau
jvertinti Sios riiSies genetinius iSteklius Lietuvoje, mes atlikome ir 19-os
populiacijy 1§ jvairiy agroklimatiniy regiony tyrimus. RAPD analizei buvo
pasirinkti 8 oligonukleotidiniai pradmenys (P1, MP4, 270-1, 270-6, 380-3,
380-6, 380-9, 470-8), su jais iStirta 315 individy. Su Siais pradmenimis gauta
113 RAPD zymeny, kuriu 96 buvo polimorfiski tirtose populiacijose. [vairiy
autoriy darbai rodo, kad toks pradmeny kiekis yra pakankamas populiaciju
struktiiros nustatymui, pvz. tiriant raktazolés Primula farinosa 10 populiacijy,
buvo pasirinkti 9 pradmenys ir jy pagalba istirti 107 individai, gauti 96 RAPD
fragmentai. Tyrimas parode, kad visi tirtieji augalai buvo genetiSkai skirtingi
(Reisch ir kt., 2005). Répliojanc¢iojo védryno (Ranunculus reptans) populiacijy
struktiira tirta, naudojant 10—-ies pradmeny rinkinj, iStirti 127 augalai i§ 14
populiacijy, gauti 124 skirtingi RAPD fenotipai (Fischer ir kt., 2000). Nybom
ir Bartish, apibendring 108 populiacijy tyrimy RAPD metodu rezultatus
nustaté, kad iStyrus vidutiniS8kai 8 populiacijas po 17 augaly 1§ kiekvienos
populiacijos, buvo nustatytas vidutiniSskai 71 RAPD zymuo. Atlikta analizé
parodeé, kad nebuvo koreliacijos tarp polimorfiniy lokusy ir istirty augaly

skaiCiaus. IStirty populiaciju skaicius, individuy skaiCius populiacijoje bei
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polimorfiniy RAPD lokusy skai€ius taip pat netur¢jo itakos populiacijy
geneting diferenciacija atspindintiems rodikliams ®gr, Ggr ir Hyo, (Nybom,
Bartish, 2000).

Miusy atliktuose tyrimuose buvo gauta 17 monomorfiniy lokusy
(monomorfiniais laikyti tie, kuriy daznis visose populiacijose sieké daugiau nei
95%). Jie nebuvo itraukti { RAPD analize. Monomorfiniy lokusu aptikimas
leidzia daryti prielaida, kad jie gali biiti biidingi riisiai ar aukStesniam taksonui
(Rodriguez ir kt., 1999).

Vidutinis polimorfizmas paprastosios avietés populiacijose buvo
76,26+5,50% ir savo reikSme labai artimas miisy nustatytam 49—iuose
kolekcijos pavyzdziuose (77,83+9,15%). Misy tyrimai taip pat parode, kad
98% aleliy, nustatyty su septyniais pradmenimis (pradmuo Pl nebuvo
naudojamas kolekcijos tyrimuose) paprastosios avietés populiacijose, buvo
nustatyti ir VU Botanikos sodo kolekcijoje. Tai rodo, kad VU Botanikos sodo
paprastosios avietés kolekcija objektyviai atspindi Sios riiSies geneting jvairove
Lietuvos teritorijoje. Atskirose avietés populiacijose polimorfizmas svyravo
nuo 66,67% iki 87,50% ir buvo didesnis nei kity autoriy nustatytas
polimorfizmas kryzmadulkiuose daugiameciuose augaluose, kuriy vaisius taip
pat platina gyviinai. Saltalankio, kuris pasizymi panasia gyvenimo strategija,
polimorfizmas populiacijose buvo 55,18% (Bartish ir kt., 1999), kryklés
populiacijose nustatytas tik 34,3% polimorfizmas (Jordano, Godoy, 2000).

Nybom ir kt. (2000) savo apzvalgoje nurodo, kad populiacijos imties
dydis neturi didelés jtakos populiacijy rodikliams. Misy darbe imties dydis
svyravo nuo 9 augaly i§ Nemirsetos populiacijos iki 23 augaly i§ Roku
populiacijos. Nustatyti pagrindiniai populiaciju genetinés ivairoves rodikliai
(polimorfizmas, efektyviy aleliy skaicius, polimorfiniy lokusy skaiius, Nei
geny {vairové, Shannon‘o indeksas) teigiamai koreliavo su imties dydziu, o
skirtingu RAPD fenotipu skaicius populiacijose neigiamai koreliavo su imties
dydziu. Norédami isitikinti, jog skirtingos imtys misy tirtose paprastosios
avietés populiacijose neturéjo itakos pagrindiniams populiacijy rodikliams,

kiekvienoje populiacijoje sumazinome individy skai¢iy iki deSimties individy
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(i8skyrus Nenirsetos populiacija, kurios buvo tirta 9 augalai) ir vienodos imties
populiacijose vél apskai¢iavome genetings ivairoves rodiklius (30 lentel¢).

Vienodos imties populiacijose vidutinés genetiniy rodikliy vertés buvo
Siek tiek mazesnés. Polimorfizmas, stebéty ir efektyviy aleliy skaicius, Nei
geny jvairove ir Shannon‘o indekso didZiausios reikSmes, kaip ir buvo, iSliko
Svarcgirio populiacijoje. Roky populiacija taip pat i3saugojo dideles
polimorfizmo ir stebéty aleliy reikSmes. Maziausia genetine {vairove pries
populiacijy iméiy suvienodinima pasizyméjo Margiy ir Siulgy populiacijos, o
vienodos imties populiaciju tarpe — Dieveniskiu populiacija. Matyt,
Dieveniskiy populiacijoje dél specifiniu salygu individai pasiZyméjo gana
panasiais genotipais. Efektyviy aleliy skaiCius ir Nei genu jvairové isliko
maziausi Margiy populiacijoje. Populiaciju genetinio panasumo dendrograma
suvienodinus augaly skai¢iy imtyje, beveik nepakito (neparodyta). Taigi, Sis
tyrimas parodo, kad populiaciju genetinés jvairovés rodikliams populiaciju
imties dydis neturéjo didelés reikSmés.

Paprastoji  aviet¢ isikuria  {vairiose  augavietése: kirtimuose,
gaisravietése, misky aikStelése, pagrioviuose, paezerése ir pamiskése. Tai
Sviesa meégstantis augalas, placiai isikuriantis atviruose plotuose, kur néra
konkurencijos su aukStesniais augalais, savo intensyvaus augimo ir plétimosi
metu netgi nustelbia egliy ir pusy s¢jinukus.

Naujos augaly populiacijos susikuria keliais budais. Literatiiros
duomenimis, paprastosios avietés populiacijos susikiirimas de novo paprastai
vyksta miSko plote, kuriame dél kokiy nors priezas€iy (audros, miSko kirtimo
ar tvarkymo darbuy, gaisro) atsiranda proskynos (,,langai®) su suardytu dirvos
pavirSiumi ([laBnermmua, YnanoBa, 1996). Tokiame plote saulés poveikyje
greiCiau irsta organinés medZziagos ir lengviau sudygsta augaly séklos.
Paprastosios avietés séklos pasizymi dideliu gyvybingumu ir sunkiu dygimu.
Nors literatiroje nurodoma, kad gamtinése populiacijose dauguma paprastosios
avietés sekly sudygsta per pirmuosius 2—3 metus, taciau nesudygusios s¢klos
sugeba praleisti ilgus metus dirvoje ramybés bilisenoje, sudarydamos tam tikra

s¢kly genobanka, 1§ kurio palankiomis salygomis sudygsta séjinukai
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(Tirmenstein, 1990). Jauni augalai naujai besikuriancioje populiacijoje gali buti
sudyge ir 1§ sé€kly, kurias platina paukS$¢iai ar smulkiis Zinduoliai. Tokios
s¢klos, perejusios per virSkinimo trakta, lengviau sudygsta. Taigi, paprastosios
avietés naujai susidariusios populiacijos dazniausiai yra {vairiy genotipy
misinys.

Misy atlikti paprastosios avietés populiacijy tyrimai parodé, kad netgi
artimai augantys augalai skyrési genetiSkai, pvz., Zokniy populiacijoje vienoje
santalkoje augantys augalai rinkti mazdaug kas 5-10 m, buvo genetiSkai
skirtingi. Miisy tirtose paprastosios avietés populiacijose nebuvo rasta dvieju
vienody individy, visi tirti pavyzdziai buvo genetiskai skirtingi. Beveik visose
tirtose populiacijose atstumai tarp tyrimams renkamy individy buvo didesni nei
50 m, o panasumo dendrogramoje vienos populiacijos augalai sudar¢ atskiras
grupes. Tai, kad né vienoje tirtoje paprastosios avietés populiacijoje nebuvo
aptikta genetiSkai identiSky ar labai genetiSkai panaSiy individy, rodo, jog Sios
risies erdviniam plitimui populiacijoje svarbiausias yra lytinis dauginimasis.

Svedy mokslininkai, iityre¢ vienos paprastosios avietés populiacijos
24—y individy molekulinius fenotipus, neaptiko tarp juy vienodu (Antonius,
Nybom, 1994). Graham su kolegomis teigia, kad paprastosios avietés
pavyzdzius renkant kas 2 metrus, ju genetinis panaSumas siekia 80—100%;
esant 20 m atstumui — 60—100%, o kai atstumas tarp augaly 20 km — 40-70%.
Motininio augalo ir jo s¢jinuky panaSumas buvo ne maZzesnis nei 90% (Graham
ir kt., 1997).

Vidupopuliaciné paprastosios avietés genetiné jvairové. Genetiniai
Nei ir Li atstumai (GD,y) tarp visy tirty 315 individy i§ 19—o0s populiacijy buvo
0,267+0,034, ir tai artima reikSme, nustatyta ir paprastosios avietés kolekcijoje
tarp 49—y pavyzdziy (0,280+0,060). GenetiSkai tarpusavyje panasiausi
individai buvo Zokniy (0,196+£0,063) ir Dieveniskiy (0,210+0,048)
populiacijose. Zokniy populiacijoje augalai buvo renkami gana nedideliais
atstumais vienas nuo kito ir tai galéjo lemti ju didesni genetini panasuma.
Dieveniskiy populiacijoje augalai buvo renkami mazdaug kas 50 m, jie augo

Slapiame miske, todé¢l ju panasuma galéjo nulemti prisitaikymas prie savity
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vietos salygu. DidZiausias vidutinis genetinis atstumas tarp augaly nustatytas
Saly populiacijoje (0,329+0,060). Panasi situacija buvo ir Roky populiacijoje,
kuri buvo akivaizdZiai jauna, o arti jos augo kultirinés avietés. Roky
populiacijoje GDy, buvo 0,305+0,06. AnaiCiy populiacijoje dideli genetiniai
atstumai (0,306+0,06) tarp augaly galéjo biti, atvirksciai, dél suskaidytos
populiacijos. Kadangi tai karinio poligono teritorija, todél atskiros
subpopuliacijos atskirtos viena nuo kitos {vairiais barjerais (statiniais,
keliukais) ir tai apsunkina genetinius mainus tarp juy. Kurtuvény populiacijoje
buvo dideli genetiniai atstumai (0,307+0,06) tarp augaly, nes jie buvo renkami
didel¢je Kurtuveény regioninio parko teritorijoje, fizikiniai atstumai tarp imties
augaly buvo taip pat dideli. Paprastosios avietés skirtingy RAPD fenotipy
skaicCius atskirose populiacijose koreliavo su imties dydziu (r=—0,682, p=0,001)
ir su vidutiniu genetiniu atstumu tarp augaly populiacijoje (r=0,720, p=0,001).

Unikalis RAPD lokusai, nustatyti kai kuriose populiacijose, rodo
paprastosios avietés populiacijy genetini savituma ir i$skiria jas i$ kity avietés
populiacijy tarpo. Miisy darbe daugiausiai tokiuy iSskirtiniy RAPD lokusy (5)
buvo gauta Dieveniskiy populiacijoje. Sia savybe galima pasinaudoti, atrenkant
pavyzdzius 1 genetines kolekcijas, nes tokie saviti lokusai gali biiti susije su
populiacijy prisitaikymu prie vietos salygu.

Tarpopuliaciné paprastosios avietés genetiné jvairové. Dauginimosi
sistemos ypatumai, gyvenimo formy ivairoveé, sékly platinimo bidai ir
geografinio paplitimo pobiidis yra glaudziai susij¢ su genetine variacija ir jos
pasiskirstymu populiaciju viduje ir tarp populiacijy (Nybom, Bartish, 2000).
Nybom (2004), apzvelgusi 307 straipsnius, kuriuose aprasyti branduolio DNR
Zymenimis paremti tarppopuliacinés ir vidupopuliacinés ivairoveés tyrimai,
nustaté¢, kad ®sr, Ggr ir Hyop reikSmeés, gautos naudojant dominuojanciai
paveldimus DNR Zymenis (RAPD, AFLP ir ISSR), yra labai panaSios ir gali
biti tiesiogiai palyginamos. Dar anksCiau, apibendring skirtingy gyvenimo
formy augaly populiacijy tyrimus, Nybom ir Bartish nustate, kad ®st rodo
patikimesnius tarpopuliacinius skirtumus nei Ggt (Nybom, Bartish, 2000).
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Paprastoji aviet¢é — dvimetis augalas, nuolat atsinaujinantis Sakninémis
atzalomis, tod¢l jis prilyginamas daugiameciui. Daugiameciai augalai pasizymi
zymiai didesne vidupopuliacine ivairove, palyginus su vienmeciais (Nybom,
Bartish, 2000). Miusy tirtose paprastosios avietés populiacijose Dgr,
apskai¢iuota GenAlEx programa, buvo 0,258, o Ggr, apskaiiuota PopGene
programa — 0,297. Palyginus su Nybom ir kt. nustatytomis reikSmémis, tiek
dgr, tiek Gt buvo panasios | daugiameciams ilgaamZziams augalams nustatytas
reikSmes (®gr=0,25, Gsr=0,23). Nybom ir Bartish savo apzvalginiame darbe
(2000) nurodo, kad kryzmadulkiams augalams biidinga didel¢ genetiné
vidupopuliacin¢ {vairové ir neryskiai iSreikSta tarpregioniné diferenciacija.
Vidupopuliaciné jvairove, misy nustatyta paprastosios avietés populiacijose,
buvo labai artima kitiems kryZmadulkiams augalams nustatytai genetinei
[vairovei.

Paprastoji aviet¢ — placiai paplites augalas ir miisy nustatyta Ggr
reikSmé buvo artima tai, kuri nustatyta placiai paplitusiems augalams. Didele
geneting populiaciju ivairove lemia ir tai, kad avietés yra kryzmadulkiai
augalai. KryZmadulkiy augaly populiacijoms btidinga maZesné tarppopuliaciné
genetiné jvairove, nei savidulkiy augaly populiacijoms.

Misy tirty paprastosios avietes populiacijy @gr ir Gst reikSmés Siek tiek
skyrési nuo vidutiniy ®@gr ir Ggr reikSmiy, kurias kiti autoriai nustaté
populiacijoms, kuriy séklas platina gyviinai (®s7=0,28, Ggr=0,17) (Nybom,
Bartish, 2000). Taciau Siy autoriy pateiktos apibendrintos reikSmeés nebuvo
statistiSkai patikimos. Be to, kaip buvo minéta, paprastosios avietés populiaciju
susikiirimui naujoje vietoje turi jtakos ir dirvoZemyje gliidintis sékly bankas, o
gyviny platinamos seklos tik papildo ji.

Geografinés padéties jtaka paprastosios avietés genetinei jvairovei.
Miusy darbe tirtos paprastosios avietés populiacijos yra i§ jvairiy Lietuvos
rajony. Kai kurios populiacijos, tarp kuriy geografiniai atstumai buvo nedideli,
buvo panasios ir genetiskai (Salos ir Ilgiai, Margiai ir Siulgos, Nemirseta ir
Anaiciai, Vilkiautinis ir Prienai). Labiausiai geografiSkai nutolusios buvo

krastinés populiacijos Lietuvos vakaruose ir rytuose bei pietryCiuose.
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Koreliacine analizé parodé¢ nedidelg, taciau patikima koreliacija tarp
geografiniy ir genetiniy atstumy populiacijose (r=0,232, p=0,002), kuri buvo
didesné uz nustatyta 49—iuose paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziuose
(r=0,124, p=0,001). Suskirsc¢ius atstumus tarp populiacijy po 50 km i 7 grupes,
genetiniai atstumai didé¢jo, didéjant geografiniams atstumams tarp populiacijy.

Graham ir kt. (2003) tirdami erdviSkai nutolusiy paprastosios avietés
populiaciju geneting jvairove Skotijoje Tayside vietovéje RAPD metodu,
nustaté, kad geografiskai nutolusios populiacijos yra genetiskai diferencijuotos.
Tiriant paprastosios avietés populiaciju diferenciacija, pastebéta, kad genetiné
tvairove kito ne horizontalia, bet vertikalia kryptimi (kintant vietoves altitudei).
Principiniy koordina¢iy metodu gauti rezultatai parodé tirty avieciy populiacijy
susigrupavima i tris nutolusias grupes pagal altitudes. Genetinis panaSumas tarp
populiaciju maz¢jo didéjant altitudei ir atstumui tarp tirty populiacijy. Tirtoje
teritorijoje altitudés svyravo nuo 5 iki 600 m vir§ jiros lygio, o nustatytas
genetinés {vairovés pokytis vertikalia kryptimi buvo 4% kas 100 metry.
Didziausias atstumas tarp 12 tirty populiaciju buvo vos 40 km, taigi, genetinés
tvairovés kitimas, priklausomai nuo geografiniy atstumy, galéjo likti ir
nejvertintas, nors ir buvo pastebétas avietés morfologijos variavimas Siaurés —
piety kryptimi. Siame darbe taip pat buvo parodyta, kad vienos populiacijos
augalai tarpusavyje skyrési, galbiit dél to, kad naujos paprastosios avietés
populiacijos susidaro ne susiskaidant vientisai didelei populiacijai, bet i§ naujo —
sudygstant s¢kloms. Paprastosios avietés populiacijos buvo erdviSkai
1§sibarsCiusios, prisitaikiusios prie lokaliy augavietés salyguy, genetiSkai
diferencijuotos. Net ir labai artimos, augancios tomis paciomis klimato
salygomis avie€iy populiacijos, kurias skyré tik nedidelé¢ upé, genetiskai buvo
gana skirtingos (84% panasumo).

Graham 1r kt. (1997), tirdami paprastosios avietés populiacijy ir
kultivuojamy avie€iy santykius RAPD metodu, désningumo tarp Zymeny
pasiskirstymo einant i§ piety i Siaurg neaptiko, nors labiausiai 1 Siaurg¢ nutolusi

populiacija turéjo daugiausia unikaliy DNR juosty.
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Tiriant bruknés gamtines populiacijas i§ Svedijos, Suomijos,
Norvegijos, Estijos, Rusijos, Japonijos ir Kanados, buvo aptikta Zymi
koreliacija tarp genetiniy ir geografiniy atstumy (r=0,532, p<0,001). Siame
tyrime neanalizuojant labiausiai nutolusiy Japonijos ir Kanados bei kitam
portsiui priklausancias brukniy populiacijy, koreliacija liko pakankamai zymi
ir statistiSkai patikima (r=0,475, p<0,001), taciau palyginus tarpusavyje vien tik
Svedijos teritorijoje auganéiy brukniy populiacijas, §i koreliacija pasirodé
esanti statistiSkai nepatikima (Garkava—Gustavsson ir kt., 2005).

Nybom ir kt. taip pat pazymi, kad teigiama koreliacija tarp genetiniy ir
geografiniy atstumy gana daznai aptinkama kryzmadulkiuose augaluose
(Nybom, Bartish, 2000).

Jogait¢ ir kt., tirdami keturlapés vilkauogés (Paris quadrifolia) geneting
tvairovg Lietuvoje ir Norvegijoje, aptiko pakankamai didele koreliacija tarp
genetiniy ir geografiniy atstumy (r=0,775, p<0,001), taciau atskirai kiekvienoje
Salyje tokia koreliacija buvo statistiSkai nepatikima (Jogait¢ ir kt., 2006).
Literatiiroje yra nemazai duomeny, kai koreliacijos tarp genetiniy ir
geografiniy atstumy negauta, pvz., uolaskélés Saxifraga aizoides (Lutz ir kt.,
2000), melito Sesleria albicans (Reisch ir kt., 2003), bugienio llex leucoclada
(Torimaru ir kt., 2003) bei kity augaly populiacijy tyrimuose.

Daugelis autoriy, tirdami ivairius augalus RAPD metodu, pabrézia, kad
kryZmadulkiams augalams budinga didelé¢ vidupopuliaciné genetiné {vairove ir
zymial mazesn¢ tarpopuliaciné (Bartish ir kt., 1999; Jordano, Godoy, 2000;
Nybom, Bartish, 2000). Tiriant mélynés (Vaccinium myrtillus) 6 populiacijas
molekulinés variacijos analizé (AMOVA) parodé, kad pagrindiné genetiné
tvairove pasiskirs€iusi populiacijy viduje (86,19%), o ivairoveé tarp populiacijy
yra tik 13,81%. Paprastoji meélyné yra ilgaamzis augalas, pasizymintis miSria
dauginimosi sistema — vegetatyviskai ir séklomis. Bruknés populiacijose
vidupopuliaciné genetin¢ jvairové buvo 78,8% (Garkava—Gustavsson ir kt.,
2005).

Dauguma augaly rusiy, kurios geba prisitaikyti prie jvairiy aplinkos

salygy, pasizymi fenotipiniu plastiSkumu, ir tai pasireiSkia kaip genetiné
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diferenciacija tarp populiaciju bei populiacijy viduje (Miiller—Schérer, Fischer,
2001). Palyginti nemaza avietés populiacijy geneting diferenciacija galima
paaiskinti ju prisitaikymu prie lokaliy salyguy bei su tuo susijusiais genomo
poky¢iais. Sia avietés savybe nurodo ir kiti autoriai (Marshall ir kt., 2001;
Graham ir kt., 2003).

Misy darbe, populiacijas tarpusavyje palyging AMOVA metodu trimis
lygiais (tarp agroklimatiniy regiony, populiacijy regionuose ir individy
populiacijose) nustatéme, kad paprastosios avietés populiaciju genetiné
diferenciacija yra 23%, o pagrindiné genetiné {jvairové pasiskirs¢iusi
populiaciju viduje — 74% (p=0,001). Tarpregioninei genetinei ivairovei teko tik
3% bendros genetinés jvairoves (p=0,001).

Misy nustatyta vidupopuliaciné genetiné jvairové paprastosios avietés
populiacijose labai panasi 1 Jordano ir Godoy (2000) apZvelgta 13 medziy ir
kriimy, kuriy vaisius platina gyviinai, RAPD metodu nustatyta vidupopuliacing
tvairove (71,42%). PanaSiis rezultatai buvo gauti tiriant kryzmadulkio
paprastojo erSkécio (Rosa canina), kurio séklas platina pauksciai, populiaciju
geneting ivairove. Paaiskéjo, kad pagrindiné genetinés variacijos dalis (76—
87%) teko individams populiacijy viduje, o atskiros populiacijos skyrési 13—
24% (Jurgens ir kt., 2007). Kvapiosios kryklés (Prunus mahaleb) populiacijose
pagrindiné genetiné jvairové (81,77%) tenka individams populiacijose, 16,46%
— populiacijoms regionuose ir 1,77% — regionams (Jordano, Godoy, 2000). Sio
augalo populiacijos atskirtos geografiniais atstumais ir auga kalnuose, nors
patikimos koreliacijos tarp genetiniy atstumuy ir geografiniy atstumuy bei
altitudés negauta. Kryklés vaisius platinantys gyviinai elgiasi dvejopai: vieni
pauksc¢iai minta tik vaisiy mink$timu, o s¢klas iSmeta vietinéje populiacijoje,
kiti pauksciai ir kai kurie Zinduoliai i$neSioja vaisius dideliais atstumais ir taip
tikriausiai itakoja geneting ivairove tarp populiaciju. Tiriant paprastosios
pusies (Pinus sylvestris) Siauriniy ir pietiniy populiacijy augaly prisitaikyma
prie skirtingo temperatiiros rezimo, paaiskéjo, kad populiacijos pasizymeéjo

beveik vienoda genetine struktiira, nebuvo gauta priklausomybés tarp
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populiaciju genetinés ivairovés ir tirto fenologinio reiSkinio — pumpury
sprogimo laiko (Karhu ir kt., 1996).

Skirtingomis ekologinémis salygomis auganciy paprastosios avietés
populiacijy genetinés jvairovés tyrimai. Miusy darbe buvo tirtos kelios
paprastosios avietés populiacijos, kurios augo viena netoli kitos, taciau
skirtingomis ekologinémis salygomis: Baltosios Vokés ir Melekoniy, Margiy ir
Siulgy bei Anai¢iy ir Nemirsetos populiacijos. Didziausi genetiniai skirtumai
buvo aptikti Baltosios Vokés durpyno ir Salia esancio Melekoniy miSko
paprastosios avietés populiacijose. Sios abi populiacijos skyrési ekologinémis
salygomis — skirtingu drégmes ir Sviesos rezimu. Kaip matyti i§ dendrogramos
(25 pav.), Melekoniy misko avietés giminingesnés tarpusavyje, jos sudaro dvi
stambesnes grupes, o durpyno augalai genetiSkai labiau skirtingi. Genetinius
skirtumus tarp Baltosios Vokés augaly tikriausiai apsprendé gamtiniai barjerai
(atviro vandens ploteliai) bei tai, kad populiacija yra jaunesné, susikiirusi
tikriausiai 1§ pauk$¢iy atneSty sékly. Genetinius skirtumus taip pat gal¢jo
nulemti ir durpyno avieCiy adaptacija prie rugstingesnio dirvozemio bei
geresniy apsSvietimo salygu. Abiejose Siose populiacijose aptikta ir nemazai
specifiniy lokusy. Tarp juy nustatyta gana didelé genetiné diferenciacija — 20%.

Kadangi populiacijas skiria nedidelé tik ~100 metry ploc¢io proskyna,
geny srautas tarp populiacijy turéty vykti gana laisvai. Nedidelg itaka jam gali
turéti ir nevienodas augaly gaunamas Sviesos kiekis, dél kurio Siek tiek skiriasi
augaly zyd¢jimo laikas. Nepaisant izoliacijos tarp populiacijy nebuvimo,
stebima geneting diferenciacija dalinai galima paaiskinti natiiralios atrankos,
atsirandancios dél skirtingy ekologiniy salygu poveikiu. Li ir kt. (1999) tirdami
kvieCius Triticum dicoccoides augusius skirtingomis apSvietimo salygomis —
saulés atokaitoje ir medziy paveésyje, nustaté¢ zymius skirtumus tarp abieju
augaly grupiy.

Tiriant 25 mélito Sesleria albicans populiacijas, augancias SeSiuose
skirtinguose augavieCiy tipuose, stebétas didelis polimorfizmas. Gauta

molekuliné variacija tarp SeSiy skirtingy augavieciy tipy sieke 4,58% (Reisch ir
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kt., 2003). Si rasis, kaip ir paprastoji aviet¢, yra labai plastiskas augalas,
augantis {vairiose augavietese.

Reisch ir kt., tirdami raktazolés pelen¢lés populiacijas, augancias
skirtingomis  altitudémis pasizyminciose vietovése, aptiko nemaza
diferenciacija tarp populiaciju, auganciy zemiau 1750 m vir§ juros lygio ir
auksc¢iau. Augalai i§ aukStesniy viety pasizymeéjo ir didesne genetine ivairove,
kuri, matyt, lemia geresni skirtingy genotipy prisitaikyma prie kintancéiy
aplinkos salygu ir i8gyvenima stresinémis salygomis (Reisch ir kt., 2005).
Autoriai teigia, kad Sie rezultatai, gauti RAPD metodu, neturéty atspindéti
aplinkos poveikio augaly diferenciacijai, nes RAPD Zymenys, ju nuomone, yra
neutraliis, ir pazymi, kad auksStesnése altitudése augaly ziedadulkés ir séklos
tiesiog gali laisviau judéti didesniais atstumais ir tod¢l populiacijos gerokai
heterogeniskesnés negu zemiau auganciy augaly, kuriy plitimui trukdo miskai.

Paprastoji avieté, kaip ir kitos placiai paplitg rusSys, gerai jauciasi esant
tvairioms aplinkos salygoms. Tokioms riuSims budingas fenotipinis
plastiSkumas ir didelis genetinis kintamumas (Bradshaw, 1984; Joshi ir kt.,
2001). Taciau tokia adaptacijos strategija turi savo kaina: atskiri genotipai yra
prisitaikg¢ prie vietiniy salygu ir netoleruoja visos rai$iai biidingos aplinkos
salygy ivairovés. Specializuoti tam tikroms salygoms genotipai uzima jvairias
ekologines niSas. Tokiose rtSyse néra genotipy, kurie biity universaliis visose

situacijose (Van Tienderen, 1990).
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ISVADOS

1. Paprastosios avietés kolekcijoje bei gamtinése populiacijose nustatytas
didelis DNR polimorfizmo lygis (atitinkamai 77,83% ir 76,26%).

2. Paprastosios avietés kolekcijos augalai skyrési morfologiniais ir
fenologiniais pozymiais. Kai kurie kolekcijos pavyzdziai galéty biiti naudingi
vertingy geny donorai paprastosios avietés selekcijoje.

3. Nustatytas RAPD fenotipuy polimorfizmo sarySis su augavieciy dirvozemio
rugStumu.

4. Nustatyta augavietés auksSCio vir§ juros lygio itaka avietés kolekcijos
pavyzdziy florikano auks¢iui (=—0,304, p=0,03).

5. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziuose neaptikta koreliacijos tarp
morfologiniy euklidiniy ir genetiniy atstumy. Objektyviam genetiniy iStekliy
tvertinimui reikia naudoti tiek morfologinius, tiek genetinius Zymenis.

6. Vietinés ekologinés ir mikroklimato salygos gali turéti jtakos paprastosios
avietés populiaciju genetinei diferenciacijai.

7. Paprastosios avietés populiacijose didzioji genetinés jvairovés dalis tenka
vidupopuliacinei genetinei ivairovei (74%). Genetin¢ diferenciacija tarp
populiacijy sudaro 23%, o tarpregioniné genetiné jvairove — 3%.

8. Nustatyta palyginti didelé paprastosios avietés populiacijyu genetiné
diferenciacija bei populiacijai savitu RAPD lokusy buvimas rodo kai kuriy
populiacijy genetini savituma, kuris gali biiti svarbus genetiniy iStekliy
iSsaugojimui.

9. Paprastosios avietés populiacijy individy RAPD fenotipu unikalumas rodo,
kad populiacijuy plitimui yra svarbus lytinis dauginimasis.

10. Paprastosios avietés kolekcijos genetiné jvairové pilnai atspindi gamtinése

populiacijose nustatyta geneting {vairove.
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1 lentelé. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziu augavieciy dirvozemio rodikliai

Kolekcijos . Laisvas [Laisvas Kolekcijos ) Laisvas  [Laisvas
pavyzdzio pHgc Humuso —[Visas P,0s5 K,O pavyzdzio pHkc Humuso Visas P,0s K,O
) kiekis, % lazotas, % ’ ’ . kiekis, %oazotas, % ’ ’

numeris mg/kg  mg/kg numeris mg/kg mg/kg
JLO1 7,12 6,20 0,48 123,30 130,70 JL34 7,05 | 4,58 0,24 95,30 175,60
JLO2 4,12 5,90 0,23 106,70 112,60 JL35 5,58 7,35 0,38 27,00 63,50
JLO3 5,46 3,94 0,26 95,00 254,10 JL36 4,01 | 28,52 1,93 90,10 708,20
JLO4 6,14 5,75 0,37 116,30 230,10 JL37 5,76 | 6,41 0,40 190,60 | 347,20
JLO5 7,02 7,48 0,42 59,20 132,20 JL39 5,45 | 8,26 0,50 56,20 74,50
JLO6 5,48 3,33 0,22 64,60 136,80 JL40 7,35| 5,49 0,28 69,90 70,20
JLO7 4,69 3,07 0,15 192,40 238,90 JL41 6,96 | 7,75 0,50 121,50 54,50
JLO8 5,62 8,12 0,58 252,50 101,60 JL42 5,81 8,30 0,41 118,00 | 118,50
JLO9 6,60 4,58 0,22 129,20 260,80 JL43 494 | 3,30 0,20 90,60 103,50
JL10 4,01 5,06 0,28 59,60 80,20 JL44 3,20 | 25,17 1,24 133,00 | 225,50
JL11 5,15 7,48 0,48 25,40 53,00 JL45 4,85 1,80 0,13 145,50 | 103,00
JL12 5,97 2,78 0,24 68,60 67,90 JL47 7,20 | 7,33 0,38 327,00 | 237,20
JL13 5,09 3,06 0,17 91,50 77,90 JL52 3,42 | 24,74 1,10 158,80 | 428,20
JL14 4,75 28,96 3,06 161,00 238,60 JL54 436 | 27,96 1,83 108,70 | 279,20
JL15 4,02 1,80 0,04 130,50 22,30 JL56 7,71 | 3,36 0,11 180,90 64,80
JL16 3,05 5,28 0,13 17,80 55,40 JL61 440| 7,20 0,51 54,80 67,00
JL17 3,12 8,76 0,41 250,00 169,80 JL64 4,81 8,52 0,58 18,70 356,3
JL18 4,75 0,97 0,02 65,70 28,50 JL65 465| 7,62 0,43 13,00 150,10
JL19 4,45 2,67 0,16 178,00 158,50 JL72 3,80 | 27,57 2,31 127,10 | 597,20
JL20 3,60 4,36 0,11 41,90 61,10 JL76 523 | 8,17 0,85 70,80 70,80
JL22 3,56 4,32 0,20 24,60 53,80 LBO1 428 | 17,93 0,40 309,30 | 251,10
JL23 3,39 5,35 0,23 28,80 64,40 LB02 4,64 | 29,30 2,30 117,40 | 724,50
JL25 4,59 1,46 0,04 151,30 55,10 SS01 6,78 | 9,57 0,73 386,90 416,0
JL32 5,20 3,49 0,25 22,20 137,20 1701 4,10 8,23 0,22 461,90 | 176,90
JL33 3,56 6,04 0,31 9,90 99,50




2 lentelé. 36—-iy oligonukleotidiniy pradmeny, naudoty informatyviausiy

RAPD fenotipy atrankai, sekos

sPradmuo Pradmens seka 5°—3’ Pradmuo Pradmens seka 5°—3’
A3 GACAGACAGA 270-9 GCTCTCACCG
A4 CGGGTACCAA 270-10 TGCACGGACG
AS GGGAACCCGT 380-1 ACGCGCCAGG
A6 GACCCGTCCC 380-2 ACTCGGCCCC
A7 GAAACGGGTG 380-3 GGCCCCATCG
B6 TGCTCTGCCC 380-4 CGCGAGGTGC
B7 GGTGACGCAG 380-6 CCCGACTGCC
MP2 AGTCGTCCCC 380-7 GGCAAGCGGG
MP3 CCATCCCCCA 380-8 CGCACCGCAC
MP4 GGTGAACGCT 380-9 ACGGCGGCTC
MP5 GTCATGCCTGGA 470-1 GCCCCTCTTG
MP7 TCGGCACGCA 470-3 CTGTCGGCTC
Pl GACAGACACA 470-4 GGACCGCTAG
270-1 GTCTCGTCGG 470-6 GCACGTGAGG
270-3 GTGTAGGGCG 470-7 CTATCGCCGC
270-5 GCCCTCTTCG 470-8 GAGAGGGAGG
270-6 CAGGGGCATC 470-9 CCGGGGTTAC
270-7 GAGACCTCCG 470-10 CGCAGACCTC
270-8 GGCCTTCAGG




3 lentelé. Paprastosios avietés 20—ies kolekcijos pavyzdziy Nei ir Li genetiniai atstumai

JLOI JLO2 JLO4 JLOS JL22 JL36 JL45 JLI8 JL52 SSO1 JLO3 JLO6 JLO8 JLO9 JL10 JLI11 JLI2 JL14 JL15
JLO2 | 0,44
JLO4 | 0,46 0,40
JLOS | 0,39 0,40 0,38
JL22 | 0,40 0,37 041 0,39
JL36 | 0,47 039 041 044 047
JL45 | 0,44 038 033 039 043 0,38
JL18 | 042 038 037 037 046 039 0,35
JLs2 | 043 039 034 037 032 043 039 0,39
SSo01 | 0,51 04 037 046 044 039 041 034 037
JLO3 | 0,46 043 045 046 044 039 042 041 042 041
JLO6 | 0,51 042 040 044 045 036 040 038 045 039 045
JLO8 | 042 041 037 046 042 043 044 037 038 040 045 042
JLO9 | 047 041 043 042 043 044 042 034 034 043 049 038 0,44
JL1o | 045 038 044 033 044 037 044 035 040 042 043 035 039 043
JL11 | 0,44 038 040 037 036 034 038 036 039 044 043 039 043 044 037
JL12 | 0,35 033 034 040 036 039 033 039 033 038 040 039 038 041 044 0,36
JL14 | 043 038 036 041 028 043 041 039 036 040 045 039 040 043 042 034 0,39
JL1S | 0,44 035 036 041 040 041 033 034 036 040 043 038 042 036 040 034 038 0,36
JL16 | 0,46 038 045 035 045 044 042 039 042 045 039 042 039 048 038 035 038 039 042



4 lentelé. Paprastosios avietés 49—iy kolekcijos pavyzdziy Nei ir Li genetiniai atstumai

JLOL JLOZ JLO3 JLO4 JLOS JLO6 JLOE JLO9 JL1O JLI1 JL1Z JLI3 JL14 JL15 JLL6 JLIT JLIg JL19 JL20 JL22 JL23 JL25 JL32 JL33 JL35 JL36 JL37 JL42 LEOL [Z01 JLO7 JL39 JLAD JL41 JL43 JL44 JL34 JL45 JL47 JL32 JL54 JL36 JL61 S301 LBOZ JL64 JLES JL7Z

0,36
0,30

015
0,15
024
0,19
017

0,23
0,29
0,30
021

0,21
021
0,25
0,26
0,26

0,26
0,27
031
0,17

0,26
0,25
0,28
0,28
0,37
021

0,30
0,30
04
0,30

028

0,36
032
0,26
0,23

0,38
034
0,32
0,21

0,29
0,33
0,24
031
0,24

0,31
0,23 0,32
025 031

0,2



5 lentelé. Paprastosios avietés genetinés kolekcijos pavyzdziy kai kurie kokybiniai pozymiai

Virs§uninis

Kolekcijos Primokanai Lapas Lapkotis lapelis Vaisius
dzi - - . oy - T :
Ei\rg]ezrislo Dyg-| Erdvinis Spalva Virsaus | Blizge-| Apacios | Pakras¢io |Plau- | Dyg- Forma Taurélapiai | Plauke- Blizge- Forma
liai | iSsidéstymas P spalva sys spalva danteliai | keliai | liai prie vaisiaus | liai* sys
JLO1 + | iSsiraitg ruda Eam51a1 + 13111.<a1 stambiis + + | rombiskas atsilose 1 + neta1§yk1.
zalia zalia apvali
JLO2 + | iSsirait¢ ruda Eamsm - pilka smulkiis + + | kiausiniskas | P rlglgdq prie 2 - apvali
zalia koteliy
JLO3 - | statis ruda lelilzlal - 1;;111;:1 smulkdis + - kiauSiniSkas | uzsiriete 1 + apvali
JLO4 - | iSsiraite SVISSIAL | SvIesial - pilka stambiis + - linijiskas uzsiriete 2 + apvali
ruda zalia
JLO5 + | iSsiraitg raudonai Sviesial + Ivnu.{al stambiis + - rombiskas uzsiriete 2 - alzva.lvllal
ruda zalia zalia kagiska
_ tamsiai | . .. . _ .y . -
JLO6 + | statiis ruda zalia - pilka smulkis + - rombiskas uzsirietg 2 + kugiska
JLO8 + | iSsiraite Ii?;lal zalia - g:lli(:l stambiis, - - kiauSiniskas | atsiloSe 2 - lig;?;ig
JLO9 - | issiraite i‘;‘g:l ;‘;ilzla‘ - | pilka smulkiis + - | kiausiniskas | uzsiriete 2 - | kugitka
JL10 - statiis 23:1 lelilzlal - 1;;111;:1 smulkis + + kiausiniskas | atsilose 2 + lillp‘l ;?;E;
JL11 + | statiis fzg:l ;Zi?:lal - I;:lli(;l stambiis - + kiauSiniskas | uzsiriete 2 - :g?;lsiykl.
JL12 - i8siraite raudonai zalia + pilka stambiis + + | rombiskas atsilose 2 - n?ta.lvs ykl.
ruda kagiska
JL13 - | statiis ruda ;Zi?;lal - pilka smulkis + - rombiskas uzsirietg 2 - kugiska
JL14 + | iSsiraite 12;1(111:1 zalia + pilka smulkis + - kiau$iniSkas | atsiloS¢ 2 - E;g;g;d'
JL15 + | iSsiraite ruda zalia - g;llli(:l smulkis + + rombiskas uzsiriete 3 - apvali
JL16 + | iSsiraite raudona ;Illilzlal - pilka smulkdis + - apvalus uzsiriete 3 - kagiska




5 lentelés tgsinys

Virsiininis

Kolekcijos Primokanai Lapas Lapkotis . Vaisius
avyzdzio lapelis
p . Dyg-| Erdvinis Virsaus | Blizge-| Apacios | Pakras¢io |Plau- | Dyg- Taurélapiai | Plauke- Blizge-
numeris el I Spalva . .. | .22 | Forma S - Forma
liai | iSsidéstymas spalva sys spalva danteliai | keliai | liai prie vaisiaus | liai sys
JL17 + | iSsiraitg raudonai Eam51a1 + pilka stambiis + + | rombiskas uzsiriete 2 - apvali
ruda zalia
JL18 + | iSsirait¢ ruda zalia - pilka smulkis + + | rombiskas uzsirietg 2 - apvali
JL20 + | iSsiraite raudonai Eam51a1 - 13‘“?““ smulkis + + | trikampiskas | atsilos¢ 2 + a;zvz.illal
ruda zalia zalia kugiska
JL22 + | iSsirait¢ raudonai Eamsm - [V)111.<a1 stambiis + + | rombiskas atsilose 2 + alzvgvllal
ruda Zalia zalia kugiska
JL23 - | iSsiraitg SVISSIAL | SVIesIal - zalia stambiis + + | kiauSiniSkas | atsilose 2 - alzvihal
ruda zalia kugiska
JL25 - | statis Sviesial 'Ean}51a1 - ?lu.(al stambiis - - rombiskas uzsirietg 2 + apvali
ruda zalia zalia
JL32 + | iSsiraitg sviesial Eamsm - pilka smulkds + + | kiauSiniskas | uzsirietg 3 - apvali
ruda zalia
JL33 + | iSsiraite ruda Eamsm + ]V)1ll§a1 smulkis + + | rombiskas uzsirietg 2 + apvali
zalia zalia
L35 | + | issiraite raudonai | tamsiai | | pilkai ] o el | 4 | Kausiniskas | Prigludeprie |, - | xagitka
ruda zalia zalia koteliy
JL36 + | iSsiraite ruda zalia - pilka smulkis + - rombiskas uzsiriete 2 + kagiska
o raudonai | . .. . _ prigludg prie .
- + + - . +
JL37 iSsiraitg ruda zalia pilka smulkis apvalus koteliy 1 apvali
JL42 + | iSsirait¢ sviesial ) sviesial - [V)111.<a1 smulkiis + - trikampiskas | uzsiriete 2 - algvgvllal
ruda Zalia zalia kugiska
N Sviesiai | . . . _ o apvaliai
- - + - - .
LBO1 i$siraite ruda zalia pilka smulkis apvalus uzsiriete 3 Kiigika
1701 - | iSsiraite raudonai tvan'151a1 - pilka stambiis + - trikampiskas | uzsirietg 1 + apvali
ruda zalia
JLO7 + | iSsiraitg raudonai Eamsm - Ivnu.{al smulkis + + | kiauSiniskas | uzsirietg 2 + algva.lvllal
ruda zalia zalia kagiska
JL39 | + | issiraite raudonai | tamsial | | oy | gmulkas |+ | - | kiauSiniskas | ussiriete 2 | apvaliai
ruda zalia kugisk
JL40 + | iSsirait¢ sviesial Eamsm - [V)111.<a1 smulkiis - - rombiskas P rlglgdq prie 2 - apvali
ruda zalia zalia koteliy




5 lentelés tgsinys

Virsiininis

Kolekcijos Primokanai Lapas Lapkotis . Vaisius
avyzdzio lapelis
P . Dyg-| Erdvinis Virsaus | Blizge-| Apacios | Pakras¢io |Plau- | Dyg- Taur¢lapiai | Plauke- Blizge-
numeris S I Spalva . . .| .22 | Forma o - Forma
liai | iSsidéstymas spalva sys spalva danteliai | keliai | liai prie vaisiaus | liai sys
JLA41 + | iSsiraitg sviestal tvan.151a1 IV)IH.(al stambiis - - kiau$iniskas | uzsiriete 2 + apvali
ruda zalia zalia
JLA43 - | i8siraitg Zaliai Plll.(al - pilka smulkis - - rombiskas uzsirietg 2 - apvali
ruda zalia
o Sviesiai | . .. . _ . . .o .
JL44 + | iSsirait¢ ruda zalia - pilka smulkiis + - trikampiskas | uzsiriete 2 - apvali
JLA45 + | iSsiraite raudonai Sviesial - pilka smulkis - - apvalus uzsiriete 1 - kagiska
ruda zalia
JL47 + | statds ruda zalia - zalia smulkis - - rombiskas uzsirietg 2 - apvali
JL52 + | statiis Zaliai 'Ean}51a1 - ?lu.(al smulkis - - rombiskas uzsiriete 2 - a[_)vz.lvhal
ruda zalia zalia kugiska
JL54 + | iSsiraitg raudonai sviesial - pilka smulkiis + - kiau$iniSkas | uzsiriete 1 + apvali
ruda zalia
e pilkai . _ C ey Y _
JL56 + | iSsiraitg ruda salia - pilka smulkiis + + | kiau$iniS8kas | uzsiriete 3 - kugiska
JLe61 + | statds raudonai sviesial - zalia smulkis - - kiauSiniskas | uZsirietg 2 + kugiska
ruda zalia
SS01 + | stat@is ;Tégonal zalia - zalia stambiis + + | kiauSiniSkas | atsilose 2 + kugiska
LB02 + | statls ruda ;Ziie;ml - pilka smulkiis + + | rombiskas uzsirietg 2 + apvali
JL64 - | iSsiraite raudonai zalia - pilka smulkdis + + | trikampiskas prlglgdq prie 3 - kugiska
ruda koteliy
e Sviesiai | Sviesiai pilkai Lo ey . apvaliai
+ : N + - - e
JL65 iSsiraitg ruda salia salia dvigubi linijiskas uzsiriete 2 kagiska
JL72 + | statiis sviestal Eam51a1 - pilka stambiis + + | kiau$iniSkas | uzsiriete 2 - kugiska
ruda zalia
JL76 + | iSsiraite sviesial Earp51a1 - 13111.<a1 smulkis - + rombiskas uzsiriete 1 + kugiska
ruda zalia zalia

+/— — tam tikro morfologinio poZzymio buvimas/nebuvimas; * — plaukuotumo intensyvumas ivertintas balais: 1 — maZzai plaukuotas, 2 —
vidutini$kai, 3 — labai plaukuotas.




18,00
16,00 %
14,00 T

1|

B Lapo ilgis
O Lapo plotis

ilgio vidurkis, cir

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00

O RS

S

Q
PP V\\”@\V\’Wé\’v

SRS

T T T

VR

Q’@@

s "

D o o
g\/g\/"‘:”)

il

©
@Q’%’ \\’\V\Vx\’@

I

S S
\\’\\’\\’\\’\\’\\)%‘5

1 pav. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy vidutinis lapo ilgis ir plotis
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2 pav. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy vidutinis virStninio lapelio ilgis ir plotis
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3 pav. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziu vidutinis lapkocio ir rachio ilgis
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4 pav. Paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy vidutinis florikano aukstis




6 lentelé. Euklidiniai atstumai, apskaiciuoti tarp avietés kolekcijos pavyzdziy 13—os morfologiniy poZymiy

JLOL JL0Z JLOZ JLO4 JLOS JLOs JL0S JLO JLI0 LI JLIZ JLI3 JL14 JLIS JLI6 JLIT JLIE JLIO JL20 JL32 JL33 JL35 JL32 JL33 JLES JL36 JLF7 JL42 LBUl [0l JLOF JLS9 JLAD JL4l L3 JL4d JL34 JL4S JL4T JLS3 JL34 JLS6 JL6l SS01 LB0Z JL64 JLES L2
JLot
L2 | 455
L | 414 49
L4 | 431 45 340
JL05 | 430 B0 372 449
L6 | 222 51 457 481 512
JL03 | 574 B0 619 573 444 BT
JL9 | 508 53 585 857 407 540 441
JLID | 451 72 500 434 253 465 330 355
JLIT | 385 48 334 336 282 513 545 453 433
JLi2 | 380 50 377 308 252 4B52 518 374 332 204
JLI3 | BBS 40 493 546 606 732 836 712 786 516 5G4
JLi4 | 4256 4B 452 252 499 492 7D4 BR1 581 382 355 6D
JLI5 | 4592 40 344 391 357 B0 701 555 591 239 348 29 442
L6 | B27 75 692 730 482 B50 435 287 390 593 551 82 843 6A7
JLi7 | 484 37 400 306 360 572 BOB 421 531 252 280 38 346 219 BA3
JLig | 346 B0 477 414 253 500 430 449 346 252 273 B9 432 435 547 378
JL9 | BA1 43 BD5 470 582 722 828 B46 720 4ES 486 34 4B 354 800 281 578
JL20 | 400 49 353 321 386 476 411 383 400 330 337 59 494 426 506 360 377 58
JLz2 | 406 B0 491 462 346 472 272 245 271 366 347 72 554 518 334 456 310 67 256
L3 | BBS 58 577 BJ0 484 TOE 740 428 B0 497 501 50 754 434 579 504 B22 57 532 549
JL25 | 289 47 383 307 320 3B0 575 471 372 270 182 57 275 383 G613 319 282 4F 384 411 585
JL32 | 586 79 BB4 7DD 433 B71 405 344 474 495 502 B7 782 644 372 B28 425 83 537 319 552 600
L3 | 512 50 B77 454 515 557 55 356 4517 518 451 B5 533 581 500 441 471 50 506 418 533 459 549
L3 | 612 B2 783 700 B0 BRI 567 372 BOE BN 583 79 745 G7B 483 572 5R0 GBF 583 446 583 B20 500 237
I3 | 695 102 818 800 B31 711 346 586 430 756 G683 115 BA 946 543 863 604 105 B35 479 946 729 528 789 FEY
JL37 | 360 B9 528 637 433 453 334 486 386 442 484 BE 598 626 521 5B3 332 8,1 363 280 VHE 4B6 433 591 586 44
JL42 | 366 49 329 315 275 435 534 4B5 360 317 241 50 381 348 554 30 334 45 351 408 533 221 594 475 B33 72 4%
LBOL | 516 53 337 521 363 587 BZ6 489 533 308 416 45 B13 291 547 398 487 57 414 454 373 467 543 B09 BB B85 55 430
1201 | 441 3F 443 339 604 531 732 BE2 BY5 421 482 53 3F6 429 B30 379 528 51 400 578 7E3 43 816 B3 732 94 571 482 5M
JLO7 | 487 4B 422 441 342 570 517 338 467 286 322 45 549 304 457 281 403 45 301 324 366 409 456 427 476 FE 497 390 246 485
I3 | B39 35 508 449 5B9 730 795 B25 733 438 487 2B 522 282 FA1 256 606 28 481 B 530 529 757 573 685 105 A1 487 466 427 378
JLA | 331 35 419 405 366 400 553 379 448 307 320 AR 453 330 493 286 3B6 42 342 351 435 291 540 317 441 78 476 305 348 430 252 43
JLAL | 402 51 481 334 546 483 4597 584 558 470 476 73 431 5BD T4 462 444 BE 331 434 810 471 BF2 580 B54 FO 401 472 640 380 534 BD 4952
JL43 | 412 45 484 333 434 483 515 477 49 411 3p6 B4 364 481 GBS 344 384 53 423 428 647 384 587 398 520 F5 504 380 557 495 4F7 53 400 320
JL44 | 515 61 571 494 373 553 457 281 435 395 350 6,1 541 485 450 347 415 48 437 348 438 40 458 245 30 72 530 424 4p4 599 282 &1 284 5B 386
JL34 | 4B 58 501 477 284 524 438 300 306 313 284 61 546 428 351 372 321 52 361 271 441 335 496 378 459 64 448 347 375 583 251 55 2R3 585 490 250
JL45 | 614 55 B893 B33 515 B95 B0 319 584 507 481 B2 705 522 456 447 523 52 526 444 404 BE1 483 277 287 82 B42 535 533 BEY 343 52 381 675 516 273 386
JL7 | 472 4B A4B 344 3B0 587 511 482 502 308 350 48 412 316 624 201 330 39 379 415 542 383 5F3 398 525 80 524 32 449 483 333 39 378 428 282 34 383 448
JL52 | 354 50 253 259 2857 404 5F5 4082 365 284 205 53 333 352 628 331 351 5D 358 429 555 195 611 546 T 74 508 1B5 428 472 414 51 354 470 392 470 392 BO7 376
54 | BB 35 530 487 550 707 B33 G156 7ZE 389 448 32 484 246 V96 283 570 28 577 B42 AR5 487 TA4 558 BR2 108 FT0 497 453 497 401 27 417 GRS 518 471 531 509 408 503
I | 303 34 429 379 485 3,11 548 388 484 444 385 B 472 500 587 429 475 B0 320 3B9 598 387 B 432 517 72 4581 396 524 472 422 64 325 336 339 435 476 516 453 338 57
JLAL | 383 48 252 273 284 474 515 487 409 277 Z2B1 51 375 319 628 282 335 50 335 409 540 302 5B5 524 BRO 74 483 208 409 472 379 47 3B0 408 310 445 4718 5B0 270 177 48 390
3301 | 695 B9 TAB 833 507 TA1 492 443 4F7 BE1 633 9,1 902 7A4 283 726 5BE 87 B77 4F9 572 BA6 34 537 511 B0 GO0 B35 636 957 577 89 584 841 712 495 449 510 644 704 8B5S T2 BTG
LB02 | 435 B3 542 4507 390 4F1 385 276 285 426 381 7,0 BO3 551 286 489 3B7 B3 349 218 543 381 427 383 449 53 3892 381 486 B4 3F7 BH 323 856 519 347 204 44 AT 437 BF A28 477 A4
JL&4 | 387 59 B12 583 405 443 4594 281 344 445 380 73 BOB 586 356 507 358 64 455 298 537 380 410 348 402 B0 418 427 540 B54 426 BB 331 594 503 352 283 412 507 483 B4 429 515 442 23
a5 | 470 B2 382 385 370 473 338 509 370 453 444 B5 530 533 562 463 438 65 335 381 GA0 451 571 548 B46 B 423 357 498 5G9 455 63 432 403 403 470 439 B39 378 378 B5 431 320 625 435 5AD
JL72 | 531 7B 5B4 533 333 547 339 455 233 489 417 7B 613 B19 433 533 389 B9 4F2 366 B46 423 499 493 5893 50 486 394 BB4 F24 489 T4 486 B2 527 424 311 585 471 431 75 574 449 452 314 432 353
IR | 404 53 532 492 330 453 427 331 356 436 373 63 539 503 428 401 3p2 55 426 326 405 376 457 244 374 64 462 333 510 620 390 52 279 512 336 254 309 371 330 411 58 384 373 433 322 3M 370 3F



7 lentelé. Geografiniai atstumai (km) tarp tirty paprastosios avietés kolekcijos pavyzdziy
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8 lentelé. Nei genetiniai atstumai tarp paprastosios avietés populiaciju

@ R .3 o »
I .oz %208 ¢ EOE o 2 L. s
= A > > = o) 2 A A M m = A N = 8% Z <
Séta 0,103
Vilkiautinis | 0,114 0,129
Vilnius 0,163 0,089 0,140
lgiai 0,142 0,137 0,081 0,137
Salos 0,144 0,161 0,116 0,176 0,045
Prienai 0,113 0,115 0,088 0,130 0,107 0,129
Linkuva 0,178 0,170 0,140 0,127 0,146 0,174 0,156
Dieveniskés | 0,217 0,177 0,196 0,151 0242 0282 0237 0,207
Kurtuvénai | 0,147 0,145 0,139 0,148 0,145 0,161 0,144 0,127 0,134
B. Voké 0,174 0,159 0,175 0,139 0,166 0,174 0,198 0,142 0,175 0,111
Melekonys | 0,180 0,137 0,135 0,145 0,146 0,188 0,150 0,111 0,172 0,145 0,129
Svarcgiris | 0,201 0,224 0,203 0,173 0,183 0,212 0214 0,198 0,203 0,177 0200 0,167
Zokniai 0212 0242 0,158 0211 0,176 0213 0207 0,169 0,224 0,179 0220 0221 0,195
Margiai 0,198 0,175 0,167 0,187 0,169 0,178 0,083 0,205 0,285 0,184 0230 0,188 0,246 0,254
Siulgos 0,189 0,158 0,185 0,185 0,185 0,182 0,119 0,192 0,225 0,162 0,198 0,169 0,269 0,261 0,068
Nemirseta | 0,182 0,215 0,186 0,200 00240 0,241 0,207 0212 0,157 0,174 0219 0,243 0,220 0215 0201 0,187
Anaitiai 0,174 0239 0,175 0210 0234 0,220 0210 0210 0,153 0,164 0,198 0231 0210 0,235 0241 0204 0,074
Rokai 0,205 0,167 0,207 0,135 0225 0,223 0,150 0,171 0205 0,142 0,187 0207 0207 0,257 0,165 0,138 0,166 0,136




9 lentelé. Geografiniai atstumai (km) tarp tirty paprastosios avietés populiacijy

2 £ ‘I e :
2 3 = E g 3 g = 2 E = ° 5 < g 2 5 2
23 > > = A & 3 A < M = @ N = e “ <
Seta 201,88
Vilkiautinis | 542 05 12¢ 00
Vilnius 280,92 90,37 100,99
lgiai 315,02 131,67 231,39 137,63
Salos 310,08 111,46 188,72 90,45 50,49
Prienai 208,32 7543 56,04 85,16 192,56 157,11
Linkuva 186,87 94,87 220,85 177,84 138,70 153,15 165,13
Dieveniskés | 37305 14521 10041 57,58 18336 133,05 115,58 235,19
Kurtuvénai | 151 06 9949 198,69 189,35 195,05 19590 14446 68,00 242,05 -
B. Voke 284,71 101,17 88,84 17,01 15429 106,46 8229 191,54 44,08 198,64
yelek"“ys 284,71 101,17 88,84 17,01 15429 106,46 8229 191,54 44,08 198,64 -
Svaregiris | 11755 9901 13431 165,76 22845 210,19 9093 137,61 205,58 83,15 168,10 168,10
Zokniai 147,90 89,14 202,60 179,17 170,04 174,87 146,81 40,85 23432 27,37 190,31 190,31 101,43
lf/largiai 311,90 117,34 12437 31,63 133,96 83,62 116,06 198,47 4943 216,82 36,18 36,18 19725 204,44
Siulgos 311,90 117,34 12437 31,63 133,96 83,62 116,06 198,47 4943 216,82 36,18 36,18 197,25 20444 -
Nemirseta | 3539 21282 273,06 296,99 315,73 31645 230,18 181,20 342,78 12124 302,53 302,53 139,83 14572 327,14 327,14
Anaiiai 33,46 21127 271,01 29527 314,72 315,15 22824 180,47 340,93 120,10 300,75 300,75 137,84 144,75 32545 32545 2,13
Rokai 22128 19,40 128,96 7522 117,32 93,12 79,72 103,96 131,79 117,20 87,85 87,85 117,08 104,42 100,16 100,16 231,99 230,46



10 lentelé. Daugiameté vidutiné oro temperattra™

Populiacija ir jai priskirta

Ziema

Pavasaris

Vasara

Ruduo

meteorologiné stotis XU 1] 0] Vid| T | IV ]| V | Vid] VI| VI[| VIl | Vid.| IX | X | XI| Vid] Veune
Nida (Juodkrante) 0,1 32] 29 21 ] -01] 49 [110]53]153]172]173] 166137923989 718
Kédainiai (Séta) 24 -49] 46 -40] -04] 60 [126]61]160]17,1] 162|164 ]119]70]20]70] 638
Druskininkai (Vilkiautinis) | 2,4 | -5,3 | -43| -4,0 | -0,1 | 62 | 12,7 |63 | 162|175 16,4 | 16,7 | 11,9 68 | 2270 | 6,48
Vilniaus miestas (Vilnius) | -2,2 | -5,5 | 4,5 -4,1 | 0,1 | 64 | 13365167180 170 | 172 [ 123721971 671
Dusetos (Ilgiai) 32 61| 54| 49| 14| 53 [ 12053 156]168] 159|161 | 113661364 573
Salos (Salos) 30|57 51| -46 ] -1.4] 52 [116]51]154]167]160]160]11,5]65]1,5]65] 577
Prienai (Prienai) 26| -50] 43| 40 ] 00 | 66 | 133]66]|164]175] 169|169 ]124]77125]75] 6,78
Joniskis (Linkuva) 22 51| 46| 40 | 08 | 55 [11,9]55]156]170] 163|163 | 118] 722371 6,24
Varéna (Dieveniskés) 28| 58| 46| 44 | 07 ] 60 [123]59]157]169] 162163 ]11,7]68]19]68]| 6,13
Siauliai (Kurtuvénai) 26| 51| 47 41 10 52 11,853 ]155]167] 161 160 ]11,7]70]1,8]68] 6,03
Vilnius (B. Voke, 32| 64| 52| 49 | 09 | 55 | 123 |56 156|167 | 160 | 161 | 113 |63 |09 62| 574
Melekonys)

Kybartai (Svarcgiris) 19| 44| 37 33 02 |62 [124]63]157]169] 165|164 |124]78]25]76] 672
Siauliai (Zokniai) 26| 51| 47 a1 ] 10 52 [118]53]155]167] 161 160 ]11,7]70]1.8]68] 6,03
;’11111‘1‘;‘5 uzmiestis (Margial, | 5o | o1 | 48 46 | -06 | 57 | 12559 | 158|169 | 163 | 163 | 116 | 66 | 12| 65| 6,02
Palanga (Nemirseta, 03] 29| 2,8 20 | 04 | 51 10754143160 16,5 | 156 | 12,7 | 8,6 | 3,8 | 84 | 6,84
Anaiciai)

Ukmergé (Rokai) 28| 57| 48 44 ] 0859 [125]59]157]168]162]162]11,8]70]1.8]68] 6,13

* Lietuvos Hidrometeorologijos Tarnybos duomenys




11 lentelé. Daugiametis vidutinis krituliy kiekis*

Populiacija.ir jai pr.iskirta Ziema Pavasaris Vasara Ruduo Metinis
meteorologiné stotis x| 1| 1] Bviso| I | IV] V[ viso| VI VII[ VIII| viso| 1X| X | XI| I§ viso
Nida (Juodkrante) 634528 136 | 34 [33]41] 108 [52]77] 82| 211 [83]79] 84| 246 | 701
Kedainiai (Séta) 4336 28] 107 | 31 (40|60 131 [62]73] 66 | 201 [53]46|47] 146 | 585
Druskininkai (Vilkiautinis) | 50 | 41 [ 31 ] 122 [ 36 |43 64| 143 |85]82] 69 | 236 [60]48]52] 160 | 661
Vilniaus miestas (Vilnius) 54140 | 30| 124 38 |46 |55 | 139 79|79 | 71 229 |64 |54 | 54| 172 664
Dusetos (Ilgiai) 56145 36| 137 | 39 |42]59] 140 [ 72]75] 66 | 213 |66 |55 60| 181 | 671
Salos (Salos) 5504331 ] 120 | 38 [42]55] 135 [75[85] 73| 233 |66 |54 |54 174 | em
Prienai (Prienai) 59014934 ] 142 | 39 [a2 |51 | 132 [82]81| 72| 235 [62|55] 64| 181 | 690
Joniskis (Linkuva) 3803021 8 [ 20 [41]44] 114 [63]72] 65| 200 [58]50] 48| 156 | 559
Varéna (Dieveniskes) 5038 ]32] 120 [ 37 [43]60] 140 [75] 76| 72 | 223 |61 ]53]53] 167 | 650
Siauliai (Kurtuvénai) 44 [ 3324 101 | 323847 ] 117 |60 74| 77 | 211 |60 ]53]58] 171 | 600
Vilnius (B. Voke, S6 |42 34| 132 | 38 |44 |58 140 |77]79| 72| 228 |67|53|58| 178 | 678
Melekonys)

Kybartai (Svarcgiris) s |46 31 ] 135 | 39 [37]50] 126 | 72]80] 83 | 235 [57|50] 65| 172 | 668
Siauliai (Zokniai) 44 [ 33 (24 101 | 323847 ] 117 |60 74| 77 | 211 |60 ]53]58| 171 | 600
Vilniaus uzmiestis (Margiai, | g5 | 4) | 3¢ | 134 | 39 |46 | 62| 147 | 77|78 | 72 | 227 | 65|53 |57 | 175 | 683
Siulgos)

Palanga (Nemirseta, 68 (50 (31| 149 | 39 [ 36|39 | 114 |56 | 74| 83 | 213 [89|80 |90 | 259 | 735
Anaiciai)

Ukmergé (Rokai) s4 (31 (23] 108 | 31 [40|52] 123 [67]66| 72 | 205 [56|45] 51| 152 | 588

* Lietuvos Hidrometeorologijos Tarnybos duomenys
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