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SANTRUMPOS

A, C, G, T —adeninas, citozinas, guaninas, timinas

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

AGI — augaly genetiniai iStekliai

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

BLAST - pagrindinis vietinis iSlyginamosios paieskos jrankis (angl. Basic Local
Alignment Search Tool), naudojamas nukleotidy seky palyginimui su NCBI duomeny
bazéje registruotomis sekomis

bp — baziy pora, nukleortigsties ilgio vienetas, lygus vienai baziy porai

BS — Vilniaus universiteto Botanikos sodas

CpPDNR — chloroplasty DNR

DDBJ — DNR duomeny bankas Japonijoje (angl. DNA Data Bank of Japan)

DNR — deoksiribonukleornigstis

E — tikimybés reik§mé (angl. Expectation value)

EMBL-EBI — Europos molekulinés biologijos laboratorija — bioinformatikos
institutas (angl. European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics
Institute)

GDyy — genetinis atstumas tarp individy (angl. Genetic Distance)

GRIN — JAV augaly sistematikos duomeny bazé (angl. Germplasm Resources
Information Network)

GSS — genomo sekoskaitos apzvalgos duomeny baze (angl. Genome Survey
Sequences)

IPNI — Tarptautiné augaly vardy bazé (angl. The International Plant Names
Index)

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas

IR — invertuotas pasikartojimas (angl. Inverted Repeat)

ISSR — paprasty pasikartojan¢iy seky intarpai (angl. Inter-Simples Sequence
Repeats)

ITS — vidinis transkribuotas tarpiklis (angl. Internal Transcribed Spacer)

IUPAC - tarptautiné teorinés ir taikomosios chemijos sajunga (angl. The

International Union of Pure and Applied Chemistry)



kb — kilobazé, nukleorfigi&iy ilgio vienetas, lygus 10° baziy pory arba baziy

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé

LSC — chloroplasto genomo didZioji vienkopijiné sritis (angl. Large Single
Copy)

ME — maziausios evoliucijos metodas (angl. Minimum Evolution)

MEGA — molekulinés evoliucijos genetinés analizés programa (angl. Molecular
Evolutionary Genetic Analysis)

ML — didziausio tikétinumo algoritmas (angl. Maximum Likelihood)

MP — didZiausio taupumo algoritmas (angl. Maximum Parsimony)

NCBI — nacionalinis biotechnologijos informacijos centras (angl. National
Center for Biotechnology Information)

NJ — kaimyny grupavimo algoritmas (angl. Neighbor-joining)

nt — nukleotidai/nukleotidas

OTYV - operacinis taksonominis vienetas (angl. Operational Taxonomic Units)

PGR - polimeraziné grandininé reakcija (angl. PCR, Polymerase Chain
Reaction)

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

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

SCAR — pagausinto Zinomos sekos regiono Zymuo (angl. Sequence
Characterized Amplified Regions)

SMC — paprasto atitikimo koeficientas (angl. Simple Matching Coefficient)

SSCP — viengrandés DNR struktiiros polimorfizmas (angl. Single-stranded
Confirmation Polymorphism)

SSR — paprastosios pasikartojanc¢ios sekos (angl. Simple Sequence Repeats)

UPGMA — angl. Unweighted Pair-Group Methods with Arithmetic Mean

VIR — N.I. Vavilovo Rusijos augalininkystés institutas (rus. Bcepoccutickuii
Hncemumym Pacmenuesoocmea, um. HU. Basunosa)

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

VU — Vilniaus universitetas

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozidas



IVADAS

Daug augaly rasiy, kurios praeityje nebuvo labai vertinamos ir
kultivuojamos, dabar intensyviai tiriamos norint jas plac¢iau panaudoti Zmoniy
reikméms (Badenes et al., 2004). Daznai tokie augalai pasizymi unikaliomis
biologinémis ir agronominémis savybémis (pvz., atsparumu biotiniam ir
abiotiniam stresui). Viena 1§ tokiy rasiy, kurios selekcija susidométa tik
pra¢jusio amziaus viduryje, yra melsvauogis sausmedis.

Melsvauogis sausmedis (Lonicera caerulea L.) — vidutinio dydZio
daugiametis kriimas, subrandinantis melsvos spalvos valgomas uogas, paplites
borealiniuose Eurazijos ir Siaurés Amerikos miskuose. Tetraploidinés
(2n=4x=36) melsvauogio sausmedzio formos uzima didzigja arealo dalj
Eurazijoje, o diploidinés (2n=2x=18) rusies formos sutinkamos tik pietiniame
arealo pakrastyje (Tetsuo et al., 2007). L. caerulea kaip komerciné rusis yra
palyginti nauja, pradéta kultivuoti XIX a. Rusijoje (Plekhanova, 2000;
Kyknuna, 2006). Sausmedzio moksliné selekcija prasid¢jo XX a. viduryje
Taryby Sajungoje (Janick, Paull, 2008). Nuo tada Rusijoje sukurta daugiau
kaip Simtas sausmedzio veisliy. Selekcinés programos, panaudojant vietinius
genetinius Sios riiSies iSteklius, véliau buvo pradétos Japonijoje, Kinijoje ir
Kanadoje. Daugelis kity $aliy (Rumunija, Cekija, Latvija, Svedija, Kanada,
JAV ir kt.) sausmedzio selekcijai naudoja i$ Rusijos gautg geneting medziaga.

D¢l didelio atsparumo Sal¢iui (Ziedai iStveria -8°C/-10°C) bei ankstyvo
der¢jimo melsvauogis sausmedis yra vertinga selekciniu poziiiriu uogakriimiy
rusis. Nuo seno Rusijoje, Japonijoje ir Kinijoje sausmedZiy uogos naudojamos
liaudies medicinoje ir kulinarijoje. Jose gausu fenoliniy junginiy, flavonoidy ir
antocianiny, kurie nulemia antibakterines, antioksidantines ir prieSuzdegimines
sausmedzio vaisiy savybes (Chaovanalikit et al., 2004; CrpenpuuHa u 1p.,
2006; Svarcova et al., 2007).

Melsvauogio sausmedzio, perspektyvios naujos sodo augaly kulttros,
tyrimai Lietuvoje prasidéjo 1979 m., sukaupus Vilniaus universiteto Botanikos

sodo sausmedziy kolekcija (Zilinskaité et al., 2007). Siuo metu joje yra 28



veislés ir 35 genetinés linijos bei keturiy L. caerulea portiSiy pavyzdziai.
Genetiniy linijy kolekcija jkurta naudojant gamtiniy sausmedzio populiacijy i$
Rusijos Altajaus regiono sékline medziaga (Zilinskaité et al., 2007).

VU Botanikos sodo sausmedziy kolekcijos efektyvesniam tvarkymui bei
genetiniy linijy tolesniam gerinimui be klasikiniy metody reikalingi ir
siuolaikiniai, kurie pagristi genomo DNR analize ir nepriklauso nuo aplinkos
poveikio bei individo raidos stadijos. Veisliy tyrimams ir selekcijai pasaulyje
placiai naudojami DNR zymeny metodai (Wiinsch, Hormaza, 2002; Semagn et
al., 2006), i$ kuriy vienas populiariausiy yra RAPD (angl. Random Amplified
Polymorphic DNA) metodas, nes yra efektyvus, palyginti pigus ir dél
naudojamy atsitiktinés sekos pradmeny nereikalauja pradinés informacijos apie
tiriamos rasies genomo sekas (Williams et al., 1990; Williams et al., 1993;
Atienzar, Jha, 2006).

D¢l savo polimorfiskumo ir didelio uZimamo arealo melsvauogis
sausmedis jdomus ir taksonominiu pozilriu, nes iki §iol gin¢ijamasi, ar tai
viena rusis, sudaryta i$ keliy portsiy ir varietety, ar tai skirtingy riiSiy grupé
(IlmexanoBa, PoctoBa, 1994; Pojarkova, 1999; Janick, Paull, 2008). Iki Siol
Sios problemos sprendimui buvo naudojama daug klasikiniy metody
(TTnexanoBa, PoctoBa, 1994). Pastaruoju metu tiek augaly, tiek kity gyvy
organizmy sistematikai plac¢iai naudojami branduolio ir organoidy DNR
analizés metodai (Soltis, Soltis, 1998; Harris, 1999; Soltis, Soltis, 2000; Shaw
et al., 2005; 2007). Sistematiniu pozitriu yra perspektyvi chloroplasty DNR
(cpDNR) regiony sekoskaita, kadangi nukleotidy pakaity daznis chloroplasty
genome yra mazesnis nei branduolio ir didesnis nei mitochondrijy genome
(Wolfe et al., 1987). Dél to RAPD metodo ir cpDNR sekoskaitos panaudojimas
L. caerulea analizei gali suteikti naujos vertingos informacijos ir patikslinti
melsvauogio sausmedzio, kaip polimorfinés riiSies, statusa, pasalinti kai
kuriuos priestaravimus $ios riiSies sistematikoje. Molekuliniy genetiniy metody
panaudojimas tiriant Lonicera L. genties genomg turéty atverti naujas

galimybes sprendziant daugelj teoriniy ir praktiniy uzdaviniy, tvarkant ir



naudojant sausmedziy geneting medziagg bei padidinti naujy veisliy selekcijos

efektyvuma.

DARBO TIKSLAS

Istirti VU Botanikos sodo sausmedzio (Lonicera L.) kolekcijos geneting

jvairove, atlikti vidurGiSing ir tarpriSing filogeneting analiz¢ molekuliniy

zymeny metodais, palyginti sekoskaitos rezultatus su cpDNR sekomis,

registruotomis duomeny bazése.

PAGRINDINIAI TYRIMU UZDAVINIAI

1.

Genotipuoti VU Botanikos sodo melsvauogio sausmedzio kolekcijos
pavyzdzius RAPD metodu.

Nustatyti tirty genotipy giminingumo laipsnj ir, remiantis Siais
duomenimis, patikslinti kai kuriy pavyzdziy kilme.

Nustatyti genetiniy linijy kolekcijos pavyzdziy ir elitiniy veisliy
genetingés diferenciacijos lygi.

Ivertinti genetiniy linijy panaudojimo melsvauogio sausmedzio
selekcijai ir naujai kuriamy veisliy genetinés jvairovés didinimui
galimybes.

Nustatyti L. caerulea L. rsiai savitus RAPD Zymenis, istirti juy DNR
seky polimorfizma, jvertinti jy molekuling prigimtj, atlikti panasiy seky
paieska duomeny bazése.

Remiantis RAPD analizés ir cpDNR sekoskaitos rezultatais atlikti
Lonicera L. genties keleto rasiy ir porusiy filogeneting analize
Siuolaikinés bioinformatikos metodais.

Palyginti tirty sausmedzio genties atstovy genetinio panasumo medzius,
nubraizytus RAPD duomeny pagrindu, su medZiais, nubraizytais
remiantis cpDNR nekoduojanciy regiony sekoskaitos duomenimis.
Gauta informacijg palyginti su kity autoriy gautais sausmedZzio

filogenetiniy tyrimy rezultatais.



8. Pateikti rekomendacijas, kaip pagerinti tolesnius melsvauogio

sausmedzio kolekcijos tvarkymo ir selekcijos darbus.

DARBO NAUJUMAS

Pirma kartg melsvauogio sausmedzio (L. caerulea L.) genetinés jvairoveés
tyrimams bei vidurtSinés taksonomijos problemoms spresti buvo panaudoti
DNR Zymeny metodai (RAPD ir cpDNR nekoduojanciy regiony sekoskaita).
Nustatyta, kad L. caerulea L. atstovams biidingas didelis DNR polimorfizmas.
Identifikuotas ir sekvenuotas RAPD Zzymuo, savitas S§iai polimorfinei
kompleksinei rosiai. Pirmakart atlikta Lonicera L. genties dvylikos atstovy
cpDNR $esiy nekoduojanciy regiony (trnH-psbA, 5°rpS12-rpL20, trnL-trnF,
trnS-trnG, rpS16, trnS-psbZ) sekoskaita. cpDNR nekoduojanciy seky
filogenetin¢ analizé¢ parodeé, kad mokslinéje literatiroje apraSyti melsvauogio
sausmedzio poriiSiai nesudaro vienos klados, 0 grupuojasi su Kitais
diskutuotino statuso taksonais ir kartu su jais sudaro monofileting grupe.

Sie molekuliniai tyrimai patvirtina A. Rehder‘io (1903) ir M. Plekhanovos
(1994) nuomong apie tai, kad L. caerulea L. yra polimorfiné rtsis, kuriai be
portsiy L. subsp. kamtschatica, L. subsp. stenantha, L. subsp. pallasii, L.
subsp. altaica galima priskirti ir kai kuriy autoriy i$skiriamas rasis — L.
venulosa (Maxim.) Worosh., L. edulis Turcz. ex Freyn, L. emphyllocalyx

(Maxim.) Nakai, L. boczkarnikowae Plekhanova.

DARBO PRAKTINE REIKSME

Nustatyti oligonukleotidiniai pradmenys, kurie tinka melsvauogio
sausmedzio (L. caerulea L.) genetinés jvairovés tyrimams ir filogenetinei
analizei. Su jais genotipuota Simtas VU Botanikos sodo sausmedzio kolekcijos
pavyzdziy. Palyginus VU Botanikos sodo melsvauogio sausmedzio genetiniy
linijy ir elitiniy veisliy geneting jvairove, jvertinta RAPD metodu, nustatyta,
kad Sios genetinés linijos gali biiti naudojamos kaip papildomas genetinés
jvairovés Saltinis naujoms sausmedziy veisléms kurti. L. caerulea L. rasiai

nustatytas savitas RAPD Zymuo gali biiti naudojamas melsvauogio sausmedZzio

10



ir kity rasSiy hibridy analizei. Dvylikos Lonicera L. genties atstovy CpDNR

Sesiy nekoduojanciy regiony (trnH-psbA, 5 rpS12-rpL20, trnL-trnF, trnS-trnG,

rpS16, trnS-pshZ) sekos bus uzregistruotos ir papildys NCBI duomeny baze.

Kultiiriniy augaly filogenetiniai tyrimai, jy taksonomijos patikslinimas yra

svarbu kaupiant ir naudojant rusies genetinius iSteklius, prognozuojant geny

introgresijos 1§ giminingy rasiy seékme.

GYNIMUI PRISTATOMI TEIGINIAI

1.

RAPD metodas yra tinkamas Lonicera L. kolekcijos genetinei jvairovei
tirti ir L. caerulea L. pavyzdziams genotipuoti.

Melsvauogiui sausmedziui (L. caerulea L.) yra budingas didelis DNR
polimorfizmas.

L. caerulea L. veisliy giminingumo dendrogramos, sudarytos RAPD
Zymeny pagrindu, nepriestarauja veisliy kilmés duomenims.

Kai kurie melsvauogio sausmedzio (L. caerulea L.) monomorfiniai
RAPD lokusai gali buti panaudoti kaip riisiai saviti Zymenys.

Remiantis sausmedzio chloroplasty DNR (cpDNR) nekoduojanciy
specifiniy regiony sekoskaitos rezultatais, galima diferencijuoti artimai
giminingus Lonicera L. genties atstovus.

Lonicera L. genties filogenetinés analizés rezultatai, gauti RAPD
metodu ir cpDNR sekoskaitos duomeny pagrindu, yra panasts.

L. caerulea L. ra8is sudaro monofileting grupe su Kitais, valgomus
vaisius vedanciais, sausmedziais.

VU Botanikos sode iSvestos sausmedZio genetinés linijos gali buti

naudojamos L. caerulea L. elitiniy veisliy genetinei bazei praplésti.

DARBO APROBAVIMAS

Disertacijos tema paskelbti 2 moksliniai straipsniai ISI Master Journal List

sgraso zurnaluose. Vienas straipsnis priimtas spausdinti 1SI Web of Science

referuojamame Zurnale, turiniame citavimo indeksg. Tyrimy rezultatai

pristatyti trijose tarptautinése konferencijose.
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DARBO APIMTIS

Darbg sudaro santrumpy sarasSas, ivadas, literatliros apZzvalga, tyrimo
objekto ir metody apraSymas, gauty rezultaty iSdéstymas, rezultaty aptarimas,
1Svados, moksliniy darby sarasas, padéka ir literatiiros saraSas. Darbe
pateikiamos 27 lentelés, 25 paveikslai ir 5 priedai. Darbo apimtis — 163
puslapiai (be priedy) ir 26 priedy puslapiai. Panaudoti 305 literatiiros Saltiniai.
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I. LITERATUROS APZVALGA

1. Sausmedzio genties apZvalga

Pagal $iuolaiking nomenklatiirg sausmediniy Seima (Caprifoliaceae Juss.)
skirstoma ] du poSeimius: Lonicera ir Caprifolium (IlnexanoBa, Pocroga,
1994). Lonicera posecimyje iSskiriamos Isoxylosteum, Isika ir Lonicera
sekcijos, kurios apjungia tiesiai augancius krimus, o Nintooa sekcija
reprezentuoja daugiausia vijoklinius augalus. Caprifolium (23 rtsys) poSeimis
apjungia Phenianthus, Cypheolae, Caprifolium sekcijas su vijokliniais ir
Sliauzianciais krumais (Kykmnuna, 2007).

Sausmediniy $eimos augalai — tai kriimai, lianos, nedideli medeliai. Zievé
neretai atpleiSéjusi, lupasi plonomis skiautelémis. Pumpurai kryzmiskai
prieSiniai, kartais serijiniai, tai yra sukrauti vienas vir§ kito po kelis. Lapai
paprasti, iStisiniai arba banguotai skiautéti, dazniausiai be prielapiy. Vainikelis
dazniausiai netaisyklingas. Ziedai dvily¢iai, balti, gelsvi, rausvi arba raudoni,
dazniausiai smulkas, apdulkinami vabzdziy (Thompson, Chaovanalikit, 2003).
Mezginé apatiné arba viduriné, su 1-3 lizdais. Vaisius — uoga arba sausa dézuté
(Navasaitis ir kt., 2003; Navasaitis, 2005). SausmedZiai yra medingi, Zydi nuo
balandZzio iki spalio ménesio. Savaiminis sausmedziy arealas apima visg
Siaurés pusrutul. Pati didziausia sausmedziy jvairové yra Kinijoje, 0 Europoje
ir Siaurés Amerikoje — tik apie 20 vietiniy rasiy. Labiausiai ru§ine sudétimi ir
savaiminiu paplitimu iSsiskiria Isika sekcijos sausmedziai (Kykmuna, 2007).

Lonicera L. gentis priklauso sausmediniy Caprifoliaceae Juss. Seimai,
Isika Lebed sekcijai:

Karalysté: | Augalai (Plantae)

Skyrius: | Magnolijunai (Magnoliophyta Cronquist)

Klasé: | Magnolijainiai (Magnoliopsida Brongn.)

Poklasis: | Astraziedziai (Asteridae Takht.)

Eilé: | Karsulieciai (Dipsacales Dumort.)

Seima: | Sausmediniai (Caprifoliaceae Juss.)

Gentis: | Lonicera L.
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Genties sistematika pateikta remiantis USDA (angl. United States
Departament of Agriculture), GRIN (angl. Germplasm Resources Information
Network), IPNI (angl. The Internation Plant Names Index), NCBI (angl.
National Center for Biotechnology Information Taxonomy Browser)
informacija. Neatitikimas su Lietuvoje naudojama sistematika yra poklasyje,
visa Dipsacales ecilé priskiriama erskéciaziedziy Rosidae Takht. poklasiui
(Gudzinskas, 1999).

Lonicera L. genciai lotyniska pavadinima suteiké Svedy sistematikas K.
Lin¢jus (Carl von Linné), pagerbdamas vokieCiy botanika ir gydytoja A.
Lonicera (Komno6osa, Ilpumenuna, 2003). Jvairiy autoriy duomenimis
sausmedziy gentyje priskai¢iuojama nuo 150 iki 200 rusiy (Rehder, 1903;
I'mpzrok, 1978; 1981; Ilnexanona, 1990; Kymunos, 1994; CkBopuos, Kykinna,
2002), i8 kuriy 10 — 15 turi valgomus vaisius ir priskiriamos Isika Rehd.
sekcijai, Caeruleae Rehd. posekcijai (Butkosckwuii, 2003).

Lonicera caerulea L. rG$iy sausmedziai biina tetraploidai (2n=4x=36),
kurie dazniausiai paplite Siaurés Eurazijoje bei diploidai (2n=2x=18), kurie
aptinkami mazose endeminése vietose, daZniausiai piety Azijos regione
(Tetsuo et al., 2007). Chromosomy skaiCius turi svarbig reikSme
kariosistematikoje (Ilumenos, 2001). Apibendrinus sausmedzio i§ 180 arealy
sistematinius tyrimus pagal chromosomy skaiCiy, galima teigti, kad tokiu
placiu kintanc¢iu chromosomy skai¢iumi pasizymi ne kiekviena augaly gentis
(Petuna, 1969; Mouanosa, [1nexanona, 1986; [1nexanosa u np., 1989; 1992,
[InexanoBa, PocroBa, 1994). I§ atlikty tyrimy matyti, kad melsvauogio
sausmedzio daugumos arealy Europoje ir Azijoje augalai pasiZzymi
tetraploidiSkumu. DiploidiSkumas budingas augalams i$ Buriatijos, Amiro,
Chabarovsko ir Primorés regiony, taip pat Kazachstano (Peruna, 1969;
CankuHa, JKoso6oBa, 1981; I[Tnexanosa u ap., 1992).

Plechanova ir Rostova teigia, kad L. caerulea L. yra vienas polimorfinis 4x
kompleksinis darinys, sudarytas i§ astuoniy portsSiy (IImexanoBa, Pocrosa,
1994). Plechanova ir kt. nurodo, kad raiSys, kurios skiriasi kariotipu, bet

morfologiSkai labai panaSios, yra tos pacios risys (ITnexanoBa u ap., 1992).

14



Kadangi chromosomy skai¢iaus padidéjimas nustatytas daugelyje sausmedziy
rusiy, tai neteisinga rasj, turinCig skirtingg kariotipg, laikyti atskira rasimi
(ITumenos, 2001). Visgi kiti autoriai teigia, kad skirtingas kariotipas yra
pakankama prieZastis atskirti riSis vieng nuo kitos (Love, Love, 1982).
Lonicera L. genties augalai yra palyginti nereikliis aplinkos salygoms
(pakantus pavésiui, nereikliis dirvozemiui, atspariis ligoms, kenkéjams ir t.t.),
tinkami  pramoniniam naudojimui. Susidares sausmedziy pomiskis
placialapiuose miskuose yra vertingas maisto Saltinis jvairiems gyviinams. Kai
kuriy riiSiy uogos iSsilaiko net iki pat vélyvo rudens ir yra maisto Saltinis
pauksciams. Sausmedzio mediena pasizymi geromis techninémis savybémis,
naudojama meno verslui. I§ kai kuriy rusiy lapy gaunami geltoni dazai, o i$
uogy — roziniai, violetiniai maisto dazai. Sausmediniy Seimos augalai noriai
auginami soduose, naudojami teritorijy apzeldinimui ir miSko apsauginéms
juostoms. Kai kurie sausmedziai pasizymi dideliu dekoratyvumu. Viszalés
rasys, atsparios zZiemos Sal¢iams, tinkamos auginti priekalnése. Vijoklinémis
risimis apzeldinamos namy sienos, terasos. DidZiausia pramoniné sausmediniy
Seimos augaly reikSmé — valgomas uogas brandinancios ruSys ir veislés.
Sausmedziy uogos subresta anksCiau uz kity augaly uogas, jose yra vertingy
vitaminy, fenoliniy riig§¢iy, flavonoidy, antocianiny. Taip pat jos gali biiti
naudojamos kaip natdralus antioksidanty ir jvairiy pigmenty Saltinis
(Plekhanova, 2000; Chaovanalikit et al., 2004; Svarcova et al., 2007).

1.1. Lonicera L. genties sistematikos istorija ir problemos

Melsvauogis sausmedis (Lonicera caerulea L.), kaip savita rasis, i$siskiria
1§ kity sausmedZiy. Kaip atskira risis, ji Zinoma dar iki Lin¢jaus epochos.
Pirmuosius sausmedziy apraSymus galima aptikti jau XVI a. (Clusius, 1583).
Labai tikétina, kad Lin¢jus (Linnaeus, 1753) pats nematé Siy augaly
natiiraliomis sglygomis, o L. caerulea risj aprasé pagal kity autoriy duomenis

(Skvortsov, 1986).
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Po Lingjaus jvairiis autoriai band¢ atskirti ir apraSyti dar kitas sausmedziy
mélynomis uogomis rasis. Zemiau pateikiama rasiy apra§ymo chronologija
(CkBopuos, Kyknuna, 2002):

1753 m. Lonicera caerulea L. Sp. pi.: 239 — Sveicarija.

1784 m. Lonicera altaica Pallas, F1. Ross. 1.1. tab. 37 (sine descr.) —
Altajus.

1803 m. Xylosteum villosum Michx F1. Bor.-Amer. 1: 106. — Kanada. —
Lonicera villosa (Michx.) Roemer et Schultes, 1819. Syst. Veget. 5: 26.

1817 m. Xylosteum solonis Eaton, Manual bot. N. Amer.: 26. — Anglija. —
Lonicera solonis (Eaton) Sprengel, 1825. Syst. Veget. 1: 759.

1821 m. Lonicera pallasii Ledeb., Index sem. Horti Dorpat. Append.: 20 —
Sibiras.

1830 m. Lonicera velutina. DC. Prodr. 4: 337 — Kanada.

1877 m. Lonicera reticulata Maxim., Bull. Acad. Sci. S. Petersb. 24: 40. —
Japonija.

1880 m. Lonicera venulosa Maxim., Bull. Acad. Sci. S. Petersb. 26: 542. —
Nom. nov. pro L. reticulata Maxim. 1877, non Champion. 1852.

1882 m. Lonicera reticulata Borbas, Erdeszeti Lapok 16: 164 et Osterr.
Bot. Z. 32: 136. — Croatija. — Caprifolium borbasianum O. Kuntze, 1891, Rev.
Gener. PI. 1: 247. — Lonicera borbasiana (O. Kuntze) Degen in Javorka, 1925.
Magyar PI.: 1049.

1886 m. Lonicera emphyllocalyx Maxim., Bull. Acad. Sci. S. Petersb. 31:
58 — Japonija.

1902 m. Lonicera edulis (Turcz.) Freyn, Osterr. Bot. Z. 52: 111 -
Transbaikalas.

1925 m. Lonicera cauriana Fernald, Rhodora, 27, 313: 10 — Siaurés
Amerika.

1935 m. Lonicera stenantha Pojark., boran. xxypran. 20, N 2: 1455 —
Vidurio Azija.

1958 m. Lonicera kamtschatica (Sevast.) Pojark., ®nopa CCCP. 23: 730 —

Kamciatka, Sachalinas.

16



1958 m. Lonicera baltica Pojark., ®mopa CCCP. 23: 731 — Siaurés-vakary
Europiné dalis, Svedija.

1958 m. Lonicera turczaninowii Pojark., ®mxopa CCCP. 23: 731 — Piety-
vakary Sibiras, Primor¢, Siaurés-vakary Kinijos dalis.

1958 m. Lonicera buschiorum Pojark., ®mopa CCCP. 23: 733 — Kaukazas.

1958 m. Lonicera iliensis Pojark., ®mopa CCCP. 23: 734 — Piety-vakary
Kazachstanas, Kinijos DZiungurijos regionas.

1958 m. Lonicera x subarctica Pojark. (= L. altaica x L. pallasii), ®aopa
Mypmanckoii 0611. 5: 424 — Siauriné Europiné dalis, Vakary Sibiras.

1975 m. Lonicera regeliana Boczkarn., Tp. BUP. 54. Ne 1: 241 (= L.
boczkarnikovae Plekhanova, Boran. xypHam 1994. 79. No 6: 60) — Piety

Primoré.

Rehder 1903 m. savo monografijoje aprasydamas Lonicera L. gentj,
iSskyré posekcija Caeruleae Rehd., ir teigé, kad ji susideda tik i§ vienos
polimorfinés holarktinés L. caerulea L. rusies, kurig sudaro astuoni skirtingi
poriisiai ir formos. Tokios pat nuomonés buvo ir P. Kirillow (1849) bei kiti
(Bomed, 1899; I'oBopyxun, 1937; I'poccreiim, 1949; ITonog, 1959; Petersone
1959; Ramanauskas, 1976). Tuo tarpu G. Kriissmann (1977) Lonicera L.
gentyje i8skyre 4 sekcijas ir 20 posekcijy.

Kai kuriy autoriy nuomone Siaurés Amerikoje auga L. caerulea L. (= L.
villosa Muhl.) rasis, kuri identiSka melsvauogiui sausmedziui i§ Europos ir
Sibiro (Torrey, Gray, 1838). Piety Koréjoje isleistame leidinyje ,,Koré¢jos
flora“ (Nakai, 1921) nurodoma L. caerulea su varietetais: var. edulis (Turcz.)
Regel, var. glabrescens Rupr., var. venulosa (Maxim.) Rehd., var. altaica
(Pall.) Sweet. Véliau Japonijos sistematikai leidinyje ,,Japonijos flora® (Ohwi,
1965) taip pat iSskyré Lonicera caerulea su trimis varietetais: var. edulis
Turcz. et Herder (Siaurés Japonija, Kamciatka, Kurily salos, Sachalinas,
Sibiras), var. emphyllocalyx (Maxim.) Nakai (Siaurés ir Vidurio Japonija), var.

venulosa (Maxim.) Rehd. (Japonija, Siaurés Amerika).
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Po Rehder darby vis labiau plétési bandymai atrasti naujas rasis
posekcijoje Caeruleae. Kaip rasoma ,.®aopa CCCP* (IlospkoBa, 1958),
buvusios Soviety Sgjungos respubliky teritorijose yra 10 sausmedziy rasiy: L.
caerulea L., L. altaica Pall., L. pallasii Ledeb., L. edulis Turcz. ex Freyn., L.
stenantha Pojark., L. buschiorum Pojark., L. baltica Pojark., L. turczaninowii
Pojark., L. kamtschatica (Sevast.) Pojark., L. iliensis Pojark. Siame leidinyje
apraSyty rasiy uzimami arealai persidengia vienas su kitu.

Bockarnikova (boukapuukoBa, 1975) aprasé L. regeliana Boczkarn. rasj,
kurios véliau kai kurie autoriai nepripazino (Bopommunos, 1982; Hemonyxko,
1984, 1986) dél to, kad Sis riiSies pavadinimas anksciau buvo panaudotas kitai
vakary Azijos rusiai L. chrysantha (f. regeliana) i$ sekcijos Coeloxylosteum
Rehd. pavadinti. Véliau Plekhanova (Ilnexanosa, 1994b) pakeité nesékmingai
pavadinty rasiy vardus, pvz., L. regeliana pakeit¢ j L. boczkarnikovae
Plekhanova. 1979 m. Bockarnikova aprasé Piety Primor¢je rastg dar vieng rusj
— L. emphyllocalyx Maxim. (boukapuaukoBa, 1979), kurig jau anksciau (1886
m.) apibiidino Maximowicz. Kaip raso kiti autoriai (Hemomysxko, 1984), jei Sig
ris] charakterizuoti kaip Japonijos ras¢ (naudojant siauresnj riiSies
apibrézimg), tai jos teisingesnis pavadinimas bty L. venulosa Maxim.

Zinomi bandymai suskaldyti auk$&iau minétas rai§is j porti§ius (CKBopIIOB,
Kyknuna, 2002):

e L. caerulea subsp. edulis (Turcz.) Hulten (Hultén, 1930);

e L. caerulea subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz. (Browicz, 1974);

e L. caerulea subsp. hirsuta (Regel) (Kysaeg, 1980);

e L. caerulea subsp. venulosa (Maxim.) Worosch. (Bopommios, 1982);

e L. caerulea subsp. villosa (Michx.) (Love, Love, 1982).

Taip pat néra vieningos nuomonés apie sausmedziy, paplitusiy Siaurés
Amerikoje, sistematikg. Fernald (1925), charakterizuodamas melsvauogius
sausmedzius Siaurés Amerikoje (JAV vakaruose), pripazjsta L. villosa
(Michx.) Roemer et Schultes rii§j su 5 varietetais: var. villosa, var. solonis

(Eaton) Fernald, var. calvescens (Fernald et Wieg) Fernald, var. tonsa Fernald,
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var. fulleri Fernald ir rai§j L. cauriana Fernald — JAV rytuose, nes pastaroji turi
raudonas uogas. Veikale ,Siaurés-vakary JAV ir Kanados flora“ (1963)
Gleason, kaip ir Fernaldas, pripazjsta tik L. villosa (Michx.) Roemer et
Schultes su tais paciais varietetais: var. villosa, solonis, calvescens, tonsa,
fulleri. Tokia sausmedziy sistemating padétj Siaurés Amerikoje pripazjsta ir
Hultenas su Skoganu (Hultén, 1971; Scoggan, 1979).

Paskutiniais deSimtmeciais pasirodé publikacijy, kuriose pateikiama
kitokia sausmedziy sistematika. Pavyzdziui, Wang ir Gu, tyrinédami L. edulis
ras], nusprendé batinai i$skirti naujg gentj Metalonicera M. Wang et A.G. Gu
ir pakeisti L. caerulea j Metalonicera edulis (Turcz.) M. Wang et A.G. Gu.
Tokia iS§vadg ir pasitlymg autoriai grindzia remdamiesi uogy morfologiniais
pozymiais (Wang, Gu, 1988; Wang, Gu, 1990). giq mokslininky nuomong taip
pat palaiko ir kai kurie rusy sistematikai (Hepenanos, 1995).

Hara savo monografijoje (Hara, 1983) apie Caprifoliaceae Seimos augalus
Japonijos teritorijoje, visus melsvauogio sausmedZzio atstovus priskiria L.
caerulea subsp. edulis (Turcz.) Hulten., nors iSoriniai Sios rusies augaly
pozymiai labai varijuoja. Be vyraujancios formos (var. edulis) autorius isskiria
dar du varietetus — var. emphyllocalyx (Maxim.) Nakai ir aukstai kalnuose
sutinkama var. venulosa (Maxim.) Rehd.

Vorosilovas (Bopommios, 1992) pripazino penkias sausmedziy rasis:
holarkting rtsj L. caerulea (kartu su Amerikos rasémis ir sausmedziais i$
Europos, Sibiro ir Kamdéiatkos), L. altaica (Europiné Rusijos sritis, Vakary
Sibiras), L. stenantha (kalnuota Viduriné Azija, Kaukazas, Altajus), L.
venulosa (Amiras, Sachalinas, Primoré¢, Kurilai, giaurés-vakarq Kinija ir
Japonija) bei L. iliensis. Sis autorius minétas risis isskyré remdamasis
morfologiniais pozymiais (Ziedo forma ir lapy plaukuotumu), ignoruodamas
chromosomy skaiciy. I§ poriiSiy VoroSilovas pripazjsta tik L. caerulea subsp.
pallasii (Ledeb.) Browicz ir, savo ruoztu, sitilo iSskirti dar tris portsius: L.
altaica subsp. subarctica (Pojark.) Worosch., L. venulosa subsp. edulis (Turcz.

ex Freyn) Worosch., L. venulosa subsp. emphyllocalyx (Maxim.) Worosch.
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Plekhanova (ITnexanoma, 1994a), sprgsdama sausmedzio sistematikos
problemas, pasiiilé atsizvelgti | chromosomy skai¢iy ir iSskirti vieng
tetraploiding polimorfiska L. caerulea rasj, kurios arealas labai platus, ir tris
endemines diploidines rasis: L. edulis, L. boczkarnikovae ir L. iliensis. Ta¢iau
taip traktuojant melsvauogio sausmedzio sistematikg, L. edulis atzvilgiu
gaunama paradoksali situacija, nes, kaip teigia ir pati Plekhanova (Ilnexanosa
u gp., 1992), §i rasis Jakutijoje, Citinsko ir Amiro srityse yra diploidiné, o
kitur aptinkama morfologiskai identiSka tetraploidiné L. edulis rasis.
Plekhanova taip pat sitlé L. caerulea rasies viduje iSskirti keletg portiSiy —
caerulea, emphyllocalyx, pallasii, kamtschatica, venulosa, altaica, stenantha,
teigdama, kad S$ios raSies vidur@iSinei sistematikai buitini detalesni tyrimai
(ITnexanoBa, PoctoBa, 1994).

Toks Caeruleae posekcijos, kaip turinfios daug rasiy (priskai¢iuojama
apie 20), traktavimas yra sietinas su tradiciniu pozitiriu, paremtu tipologiniu
taksono supratimu, kai esant bet kokiam morfologiniam skirtumui ir netiriant
molekulinés biologijos metodais, augalai, turintys didesnius skirtumus,
vertinami kaip skirtingy rii§iy atstovai. Laikantis §ios pozicijos, apraSoma daug
rasiy, bet néra i$skiriamos aiSkios jy arealy ribos. ISskiriami morfotipai, kurie
budingi konkretiems arealams (Altajaus, Kamciatkos). Tai patogu atliekant
praktinius selekcinius darbus, tafiau nesant aiSkiy kriterijy nustatant
sausmedzio riisis, atsiranda dideli netikslumai turimose kolekcijose.

Siuo metu Rusijos mokslininkai laikosi vienos nuomongs, kad bent jau
Eurazijoje posekcijoje Caeruleae galima isskirti ne daugiau kaip dvi rasis — L.
caerulea L. ir L. iliensis Pojark (IlnexanoBa, PoctoBa, 1994; CxBopIioB,
Kyxnuna, 2002). Taigi, L. caerulea riiSyje priskai¢iuojama daug ekologiniy-
geografiniy rasiy ir klimatiniy tipy, sujungianciy tarpusavyje pereinamas
formas, kuriy negalima tiksliai apibtidinti morfologiskai ir priskirti apribotam
arealui tam, kad buty galima laikyti atskiru taksonu. Skvorcov ir Kuklina
(CxBopuioB, Kykmmua, 2002) siiilo tokig L. caerulea rasies vidurGsing
sistematikg: L. caerulea subsp. caerulea (= L. emphyllocalyx Maxim., L.

venulosa Maxim., L. reticulata Maxim., L. altaica Pall., L. pallasii Ledeb., L.
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edulis Turcz. ex Freyn, L. baltica Pojark., L. buschiorum Pojark., L.
turczaninowii Pojark, L. kamtschatica (Sevast.) Pojark., L. x subarctica
Pojark., L. regeliana Boczkarn.). Si rasis auga Centringje Europoje,
Europinéje Rusijos dalyje, Baltijos Salyse, Kaukaze, Vakary ir Ryty Sibire,
Tolimuose Rytuose ir Japonijoje.

Kaip  matyti, sausmedZiy sistematikoje = pirmenybé¢  teikiama
morfologiniams, ekologiniams-geografiniams ir i§ dalies citologiniams
metodams. Pozitris ] riSiy sistematikg keitési, kai buvo pradéti naudoti
biocheminiai, imunocheminiai ir matematinés statistikos metodai.

Siuolaikiné sistematika yra neatsicjama nuo augaly pavadinimy,
registruojamy duomeny bazése, tokiose kaip JAV sistematikos duomeny bazé
GRIN (angl. Germplasm Resources Information Network) ir Tarptautiné
augaly vardy bazé IPNI (angl. The International Plant Names Index). Taciau ir
Siose duomeny bazése galima aptikti Lonicera L. genties raSiy skaiCiaus
neatitikimy. Trukstant genetiniy tyrimy, augalai tradiciskai klasifikuojami
remiantis morfologiniais pozymiais. Todél, naudojant Siuolaikinius prieinamus
molekulinius Zymenis, galima patikslinti sistematinius rangus, nustatyti
filogenetinius rySius. Be to, daugelis mokslininky botaniky, aprasydami
Lonicera L. genties sausmedziy tyrimus, nesilaiko tarptautinés botanikos
nomenklatliros normy: ta pati rii§is pavadinama skirtingais vardais, skiriasi

taksonominis jos traktavimas ir t.t.

1.2. Lonicera L. genties kilmé

Didelé sausmedzio risiy jvairové liudija apie sudétinga Sios augaly genties
evoliucija. Naujausi fitogeografiniai tyrimai, paremti cpDNR regiony ir ITS
sekoskaita, rodo, kad gaubtasékliy augaly Caprifolieae (Caprifoliaceae) klada
(angl. clade), kuriai priklauso ir Lonicera gentis, yra tikriausiai kilusi i§ Azijos,
kur ir vyko rasiy diversifikacija. Véliau, matyt, vyko daugkartinis plitimas ]
Europg ir Siaurés Amerika. Manoma, kad kai kurios Lonicera risys atsirado
pries 21 — 36 min. mety (Smith, 2009) (1 pav.).
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Lonicera koehneana
Lonicera xylosteum
Lonicera heteroloba
Lonicera floribunda
Lonicera chrysantha
Lonicera steveniana
Lonicera deflexicalyx
Lonicera demissa
Lonicera subsessilis
Lonicera ruprechtiana
Lonicera maackii
Lonicera trichosantha
Lonicera lanceolata
Lonicera cyanocarpa
Lonicera quinquelocularis
Lonicera morrowii
Lonicera sovetkinae
Lonicera korolkovii
Lonicera tatarica
Lonicera nervosa
Lonicera graebneri
Lonicera nigra
Lonicera orientalis
Lonicera modesta
Lonicera maximowiczii
Lonicera oblongifolia
Lonicera tomemtella
Lonicera myrtilloides
Lonicera myrtillus
Lonicera serreana
Lonicera rupicola
Lonicera syringantha
Lonicera spinosa
= _onicera gynochlamydea
Lonicera japonica
Lonicera henryi
Lonicera giraldii
Lonicera acuminata
Lonicera confusa
Lonicera involucrata
Lonicera ledebourii
Lonicera hemsleyana
Lonicera alpigena
Lonicera pileata
Lonicera nitida
Lonicera pyrenaica
Lonicera ferdinandi
_LLLonicera iberica
Lonicera vesicaria
Lonicera setifera
Lonicera hispida
Lonicera fragrantissima
Lonicera standishii
Lonicera altmannii
Lonicera inconspicua
Lonicera oreshia
Lonicera tangutica
Lonicera obovata
Lonicera microphylla
Lonicera caerulea
Lonicera gracilipes
Lonicera calcarata
Lonicera implexa
Lonicera caprifolium
Lonicera etrusca
Lonicera pilosa
Lonicera hispidula
Lonicera albiflora
Lonicera tragophylla
Lonicera camosifolia
Lonicera periclymenum
Lonicera subspicata
Lonicera interrupta
Lonicera ciliosa
Lonicera hirsuta
Lonicera dioica
Lonicera arizonica
Lonicera flava
Lonicera sempervirens
Symphoricarpos albus

0,02
Symphoricarpos occidentalis
Symphoricarpos orbiculatus
. Symphoricarpos hesperius

Leycosteria formosa
Leycosteria crocothyrsos
—Triosteum pinnatifidum
Triosteum sp.

Triosteum himalayanum
Triosteum aurantiacum
Triosteum angustifolium

Triosteum perfoliatum
Triosteum sinuatum

Heptacodium miconioides

1 pav. Caprifoliaceae Seimos filogenetiné dendrograma sudaryta naudojant atpB-rbsL, ITS, petN-
psbM, psbM-trnD, rpoB-trnC ir trnS-trnG cpDNR tarpgeninius regionus, pagal Smith (2009) gautus

duomenis
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Remiantis Siuolaikiniy Lonicera L. genties augaly daugiameciais tyrimais
(Ps6oBa, 1980), iSskiriami 2 kilmés rajonai. Teigiama, kad vijokliniai
sausmedziai galéjo kilti tropiniy misky zonose nuo Piety-Ryty Azijos iki Piety
Europos ir Siaurés Amerikos (iki S. Amerikos ir Eurazijos kontinenty
atsiskyrimo). Stac¢ius krimus turinciy rasiy centras yra Ryty Azijoje, Kinijoje
(auga 42 rasys, priklausan¢ios 14 posekcijy). Klimatui atialus, Siaurés
pusrutulyje iSnyko daug sausmedzio risiy, o po ledyno atsitraukimo daugelyje
Eurazijos viety paplito posekcijos Caeruleae rusys, pastarajai priskiriamas ir
melsvauogis sausmedis i§ Lonicera genties.

Siuo metu turimi duomenys apie Lonicera L. genties evoliucija nekelia
abejoniy: pirminis kilmés centras, i$ kurio ir paplito Sios genties atstovai, buvo
miSkingi Vakary ir Pietvakariy Azijos rajonai. Manoma, kad pirminés
sausmedziy formos evoliucionavo dabartinés Kinijos teritorijoje, nes augalams
1§ Kinijos yra buidingi visi augaly i§ Vidurio Azijos, UZzbaikalés ir Japonijos
pozymiai (Skvortsov, 1986). Sausmedzio riSys, o tuo labiau posekcijos
Caeruleae portsiai, yra palyginti jauni (XoxpsikoB, 1975; Ps6osa, 1980;
Henonyxko, 1986). Sie augalai paplito borealin¢je dalyje, toliau uz kitas rasis
iSplito | Siaure, todél pasizymi iSskirtiniu atsparumu S$aléiui ir ekologiniu
plastiSkumu. Nedoluzko nuomone (Hemomyxxko, 1986), sausmedziy protéviai
anksc¢iau buvo sutinkami spyglivo¢iy medziy pomiskyje. Tuo galima paaiskinti
ju labai ankstyva zydéjima.

Kaip mano Bobrovas (bo6pos, 1983), prasidé¢jus visuotiniam atSilimui,
Siaurés miskuose prasidéjo introgresiné hibridizacija tarp Vakary Europos ir
Sibiro sausmedziy populiacijy individy, tod¢l atsirado hibridai, kurie placiai
paplito Siauréje. Tévinés formos, kurios davé pradzig dabartiniam portisiui
Lonicera caerulea subsp. stenantha, iSplito Centrinés Azijos kalnais iki
Kaukazo, kur susidaré uzdaros L. buschiorum populiacijos. Vis délto, augalai
i§ Kaukazo labiau panaSiis j sausmedzius i§ Sibiro. Todél manoma, kad
dabartiniai sausmedZiai pakartotinai iSplito kalny rajonuose, esanciuose
Vidurio Azijoje. Jeigu laikytis nuomonés, kad sausmedziy diploidiSkumas yra

antrinis ir diploidinés risys i8sivysteé 1§ tetraploidiniy rasiy, tai galima teigti,
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kad L. iliensis rusis atsirado nedideliuose plotuose kalny papédése, kur ji
prisitaiké ir jgavo kserofitiniy savybiy. L. iliensis ir L. caerulea kilmg¢ i§ bendro
protévio patvirtina ir $iy rasiy morfologinis panaSumas bei plastiSkumas,
prisitaikant prie tam tikry ekologiniy salygy (pvz., abiejy risiy augalai gali
augti riigS¢iose dirvose) (Kyknuna, CxkBopiios, 1990).

2. Molekuliniai Zymenys ir augaly filogenetiniai tyrimai

Filogenetika (gr. phylon — gentis, veislé, rasis + genetikos — susijgs su
kilme, gimimu) yra genetikos mokslo sritis, kuri tiria jvairiy grupiy organizmy
raidos désnius ir jy tarpusavio rysius. Istoriskai filogenetiniai rySiai ir skirtumai
tarp gyvy organizmy buvo tiriami naudojant morfologinius Zymenis. Atsiradus
naujoms molekulinés biologijos techninéms galimybéms, nustatoma vis
daugiau jvairiy organizmy genomy, o sekos dazniausiai skelbiamos viesai. D¢l
to atsiranda galimybé tirti jvairiy organizmy panasumg molekuliniame
lygmenyje, nubraizyti filogenetines dendrogramas, kurios yra Zymiai tikslesnés
uz tas, kurios sudaromos remiantis vien morfologiniais ar cheminiais
poZymiais (Shui, 2008). Filogenija paremta klasifikacija grupuoja organizmus
pagal jy evoliucinius rysius.

Iki Siol morfologiniai skirtumai iSlieka svarbiu kriterijumi augaly
sistematikoje, o taip pat vertinant mutacijas ir nustatant filogenetinius rysius.
Vis délto, morfologiniai pozymiai ne visada suteikia pilng informacijg apie
skirtumus tarp augaly riiSiy ir rGiSiy tarpusavio rySius, nes Siems pozymiams
didele jtaka daro aplinkos salygos ir jie pasireiSkia daZniausiai vélesnése
ontogenezeés stadijose. Be to, nepakankama morfologiniy Zymeny jvairove
apsunkina jy panaudojimg selekcijoje, ypa¢ pagal iikiskai naudingas augalo
savybes (pvz., produktyvuma, derlinguma, atsparumg biotiniams ir abiotiniams
stresams ir kt.). Tod¢l kartu su morfologiniais Zymenimis naudojami ir
biocheminiai Zymenys — izofermenty ir atsarginiy baltymy polimorfizmas.
Metodai, kurie panaudojami augaly biocheminiam polimorfizmui tirti, taip pat

turi trikumy, nes baltymai yra geny produktai, kuriy susidarymui jtakos turi
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aplinkos veiksniai, audinio specifiSkumas arba net vidiniai veiksniai,
pavyzdziui, augalo amzius (Stegemann et al., 1973; Hosaka et al., 1985). Be to,
kai kuriy veiksniy (pvz., skirtingy augimo salygy, uZsikrétimo virusinémis
ligomis ir kt.) poveikis gali pasireiksti kaip kokybinis ar kiekybinis pakitimas
to paties genotipo baltymy elektroforegramose.

Filogenetiniuose tyrimuose daug perspektyvesni yra tiesioginés DNR
analizés arba DNR Zymeny metodai, 1§ kuriy vienas pirmyjy pradétas naudoti —
restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas — RFLP (angl. Restriction
Fragment Length Polymorphism). Sis metodas paremtas specifiniy
endonukleaziy vykdomu savitu DNR skaldymu ir jos hibridizacija su zymétu
DNR zondu (Botstein et al., 1980). RFLP polimorfizmas atsiranda tada, kai dél
vienos baziy poros mutacijos prarandama arba atsiranda papildoma restrikcijos
vieta arba kai dél insercijos/delecijos pakinta restrikcijos fragmento dydis. Sie
pakitimai nustatomi autoradiogramoje. Tokius pakitimus savitame geno lokuse
galima panaudoti augaly rusims ar, kai kuriais atvejais, net atskiriems
augalams atskirti. RFLP buvo bene pirmasis DNR Zymeny metodas,
panaudotas filogenetiniuose tyrimuose (Song et al., 1988; Havey, Muehlbauer,
1989; Gawel et al., 1992). Naudojant RFLP Zzymenis sudaryti daugelio
daugiameciy sodo augaly risiy genolapiai: obely (Nybom, Shaal, 1990),
citrusiniy (Fang et al., 1997), vySniy (Wang et al., 2000) ir kt. Taciau RFLP
metodas reikalauja dideliy darbo sgnaudy, susideda i§ daugelio -etapy,
naudojami radioaktyvis izotopai, reikalingi labai geros kokybés DNR
pavyzdZiai. ISvardinti metodo trikumai stipriai apriboja RFLP naudojima
augaly genomui tirti. Daug pla¢iau augaly filogenetikoje ir filogeografijoje
naudojama Sio metodo modifikacija — PCR-RFLP (Gravendeel et al., 2001;
Xiang et al., 2004; Maliouchenko et al., 2007).

Didelis molekulinés biologijos proverzis analizuojant augaly genoma buvo
pasiektas pradéjus naudoti molekulinius Zymenis, paremtus polimerazinés
grandininés reakcijos (PGR) principu. PGR — tai DNR pagausinimas in vitro,
kai per trumpa laika 10° karty padidéja tam tikro DNR fragmento kiekis

(Mullis, Faloona, 1987). Siuo metu Zinoma apie keturiasde§imt tipy DNR
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zymeny, i$ kuriy daugelio nustatymas pagristas PGR. Ypac populiariis tokie
metodai, kuriuose PGR naudojami nespecifiniai pradmenys. Nespecifiniy
pradmeny pagalba galima tirti daug augaly riisiy, apie kuriy genomg yra mazai
duomeny. Iki Siol daZniausiai naudojamas Sio tipo metodas yra RAPD (angl.,
Random Amplified Polymorphic DNA), kuris buvo sukurtas 1990 m. (Williams
et al,, 1990). RAPD zymenys nepriklauso nuo aplinkos, organizmo raidos
stadijos, pasizymi dideliu polimorfiskumu, tolygiai pasiskirst¢ genome, greitai
ir gana pigiai nustatomi (Zvingila, 2009). Sis metodas, nepaisant kai kuriy
trikumy, iki Siol taikomas sprendZziant jvairius augaly taksonomijos klausimus.

1993 m. Paran ir Michelmore sukiir¢ naujo tipo DNR Zymenis, kurie
iStais¢ keletg tradicinio RAPD metodo triikkumy. Naujas Zymuo buvo gautas
klonuojant ir sekvenuojant RAPD metodu pagausintas kai kurias DNR sekas.
Sekoskaitos pagrindu buvo sukurti iki 24 nt ilgio oligonukleotidiniai
pradmenys komplementariis konkretaus RAPD fragmento galams. Panaudojus
tradicini PGR metodg, Sitaip sukurti pradmenys pagamina vieng savitg
analizuojamo pavyzdzio genominés DNR fragmenta. Naujai sukurti zymenys
buvo pavadinti SCAR (angl. Sequence Characterized Amplified Regions).
Nors SCAR zymenys imliis darbo ir laiko sgnaudoms, jie turi pranasumag
palyginti su RAPD. SCAR Zymenis galima panaudoti genolapiy sudarymui,
nes juos naudojant galima pritaikyti grieztas PGR salygas, kurios pasalinty bet
kokj atsitiktinj pradmeny prisijungimg prie genominés DNR. Taip pat SCAR
zymenys yra specifiski analizuojamam lokusui, tai palengvina gauto fragmento
nustatymg. Kadangi Sie Zymenys patikimesni nei RAPD, jie gali buti
naudojami tam tikriems genotipams identifikuoti savity RAPD juosty

pagrindu.
2.1. RAPD metodo taikymas augaly sistematikoje
RAPD metodas naudojamas nustatant DNR fragmenty polimorfizma

(Hadrys et al., 1992; Newbury, Ford-Lloyd, 1993). RAPD priskiriamas MAAP
(angl. Multiple Arbitrary Amplicon Profiling) metodams (Welsh, McClelland,
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1990; Caetano-Anollés, 1993; 1994). Kiti tos pacios kategorijos metodai,
kuriuose atliekama PGR ir naudojami labai trumpi pradmenys, yra AP-PCR
(angl. Arbitrary Primed PCR) (Welsh; McClelland, 1990) ir DAF (angl. DNR
Amplification Fingerprinting) (Caetano-Anollés et al., 1991).

Pasak S. Harris (1999), idealis zymenys, tinkami filogenetiniams
tyrimams, turi tenkinti Siuos reikalavimus:

1) ju kintamumas turi buti stebimas tam tikrame taksonominiame

lygmenyje;

2) turi nepriklausyti nuo aplinkos poveikio ir organizmo raidos stadijos;

3) kodominuojantis paveldéjimas;

4) neturi saveikauti su kity Zymeny lokusais;

5) turi baiti patikimi/atsikartojantys;

6) turi bti tolygiai pasiskirste genome;

7) vienoda arba panasia zymeny biiseng (pvz., DNR juosty padétj

elektroforegramoje) turi apspresti bendra kilme.

Idealus Zymuo suteikia galimybe vienareik§Smiskai apibidinti taksong
(Harris, 1999). RAPD Zymenys nuo pat jy sukiirimo naudojami augaly
filogenetikoje (Demeke et al., 1992; Adams, Demeke, 1993; Béhm et al., 1993;
Stewart, Porter, 1995; Fu et al., 2002; Rao et al., 2007; Vir et al., 2009). RAPD
zymenys naudojami sistematikoje ir dél jy santykinai nebrangaus nustatymo,
didelio lokusy skaiciaus, atsitiktinés pradmens sekos (Williams et al., 1993;
Weising et al., 1995).

Norint jvertinti §io metodo tinkamuma filogenetikos problemoms spresti,
reikia suprasti jo mechanizmus, o taip pat metodo privalumus ir trikumus.
Nepaisant plataus Sio metodo taikymo, yra labai nedaug publikacijy, kuriose
aiSkinami jo mechanizmai ir esm¢ (Caetano-Anollés et al., 1992; Venugopal et
al., 1993; Wagner et al., 1994). Pavyzdziui, Venugopal ir kt. (1993) teigia, kad
galimg RAPD polimorfizmg apsprendzia daugybé po genoma iSsibarsciusiy
sri¢iy, kurias supa taisyklingos arba i$sigimusios invertuotos pasikartojancios
sekos, prie kuriy ir jungiasi pradmuo. Tokios pradmeny prisijungimo vietos

pasklide tiek branduolio, tiek organoidy genomuose (Williams et al., 1993;
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Aagaard et al., 1995), tiek koduojancioje, tiek ir nekoduojan¢ioje DNR
(Caetano-Anollés et al., 1993). Caetano-Anollés su kolegomis (1992; 1993)
pasiilé gana sudétingg RAPD mechanizmg, pagrista jvairiai prisijungusiy
pradmeny ir DNR molekuliy tarpusavio saveika bei jos jtaka galutiniy
produkty susidarymui. Tai, autoriy nuomone, susij¢ su dviem genoming€s
»atrankos* lygiais. Pirmiausia vyksta pradmeny prisijungimo viety atranka,
kurig nulemia pradmens savybés ir reakcijos sglygos. Antrajame atrankos
lygyje skirtingai pagausinami pradiniai amplifikacijos produktai. Siai atrankai
jtaka daro DNR koncentracija ir DNR matricos seka. Suprantama, kad tokia
sudétinga stochastiné ir dinamin¢ pusiausvyra daro RAPD metodg labai jautry
eksperimento salygoms ir priklausomg nuo pagausinamy DNR RAPD lokusy.
DNR molekuliy RAPD polimorfizmg lemia daugelis prieZasciy:

1) nukleotidy pakaitos, dé¢l kuriy iSnyksta arba susidaro naujos pradmeny
prisijungimo sritys;

2) antrinés struktiiros susidarancios tarp $iy sri¢iy (Bowditch et al., 1993);

3) intarpai-iskritos ar inversijos tiek pradmeny prisijungimo vietose, tiek
tarpuose tarp $iy viety (Williams et al., 1993).

Stebimi RAPD juosty ryskumo skirtumai priklauso nuo produkto kopijy
skaiciaus, konkurencijos tarp PGR produkty, heterozigotiSkumo, pradmeny
dalinio prisijungimo prie ,,i$sigimusio® saito (Adams, Demeke, 1993;
Venugopal et al., 1993; Dowling et al., 1996).

RAPD metodo trikkumai ir biidai juos sumazinti gana placiai aptarti
mokslinéje literatiroje (Smith et al., 1994; Rieseberg, 1996; Staub et al., 1996;
Pérez et al., 1998; Hansen et al., 1998; Harris, 1999; Atienzar, Jha, 2006).
Sprendziant filogenetikos klausimus, susiduriama su pagrindiniais metodo
trukumais — juosty atsikartojamumu ir homologijos tarp jy nebuvimu.
Nezitirint to, daugelis autoriy nurodo, jog grieztai kontroliuojant salygas toje
pacioje laboratorijoje, galima gauti patikimus rezutatus. Vis délto ty paciy
zymeny panaudojimas skirtingose laboratorijose gali buti sudétingas, ypac
jeigu naudojami skirtingi termocikleriai ir elektroforezés sistemos (Staub et al.,

1996). RAPD juosty homologija grindZziama prielaida, kad vienodo dydzio
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DNR fragmentai, migruojantys gelyje vienodu grei¢iu, yra homologiski.
Taciau, kaip rodo tyrimai, taip yra ne visada. Rieseberg (1996) nustaté, kad s
220 komigruojan¢iy RAPD produkty 91% buvo homologiski trijose Helianthus
ruSyse. Nepaisant tokio gana optimistinio rezultato, autorius mano, kad apie
13% 31y juosty, matyt, yra paralogai, o ne ortologai. Problemas, susijusias su
homologijos nustatymu, galima bent dalinai iSspresti naudojant didesnés
skiriamosios gebos gelius, taikant hibridizacijg pagal Sauthern’s, atliekant
restrikcing analize arba RAPD juosty sekoskaita. Taciau paralogy ir ortology
atskyrimo klausimas lieka atviras (Stothard, 1997). Deja, panasiais truikumais
pasizymi ir daugelis kity populiariy DNR Zymeny metody (AFLP, SSRs,
SSCP) (Harris, 1999; Goulao et al., 2001).

Kritinis RAPD metodo vertinimas nereiskia, kad jis néra tinkamas augaly
sistematikos tyrimams. Metodo verte atskleidZia gausios publikacijos ir jose
pateikti vertingi duomenys (Gimenes et al., 2000; Raina et al., 2001; Nkongolo
et al., 2002; Kochieva et al., 2002; Fu et al., 2002; Ma et al., 2004; Yamagishi
et al., 2005; Rao et al., 2007; Minoo et al., 2008; Ram et al., 2008; Yang et al.,
2008; Vir et al., 2009). Kai kuriais atvejais — tai vienintelis tinkamas metodas.
Ypa¢ svarbu pazyméti, kad juo nustatomi DNR lokusai gana tolygiai
pasiskirst¢ po visg genomg (Harris, 1999). RAPD duomenys vertingi
diferencijuojant giminingas rusis, nustatant tarprusinés hibridizacijos atvejus
(Sale et al., 1996; Sedgley et al., 1996; Zamora et al., 1996; Fu et al., 2002;
Yang et al., 2008; Vir et al., 2009). Rieseberg (1996) taip pat pripazino, kad
RAPD gali biiti naudojamas vidurGi§iniams ir artimai giminingy rusiy
tyrimams.

RAPD duomenuy analizés metodai. RAPD duomenys dazniausiai
registruojami atsizvelgiant i juostos (PGR produkto) buvimg (+ alelis arba 1)
arba nebuvimg (- alelis arba 0). Kadangi néra aisSkiy vertinimo kriterijy, juosty
intensyvumas neregistruojamas (Harris, 1999). Staub ir kt. (1996) pasiilé
RAPD profilius vertinti pagal tokig schema:

e registruoti tik tam tikro dydzio juostas;
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e registruoti tik rySkius amplifikacijos produktus, nes, kaip rodo praktika, jy
atsikartojamumas yra geresnis, nei neryskiy;

e vertinti juostas, esancias gelio dalyje, kurig apriboja sunkios ir lengvos
monomorfinés juostos, nes pagal pastaryjy buvimg ar nebuvimg galima
spresti apie amplifikacijos kokybe.

Laikantis Siy atrankos kriterijy, sumaz¢ja registruojamy juosty skaicius,
tatiau padidéja jy patikimumas. RAPD duomeny patikimuma padidina ir
pakartotinis DNR iS8skyrimas, RAPD pakartojimai, reikiamos kontrolés
panaudojimas RAPD atsikartojamumui ir uZterSimo nebuvimui jvertinti.

Dazniausiai naudojamas RAPD duomeny apdorojimo biidas — panasumo
nustatymas, kurj galima atlikti trimis metodais:

1) apskaiCiuojant paprasto atitikimo koeficienta SMC (angl. Simple
Matching Coefficient) (Sneath, Sokal, 1973), kai nustatoma esan¢iy ir nesanéiy
juosty RAPD profiliuose sutapimo dalis;

2) apskai¢iuojant Jaccard‘o koeficientg J (angl. Jaccard's coefficient),
kuris nustato lyginamuose profiliuose esancéiy juosty proporcija (Jaccard,
1908);

3) apskaiciuojant Dice (1945) arba Nei ir Li koeficienta NL (angl. Nei and
Li coefficient), kuris parodo produkto, amplifikuoto viename pavyzdyije,
amplifikacijos tikimybe kitame pavyzdyje (Nei, Li, 1979).

SMC, J ir NL koeficientai remiasi skirtingomis prielaidomis. SMC atveju
skai¢iuojami visi bendri (sutampantys) Zymenys (1 ir 0), neatsizvelgiant ]
priezastis, del kuriy iSnyko ta ar kita juosta. NL apskaiciavimas jau turi tam
tikra biologinj pagrinda (kilmée i$ to paties protévio gali nulemti bendry juosty
skaiCiaus proporcijg), taciau Siuo atveju aktuali RAPD produkty homologijos
problema.

Vertinant RAPD duomenis jvairiais metodais svarbu i$siaiskinti, kaip
klaidos, budingos RAPD, veikia skirtingus panasumo koeficientus. RAPD
klaidos yra dviejy tipy:

1) klaidingas teigiamas alelis (produktas yra, nors jo neturéty biti);

2) klaidingas neigiamas alelis (produkto néra, nors turéty biiti).
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Teigiami aleliai nustatomi klaidingai, kai nehomologiski DNR fragmentai
yra to paties dydzio, o klaidingai neigiami yra tuomet, kai PGR produktai
patenka uZ gelio skiriamosios gebos riby (Smith et al., 1994). Siy klaidy
poveiki SMC, J ir NL skai¢iavimams tyré Lamboy (1994a; 1994b). Jo
skai¢iavimai rodo, kad NL yra bene tinkamiausias biidas panasumams pagal
turimus RAPD duomenis skaiCiuoti, nes Sis metodas turi biologin¢ prasme,
vertinamos tik bendros esanCios juostos. Matyt, SMC netinkamas
negiminingiems taksonams, nes juosty nebuvimg dviejy palyginamy individy
RAPD spektruose gali nulemti skirtingos priezastys. Link ir kt. (1995) bei Zeid
ir kt. (2003) rekomendavo atsisakyti SMC ir dominuojantiems Zymenims
naudoti J koeficienta, kodominuojantiems — NL. Tai i§ esmés priesStarauja
anksciau pateiktai Lamboy (1994a) nuomonei. Nepaisant teoriniy ir praktiniy J
ir NL koeficienty neatitikimy, yra nemazai publikacijy, kuriose stebima stipri
genetinio panaSumo koreliacija, apskaifiuota naudojant Siuos koeficientus
(Link et al., 1995; Zeid et al., 2003; Patamsyté et al., 2008). Siy koeficienty
naudojima gali salygoti ir riiSies biologija (Zeid et al., 2003; Laurentin, 2009).

RAPD klaidos, nesvarbu kokios kilmes jos bebiity, daro didelj poveik;j
skai¢iuojant genotipy panaSumus bei atliekant klasteriy analiz¢ (Lamboy,
1994a). 1S metody, kurie naudojami RAPD pagrindu vykdomai klasteriy
analizei, geriausiai tinka UPGMA (angl. Unweighted Pair-Group Methods
with Arithmetic Mean) (Sneath, Sokal, 1973) ir NJ (angl. Neighbour-joining)
(Saitou, Nei, 1987). Dendrogramy patikimumui vertinti Rieseberg (1996)
rekomendavo jkély metoda (angl. bootstrap), kurj pasitlé Felsenstein
(Felsenstein, 1985).

2.2. Chloroplasty DNR nekoduojanciy specifiniu regiony tyrimas
sekoskaitos metodu

Sausumos augaly chloroplasty genomy sandara labai konservatyvi

(Yukawa et al., 2005). Daugelio $iy augaly chloroplasty genomai sudaryti i$

keturiy daliy: dviejy didZiojo invertuoto pasikartojimo (angl. Inverted Repeats
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— IR) kopijy, atskirty dviem unikaliais rajonais (2 pav.). Pastarieji sudaryti i$
unikaliy geny ir skiriasi savo dydziu. D¢l Sios priezasties jie vadinami mazuoju
ir didZiuoju vienkopijiniu rajonu (angl. Small Single Copy region, SSC; Large
Single Copy region, LSC). Pagal cpDNR seky atlickamg funkcija chloroplasty
genomg galima suskirstyti j baltymus koduojanius genus, intronus ir

tarpgeninius tarpiklius (Shaw et al., 2007).

Nicotiana tabacum
Chloroplast DNA

155,943 bp

2 pav. Nicotiana tabacum cpDNR genolapis (Yukawa et al., 2005). Genai, pavaizduoti vidingje
ziedo puséje, i8Sifruoti pagal laikrodzio rodykle, o iSoringje — prie§ laikrodzio rodyklg. tRNR genai
pavaizduoti viena amino riigities kodono raide kartu su antikodonu. Zvaigzdutémis pazyméti
pertrauktos sandaros genai

Sausumos augaly chloroplasty genomuose yra apie 110-130 skirtingy
geny. Dauguma Siy geny koduoja baltymus (apie 80), kurie svarbiis
fotosintezei ir geny raiSkai. Likusieji koduoja tRNR (mazdaug 30 geny) ir
rRNR (4 genai). Dél prokariotinés chloroplasty kilmés daugelis jy geny sudaro

operonus. Nors cpDNR sandara ir geny skaicius yra konservatyvis, tac¢iau gali

vykti jvairlis pokyc€iai: geny ir jy introny iskritos, inversijos, invertuoty
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pasikartojan¢iy seky mutacijos ir kt. Intronai ir tarpgeniniai tarpikliai
nekoduoja baltymy ir vadinami nekoduojanciais regionais. Remiantis
Nicotiana chloroplasty genolapiu (Wakasugi et al., 1998) nustatyta, kad apie
43% LSC ir SSC rajony yra nekoduojantys. Penkiolika introny sudaro apie
10,6% vienkopijinés cpDNR, o 92 tarpgeniniai tarpikliai — 32,3% (Shaw et al.,
2007)

Chloroplasty genomo sekoskaita pla¢iai naudojama komplikuotiems
filogenetiniams rySiams i8aiskinti (Shaw et al., 2005; 2007; Theis et al., 2008).
Chloroplasty genome mazas struktiiriniy pokyCiy daznis, jiems bidingas
konservatyvus nukleotidy pakaity greitis (Zurawski et al., 1984). Be to, cpDNR
sudaro gana zymig augaly genomo dalj ir ja nesunku isskirti. Vertinant cpDNR
pagal nukleotidy sekas labai svarbu ir tai, kad aukStesniyjy augaly chloroplasty
genomai yra homologiSki. Pirmuosius Sio pobiidZio darbus apsunkino butinybé
klonuoti nuskaitomus genus, nes nebuvo universaliy pradmeny, o brangios
sekoskaitos nustatymo reakcijos buvo atliekamos rankomis. PGR ir kity
metody pritaikymas, automatiné naujos kartos sekoskaita suktré prielaidas
sekvenuoti daug daugiau taksony ir iStirti chloroplasty jvairiy seky tinkamuma
filogenetiniams tyrimams (Raubeson, Jansen, 2005). Daugeliu atzvilgiy
cpDNR evoliucija atspindi branduolio geny evoliucijg, bet chloroplasty
baltymus koduojantys genai evoliucionuoja apie penkis kartus 1é¢iau (Wolfe et
al., 1987; 1989). Tai bandoma paaiskinti jy savita replikacijos sistema. Viena i$
evoliucijos ypatybiy — transpozony aktyvumo nebuvimas. Dél uniparentalinio
(dazniausiai) paveldéjimo pobudzio CcpDNR evoliucijai nesvarbus ir
rekombinacijos procesas. Vis tik cpDNR nukleotidy pakaity daznis yra
didesnis nei mitochondrijy genome (Wolfe et al.,, 1987). Pakaity daznis
mazesnis IR sekose, kuriose jis mazdaug lygus mutacijy dazniui mitochondrijy
unikaliuose genuose (Gaut, 1998). Néra vienareikSmiy rezultaty apie
nukleotidy mutacijy daznj koduojanciuose ir nekoduojanciuose cpDNR
regionuose. Pavyzdziui, Kelchner (2000) duomenimis, nukleotidy pakaity
greitis  koduojanciuose cpDNR rajonuose yra daug mazesnis nei

nekoduojanciuose. Tuo tarpu Manen ir Natali (1995) atlikti tyrimai rodo, kad
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kai kurie nekoduojantys cpDNR rajonai evoliucionuoja 1é¢iau nei koduojantys.
Manoma, kad tokj neatitikimg gali nulemti cpDNR kilmé. Pavyzdziui, varpiniy
augaly nekoduojanc¢ios cpDNR nukleotidy pakaity daznis didesnis nei tabako
ar pusSies (Muse, Gaut, 1997, Matsuoka et al.,, 2002). Dazniau pokyciai
aptinkami genuose, kuriy transkriptai yra redaguojami (Shields, Wolfe, 1997;
Bock, Hagemann, 2000).

Jeigu filogenetiniuose tyrimuose yra lyginamos sekos, kuriose per mazai
pakaity, gaunami medziai neiSsiskyrusiomis (angl. unresolved) Sakomis. Per
didelis kintamumas gali lemti per didel} homoplazijos lygj ir neteisinga
giminingumo nustatyma (Manhart, 1994). Be to, per didelis seky kintamumas
apsunkina jy sugretinima.

Paskelbta daug straipsniy, kuriuose aprasomas cpDNR seky panaudojimas
filogenetikoje (Raubeson, Jansen, 2005; Bell, 2004; Smith, 2009; Moore et al.,
2010; Jacobs et al., 2010). Vienas ankstyvesniy reikSmingy tyrimy buvo
sékliniy augaly 499 rasiy cpDNR rbcL geny seky analizé (Chase et al., 1993).
Sj tyrima atliko net 42 mokslininkai. Gautas filogenetinis medis pasizyméjo
aiskia $aky struktira (3 pav.). Sio medZio teisinguma patvirtinto ir vélesni
tyrimai (Soltis, Soltis, 2000).

Idiegus i cpDNR tyrimus automating sekoskaita, chloroplasty geny tyrimai
labai issiplété. Dazniausiai sekvenuojami $ie genai — rbcl, atpB, matK, ndhF
(Raubeson, Jansen, 2005). atpB ir rbcL geny nukleotidy sekos labai
konservatyvios, tod¢l Sie genai gali biiti naudojami aiskinantis filogenetinius
rySius tarp stambiy augaly taksonominiy grupiy. matK, ndhF genai pasizymi 2-
4 kartus didesniu pokyciy skai¢iumi, dél to jie gali biiti naudojami analizuojant
maziau divergavusiy taksony genetinius rysius.

CPDNR nekoduojancios sekos yra svarbus molekulinés sistematikos
duomeny S$altinis. Jy naudojimas augaly filogenetikoje prasid¢jo XX a.
paskutiniame deSimtmetyje (Taberlet et al., 1991; Morton, Clegg, 1993). Tuo
metu jau buvo nustatyti trijy augaly rasiy (Marchantia polymorpha, Nicotiana
tabacum ir Oryza sativa) chloroplasty genomai, kuriy sekoskaitos duomenys ir

buvo panaudoti filogenetiniuose tyrimuose.

34



Asteridae |
Asteridae 11
Asteridae I11

Asteridae 1V
Asteridae ¥V

Rosidae 1
| ERosidae I1
Rosidae 111

Rosidae IV

Hamamelididae I1

Hamamelididae |

Ranunculidae
Senoviniai Zoliniai augalai
Vienaskilfiai

Laurales

Magnoliales

Ceratophyllum

Gnetales

Pinaceae

Kiti spyglivo€iai medZiai

Cycadales

3 pav. Sékliniy augaly 499 rasiy filogenetinés dendrogramos, sukonstruotos remiantis rbcL geno
sekoskaita, pagrindinés $akos (Chase et al., 1993)

Daugelis filogenetiniy tyrimy atliekami tiriant vienakopijinius rajonus, nes
invertuoti  pasikartojantys cpDNR rajonai evoliucionuoja léiau uz
vienkopijinius rajonus (Perry, Wolfe, 2002). Be to, vienos i§ pirmyjy
iSanalizuoty sri¢iy (pvz., rbcL, atpB, trnL-trnF) buvo lokalizuotos LSC rajone
(Shaw et al., 2007).

2.3. Lonicera L. genties filogenetikos molekuliniai tyrimai
Per pastaruosius dvideSimt mety atlikti filogenetiniai tyrimai, panaudojant
molekulinius ir morfologinius duomenis, labai papildé miisy supratimg apie

Caprifolieae tribos, kuriai priklauso ir Lonicera L., filogenija. Sios didelés

risiy grupés isskyrimas i$ kity pagristas tieck morfologiniy tyrimy (Judd et al.,
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1994), tiek ir DNR seky analizés (Donoghue et al., 2003) rezultatais. IS
Caprifolieae tribos keturiy genc¢iy, Lonicera L. genties tyrimai vyko
intensyviausiai. 1903 m. Rehder isskyré Sioje gentyje dvi pogentes:
Chamaecerasus (= Lonicera) ir Perichymenum (= Caprifolium) (Rehder,
1903). Siuo metu viena i3 labiausiai nagrinéjamy temy — Lonicera L. genties
monofiletiSkumas. Theis ir kt. Caprifolieae ir Lonicera filogenetika tyré
pasitelkdami branduolio (ribosominés DNR ITS regiono) ir cpDNR penkiy
nekoduojanéiy regiony (rpoB-trnC, atpB-rbcL, trnS-trnG, petN-psbM ir psbM-
trnD tarpikliy) sekoskaitos duomenis (Theis et al. 2008). Siame darbe buvo
nustatyta, kad pagrindinis skilimas Lonicera L. gentyje yra tarp Lonicera ir
Caprifolium pogenciy rusiy. Tai patvirtina ir anks¢iau minéta Rehder idéja.
Sekcijos Coeloxylosteum, Isoxylosteum ir Nintooa grupuojasi Lonicera
pogentéje tarp parafiletinés Isika sekcijos rasiy. Nintooa sekcija taip pat gali
biiti ne monofiletiné. Sis tyrimas atskleidé ir kai kuriy morfologiniy pozymiy
(pvz., tuséiavidurio stiebo) homoplazijg Caprifolium pogentéje ir Lonicera
pogentés Coeloxylosteum sekcijoje. Lonicera ir kity Caprifolieae genciy
monofiletiSkumg patvirtino Smith (Smith, 2009) tyrimas, kuriame taip pat
buvo naudojami ITS ir cpDNR nekoduojanciy regiony sekoskaitos duomenys
(1 pav.). Tadiau, $is tyrimas, kaip ir ankstesnis, nesumazino jvairiy neaiSkumy

Lonicera genties viduje.

3. Siuolaikiniai bioinformatikos metodai filogenetikoje

Pagrindiniai filogenetiniai tyrimo metodai yra skirti gyviems organizmams
Klasifikuoti. Skirtingai nei tradiciné klasifikacija, kurig pasiiilé Karlas Linéjus,
sugrupaves  skirtingas riisis  pagal morfologinius poZzymius, Siuolaikingé
sistematika vis dazniau remiasi molekulinés filogenetikos tyrimy rezultatais.
Naudojant Siuolaikinius bioinformatikos metodus, palyginamos skirtingy
grupiy organizmy nukleortigi¢iy ir/ar baltymy sekos (Shui, 2008). Sios
giminingy organizmy grupiy makromolekulés yra labai panaSios, o

sistematiniu  poZilriu nutolusiy organizmy grupiy akivaizdziai skiriasi.
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Molekuliné filogenetika remiasi makromolekuliy skirtumais (polimorfizmu), o
tyrimy metodai parenkami tokie, kuriuos naudojant i§ gauty duomeny biity
galima sudaryti giminingumo dendrogramas, palyginti ir klasifikuoti norimus
organizmus (Baxevanis, Ouellette, 2004). Be to, duomenys, gauti remiantis
Stuolaikineés filogenetikos principais, yra naudojami iSaiSkinant naujy geny
funkcijas, nustatant geny vieta giminingy organizmy chromosomose bei juos

klonuojant (Peng et al., 1999; Brown, 2006).

3.1. Duomeny apdorojimas molekulinéje filogenetikoje

Naudojant duomenis, gautus tyrimo metu, svarbu, kad jie bity tinkami
filogenetinei analizei, biity homologiniai ir turéty bendrus evoliucinius rysius.
Filogenetiné analiz¢ susideda 1§ keturiy etapy:

1) seky islyginimo ar kity duomeny suvienodinimo;

2) algoritmo parinkimo;

3) filogenetinés dendrogramos sudarymo;

4) filogenetinés dendrogramos jvertinimo (Baxevanis, Ouellette, 2004).

Kiekvienas i§ $iy etapy yra svarbus ir turi biiti teisingai jvykdytas, nes nuo
to priklausys gautos dendrogramos galutinis vertinimas.

Pirmiausia reikia atitinkamai apdoroti gautus duomenis. Pavyzdziui,
RAPD duomenis reikia suvesti | binaring matricg, pateikti tinkamu algoritmu
bioinformacinei programai apdoroti. Sekoskaitos duomenys tvarkomi
apkarpant sekas, suvienodinant jy galus pagal naudotus pradmenis, o esant
daugybiniam seky palyginimui, jas batina i$lyginti norint jvertinti
analizuojamose sekose esancius nukleotidy viety skirtumus. Norint ieSkoti
panasiy pagal gautus duomenis nukleotidy seky, kurias buity galima jtraukti |
filogeneting analize, galima pasinaudoti duomeny bazémis, pvz., NCBI,
EMBL-EBI ir kt. Esant galimybei ir turint ilgas koduojancias sekas, geriausia
buty atlikti  baltymy analize. Baltymy aminoriigs¢iy sekos yra

konservatyvesnés, leidZia palyginti labiau nutolusias organizmy grupes.
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3.2. Filogenetiniy dendrogramy sudarymas ir principai

Filogenetiné dendrograma (medis) — tai struktira, kuri vaizduoja
evoliucinius rySius tarp geny, organizmy ar taksonominiy grupiy.
Dendrogramoje, sudarytoje 1§ gauty duomeny, galima matyti, kurie genai ar
organizmai yra giminingiausi. Tyrimo objektai, t.y. individualiis pavyzdziai,
kurie pavaizduoti dendrogramoje, yra vadinami operaciniais taksonominiais
vienetais — OTV (angl. OTU — Operational Taxonomic Units) (Lemey et al.,
2009). OTV vaizduojami dendrogramoje kaip iSorinés filogenetinio medZzio
atSakos, o vidinés atSakos vertinamos kaip hipotetiniai taksonominiai vienetai
(HTV), pazymint, kad jie yra OTV pirmtakai. Bendrg kilme turinti ir tai paciai
Sakai priklausanti taksony grupé vadinama monofiletine grupe. Sakojimosi
tvarka filogenetiniame medyje yra vadinama medzio topologija. Norint
paversti filogeneting diagramg evoliuciniu medziu, reikia nustatyti, kurie
poky¢iai jvyko anksCiau, o kurie véliau. Kai nurodoma kryptis visiems
pokyc¢iams, sakoma, kad medis turi Saknj. Toks medis turi kryptj ir unikaly
mazga, kuris atitinka bendra protévj. BeSaknis medis iliustruoja tik medZio
Saky panaSumg, taCiau nedaro jokiy prielaidy apie bendrus protévius.
Filogenijoje poky¢iy kryptis nustatoma pridedant nepriklausantj grupei OTV.
Daugeliu atvejy yra naudojami keli nepriklausantys grupei OTV, tai leidzia
gauti tikslesnius duomenis. Pasirenkant nepriklausant; grupei OTV reikia
uztikrinti, kad jis biity artimas analizuojamiems pavyzdziams, bet tuo paciu
skirtysi nuo kity analizuojamy grupés nariy. Filogenetinio medzio Saknis yra
ten, kur nepriklausantis grupei OTV prisijjungia prie medzio. Tik turint
filogenetinj medj su Saknimi galima pasakyti, kurios grupés yra monofiletinés
kilmés (Judd et al., 2007).

Filogenetinés dendrogramos sudarymas, naudojant molekulinius duomenis,
néra paprastas. Daugeliu atvejy netgi néra jmanoma patvirtinti tai, kad
rekonstrukcija yra tikroji iSvada. Kai sekos iSlyginamos, parenkamas
algoritmas dendrogramai sudaryti. Kadangi dar nesukurtas universalus

metodas, tinkantis visiems atvejams, tai siekiant optimizuoti tyrimus, buvo
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sukurti filogenetiniy dendrogramy sudarymo dauginiai algoritmai. Sie metodai
gali biti grupuojami keliais biidais priklausomai nuo to, ar jie naudoja
diskrecias pozymiy biisenas, ar atstumy, gauty palyginus skirtumus poromis,
matricg. Pastarieji metodai pasizymi mazesne kompiuterine apkrova, taiau
juos naudojant prarandama pradiné informacija apie taksony pozymius, todel
nejmanoma rekonstruoti protéviniy taksony poZymiy biseny. Filogenetiniy
medziy sudarymo metodai gali bati klasifikuojami ir pagal tai, ar OTV yra
grupuojami palaipsniui (Zingsniais), ar yra patikrinami visi teoriSkai jmanomi
medziai (nuodugnus tyrimas). Grupuojant palaipsniui, iStiriami daliniai
medziai ir sudaromas tik vienas geriausias medis. Pirmiausia $io tipo metodais
surandami du giminingiausi OTV ir jie sugrupuojami. Tuomet $i grupé jau
laitkoma vienu OTV. Véliau duomenys sumazinami vienu jrasu ir, kartojant
procediirg, programa sudaro filogenetin} med;j. Palaipsniai grupavimo metodai
yra greiti ir dazniausiai jais galima apdoroti didelius duomeny kiekius, taciau
Siuo atveju netaikomi patikimumo nustatymo metodai. Dazniausiai naudojamas
palaipsnis grupavimo metodas yra kaimyny grupavimo metodas (Salemi,
Vandamme, 2003).

Nuodugnaus tyrimo metodais patikrinami visi galimi filogenetiniai
medziai. Sio tipo metodai turi viena ypa¢ svarby privaluma — jie sudaro
daugybe skirtingy filogenetiniy medziy ir jvertina tikrosios filogenijos
tikimybe. Pagrindinis $iy metody truikumas — didelis galimy medziy skaicius ir
kartu skai¢iavimo laiko eksponentinis pailgéjimas tuomet, kai padidinamas
taksony skaicCius. Tai reiSkia, kad daugiau nei deSimciai OTV jmanoma
patikrinti tik dal; galimy medziy. Labiausiai tikétinam medzZiui sudaryti yra
naudojami jvairiis metodai, taciau néra algoritmo, kuris garantuoty, jog buvo
patikrintas geriausias galimas medis. D¢l to rekomenduojama keletas skirtingy
grupavimo metody filogenetiniams rySiams nustatyti. Filogenetinéms
dendrogramoms sudaryti dazniausiai naudojami S$ie metodai: didziausio
tikétinumo — ML (angl. Maximum Likelihood), kaimyny grupavimo (angl.
Neighbour-joining — NJ), maziausios evoliucijos — ME (angl. Minimum

Evolution), neapkrauty pory grupavimo metodas su aritmetiniu vidurkiu
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UPGMA (angl. Unweighted Pair-Group Methods with Arithmetic Mean),

didziausio taupumo — MP (angl. Maximum Parsimony). Atlieckant duomeny

analiz¢ penkiais minétais metodais, kartu naudojami ir pagalbiniai algoritmai

(1 lentel¢), kurie taikomi vertinant nukleotidy sekas (Nei, Kumar, 2000;
Tamura et al., 2007).

1 lentelé. Modeliai ir metodai naudojami filogenetiniy medziy sudarymui

Pagalbiniai modeliai Metodas
ML NJ | ME | UPGMA | MP

Tamura-Nei (Tamura, Nei, 1993) + + + +
Jukes-Cantor (Jukes, Cantor, 1969) + + + +
Kimura 2-parametras (Kimura, 1980) + + + +
Tamura 3- parametras (Tamura, 1992) + + + +
Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 1985) +

ML kompozicinis (Tamura et al., 2004) + + +
Tajima-Nei (Tajima, 1989) + + +
p-atstumo + + +

IS pirmoje lenteléje pateikty duomeny matyti, kad ne visus modelius ir

algoritmus galima naudoti. Pagalbiniai modeliai dazniausiai taikomi galimiems

filogenetiniams medziams i§ visy gauty atrinkti ir nukleotidy sekoms i$

sudarytos matricos paimti.

1920 m. R. A. Fisher‘is sukiir¢ didziausio tikétinumo (ML) metodo
principinj algoritmg, kurio esmé — visy galimy medziy sukiirimas ir
labiausiai tikétino medzio statistiné analizé (Fisher, 1920; Aldrich, 1997
Lemey et al., 2009). Sis metodas tinka mazam nukleotidy seky skaiéiui,
taCiau kai seky daug, tai sukurty medziy skaiCius biina toks didelis, jog
tikétinam medZiy poaibiui atrinkti blitini specialiis pagalbiniai algoritmai.
Didziausio tikétinumo metodas yra paremtas pokycio nuo vienos poZymio
busenos iki kitos tikimybiy skaiiavimu, kuris parodo galimybe, kad
pateikta Sakojimosi diagrama veda prie tam tikro stebimo duomeny
rinkinio ieSkant labiausiai tikétino filogenetinio medzio.

1987 m. Saitou ir Nei sukiiré, o 1988 m. Studier ir Kepper modifikavo
kaimyny grupavimo metoda (NJ), kurio esmé — genetiniy atstumy, kaip
klasterizavimo algoritmy, panaudojimas be$akniam medziui sukurti. Siuo

metodu, palaipsniui  surandant kaimynines (giminingas) poras,
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konstruojamas medis su sumazéjusiu vidiniy Saky, o tuo paciu ir viso
medzio ilgiu, bet nesugrupuojami giminiskiausi OTV. Nepaisant to, kad
NJ metodas yra vienas i§ atstumy matricos metody, teigiama, kad
kriterijais paremtas metodas yra pranasesnis (Lemey et al., 2009).
Maziausios evoliucijos metoda (ME) kurée keletas autoriy (Kidd,
Sgaramella-Zonta, 1971; Rzhetsky, Nei, 1993). Sio metodo principas —
surasti medzio topologija, kuri paaiSkinty gautus duomenis maziausiu
poky¢iy skai¢iumi. Pokyciy skaiCiaus analizé atliekama dviem etapais.
Pirmiausia, nustatomas pozymio biseny skaiCius arba medzio ilgis,
reikalingas bet kokiam duotam medziui. Antrasis etapas apima visy galimy
medziy topologijos paieSka, siekiant surasti medj, kuris biity trumpesnis.
Pirmasis etapas yra paprastas ir trumpas, kai tuo tarpu antrasis — létai
skaiCiuojamas dél labai didelio galimy medZio topologijy skaiciaus, kai
tirlama daugiau nei keletas OTV (Nei, Kumar, 2000).

UPGMA metodu sukuriamas Sakninis medis, laikantis prielaidos, kad
stebimas poky¢iy tempas yra pastovus, t.y., kad atstumai nuo Saknies iki
kiekvienos Sakos yra vienodi, o sekose esantys nukleotidy ar aminoragsciy
pakitimai evoliucijos poziliriu tokie patys visiems OTV (Sneath, Sokal,
1973). Tai dazniausiai netinkamas algoritmas filogenetiniy medziy
konstravimui, nes mazai tikétina, kad skirtingy taksony evoliucijos greitis
buty visiSkai vienodas. Taikant §j metoda, naudojamas nuoseklaus
grupavimo algoritmas, kuriuo pirmiausia ieSkoma didziausios homologijos
tarp dviejy OTV. Du sugrupuoti OTV laikomi vienu nauju OTV sekanc¢iam
grupavimui. Tokiu biidu grupuojami visi OTV pavyzdziai tol, kol
sugrupuojami labiausiai pana$iis, Siuos jungiant ] klasterius, prie kuriy
prijungiami maziau panasiis OTV. Manoma, kad du ar¢iausiai sugrupuoti
OTV ir yra labiausiai giminingi. NeZzilrint to, kad paskutiniuosius
dvideSimt mety Sis metodas buvo placiai naudojamas, dabar daugelis
autoriy jo nerekomenduoja galutiniams filogenetiniams rezultatams vertinti
(Sourdis, Krimbas, 1987; Huelsenbeck, Hillis, 1993). Remiantis
eksperimenty rezultatais, gautais naudojant UPGMA metoda, jrodyta, kad
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Sis metodas labai jautrus nevienodo kitimo sritis turintiems pavyzdziams.
Vis délto Sis metodas turi papildomy optimizavimo algoritmy, kurie
padeda pasalinti $io metodo tritkumus (Lemey et al., 2009).

e Didziausio taupumo metodu (MP) nustatomas trumpiausias hipotetinis
poky¢iy kelias, kuris yra laikomas pranasiausiu evoliucijos keliu, galin¢iu
paaiskinti esamg fenotipg (Nei, Kumar, 2000). Naudojamas algoritmas,
kurio pagrindu sukuriamas toks filogenetinis medis, kuriam reikia
maziausiai evoliuciniy jvykiy, norint paaiSkinti gautus duomenis (Eck,
Dayhoff, 1966; Fitch, 1971). Siuo metodu siekiama naudoti minimaly
evoliuciniy laipteliy skaiciy. Individy atsiskyrimo tvarka (medzio
topologija) optimizuojama tokiu biidu, kad buty maksimaliai sumazintas
saky ilgis, t.y. evoliuciniy virsmy bendras kiekis medyje. Pavyzdziui, jei
zinoma, kad tam tikros aminoriig§tys arba nukleotidai link¢ mutuoti, tai
daroma prielaida, kad pagrindinis evoliucijos $altinis yra nukleotidy sekos,
galinCios turéti jtakos geny ir baltymy pakitimui. Tokiu badu galima
nustatyti maksimaly genetinj panaSumag su bendrais protéviais,

suformuluoti geriausig filogeneting hipotez¢ remiantis turima seka.

Konstruojant filogenetinius medzius biomolekuliy pagrindu, svarbiausia
problema — sudaryti aminoriig§¢iy ar nukleotidy seky dauginj sugretinimg tarp
seky. Turint seky palyginimo rezultatus galima sukonstruoti filogenetinj med;.
Taciau kai kuriuose metoduose, pavyzdziui, MP ir ML, dauginio sugretinimo
nereikia atlikti. Pagrindiné¢ problema — seky homologijos jvertinimas. Turint
tuos pacius seky iSlyginimo rezultatus, galima sukonstruoti skirtingas
dendrogramas, be to, esant iskritoms/intarpams, negalima nustatyti, kur yra
intarpas, o kur iSkrita. Remiantis biomolekuliy dauginiais sugretinimais,
atstumy matricy metodais NJ ir UPGMA apskai¢iuojamas genetinis atstumas
tarp tiriamy OTV. Siuos metodus lengva realizuoti, nes jie nenaudoja jokio
specialaus evoliucijos modelio. I§ turimy duomeny konstruojama atstumy

matrica, i§ jos — filogenetiné dendrograma. Pagrindinis trikumas — negalima
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jvertinti esamos informacijos apie didelio kintamumo seky sritis. ML, ME ir

MP metodai grindziami aiskiais evoliucijos modeliais (ITaBnmutos, 2005).

3.3. Filogenetiniy medZiy patikimumo analizé

Gauty filogenetiniy medziy patikimumui jvertinti daZznai naudojamas Efron
sukurtas bei véliau patikslintas (Efron, 1979; Efron, Gong, 1983) jkély
metodas (angl. bootstrap analysis). Sia patikimumo analize pirma karta
panaudojo Felsenstein (1985), jvertindamas filogenetinius rySius, pagrjstus
sekoskaitos duomenimis bei tikrindamas, kiek gauti duomenys sutampa su
sukurtu modeliu (Lemey et al., 2009).

Ikely analize susideda 1§ dviejy etapy, kurie jungia pradiniy duomeny (viso
filogenetinio medzio) ir atskiry jy poaibiy dauginius palyginimus. Po Siy
palyginimy nustatoma dazniausiai pasikartojanciy analizés rezultaty proporcija
(Baxevanis, Ouellette, 2004). Gautas jkély skaiCius ar procentiné jy iSraiska
vertinama kaip patikimumo standartas. Filogenetiniy medZziy sudarymo
patikimumo principas pagrjstas analizuojamos matricos duomenimis. Dalis
imties duomeny yra paSalinami ir pakeiiami atsitiktinai sukurtaiS
ekvivalentiskais duomenimis. Gauta pseudoseka analizuojama norint nustatyti,
ar sitilomas evoliucinis modelis vis dar tinkamas. Imties pakeitimas sumai$o
duomenis, bet jei yra aiSkus rySys tarp dviejy seky, toks sumaiSymas jo
nepanaikina. I$ kitos puseés, jei dvi sekas jungiantis rySys buvo klaidingas,
sumai§ymo metu jis gali pranykti, nes minétas procesas keiCia atskiry viety
daznius. I$ gauty naujai suformuoty seky tokiu biidu sudaromas filogenetinis
medis ir jvertinama originaliy atsiSakojimy bei grupiy proporcija (Van de Peer,
2003). Siuo metodu galima jvertinti visy filogenetiniy medziy sudarymo
patikimumg. Dazniausiai rekomenduojama taikyti 200-2000 jkely iteracijas
(Hedges, 1992; Zharkikh, Li, 1992). Dideliu patikimumu laikomas toks, kuris
didesnis nei 70% arba 75%. Jei Saky patikimumo verté mazesné nei 70%, tokj
patikimumg reikia vertinti atsargiai, nurodant ir jvertinant galimas to priezastis

(nevienodas analizuojamy nt skaicius, didelés iSkrity/intarpy vietos) (Van de
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Peer et al., 2000; Felsenstein, 2004). Kiti autoriai, vertindami tuos pacius
duomenis, gautus skirtingais algoritmais, ir esant skirtingoms patikimumo
reikSméms, siilo laikyti mazai patikimais tuos, kuriy patikimumas mazesnis
nei 50% (Hillis, Bull, 1993). Manoma, kad jkély analizés patikimumo vertés
interpretacija reikia naudoti tada, kai filogenetin¢é analizé¢ pakartotinai
atliekama jvairiais dendrogramy sudarymo metodais, i§ kuriy pasirenkamas

tinkamiausias konkre¢iam eksperimentui jvertinti (Leipe et al., 1994).

3.4. Duomeny bazés

Pirmoji nukleotidy sekvenavimo duomeny bazé (GenBank®) buvo jkurta
1979 m. Los Almos nacionalinéje laboratorijoje (LANL) JAV. 1980 m.
Europoje jkurta nukleortigs§éiy seky duomeny bazé EMBL-Bank (angl.
European Molecular Biology Laboratory-Bank), o 1991 m. Japonijoje buvo
jkurtas DNR duomeny bankas DDBJ (angl. DNA DataBank of Japan) (Mount,
2004). Veliau prasidéjo tarptautinis bendradarbiavimas (INSDC, angl.
International Nucleotide Sequence Database Collaboration) ir sujungus Sias
duomeny bazes buvo jkurtas Nacionalinis biotechnologijos informacijos
centras NCBI (angl. National Center for Biotechnology Information), kurio
skelbiamomis duomeny bazémis galima naudotis tiesiogiai
(http://ncbi.nlm.nih.gov).

Siuo metu yra Sie pagrindiniai duomeny baziy centrai — Nacionalinis
genetikos institutas Japonijoje NIG/CIB (angl. the National Institute of
Genetics/Center for Information Biology) ir Europos bioinformatikos institutas
Jungtinéje Karalystéje EBI (angl. the European Bioinformatics Institute), kurie
kartu su EMBL ir NCBI renka tiesioginius duomenis apie sekas ir skirsto juos
taip, kad kiekvienas i$ $iy centry turi visas seky kopijas (Lemey et al., 2009).
Taigi, kiekvieng nauja sekos jrasg valdo tos duomeny bazés, kuriose jis buvo
sukurtas ir atnaujintas. Sekos jraso atnaujinimas visose duomeny bazése yra
jvykdomas per 24 val. Toks informacijos prieinamumas jgalina palyginti

skirtingy mokslininky gautus tyrimy rezultatus ir papildyti esamg informacijg.
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Be $iy duomeny baziy yra ir specializuotos duomeny bazés, kuriose kaupiama
informacija, skirta tik vienai makromolekuliy ar seky informacijai apdoruoti
(Salemi, Vandamme, 2003).

Patogiausia gautg prading sekoskaitos informacijg pasitikrinti NCBI
duomeny bazéje, nes didziausias Sios bazés privalumas — integralumas, kai
vienoje vietoje pateikiama pagrindiné informacija apie sekas, autorius,
publikacijas, fizinius ir biocheminius parametrus, nurodant informacija apie
nukleotidy ar aminorigs¢iy sekas, jy rysj su Kitose duomeny bazése esancia
informacija (Mizrachi, 2007). Norint surasti sekas ir jas analizuoti tokiose
didelése duomeny bazése, butina naudoti bioinformatikos programas, kurios
padeéty objektyviai jvertinti gaunamg informacijg.

Naujy duomeny talpinimas ;] NCBI duomeny baze yra skirstomas pagal
pateikiamos informacijos pobudj, t.y., kokia seka yra talpinama ir kokiu tikslu
ja norima uZzregistruoti.

Tyrimo metu gautos Lonicera L. genties augaly pavyzdziy unikalios
SCAR sekos buvo uzregistruotos GSS (angl. Genome Survey Sequences)
duomeny bazéje, kurioje yra registruojamos trumpos, vientisos, funkciskai
neidentifikuotos sekos i§ GenBank® duomeny bazés, jskaitant atsitiktiniy
tyrimy metu gautas sekas.

Savo darbo metu gauty cpDNR seky palyginimui su NCBI duomeny
bazéje esanCiomis sekomis naudojome pagrindinj lokaly iSlyginamosios
paieskos jrankj BLAST (angl. Basic Local Alignment Search Tool), kuris
sukurtas dirbtinio intelekto pagrindu (Madden, 2003). Seky paieskai ir
palyginimui buvo panaudotas euristinis paieskos algoritmas. BLAST paieskos
jrankis atlieka lokaly palyginimg, kurio metu visapusiskai jvertinama sekoje
esanti informacija. Misy darbe buvo naudojamos ir specializuotos BLAST
programos uzklausos: MEGABLAST (nezinomy seky paieska tiksliam
palyginimui, j kurj nejtraukiamos maZiau panaSios sekos) ir BLASTN
(nukleotidy sekoms palyginti) (Altschul et al., 1990; 1997), pasirenkant
standartinius paieskos palyginimo algoritmus pagal Karlin ir Altschul (1990)
metodika.
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3.5. DNR sekuy palyginimas

Remiantis tyrimy metu gauty DNR seky ar jy fragmenty palyginimu,
galima nustatyti nukleotidy nesutapimus ir analizuoti jy panasumus. Pagal
palyginimo rezultatus galima nustatyti struktiirinius, funkcinius ir evoliucinius
rySius tarp seky. Pagrindinis seky lyginimo tikslas — nustatyti, kiek seky turi
tokj panasuma, kurio pakanka padaryti iSvada apie jy homologiskuma.

Galima atlikti paprastg seky palyginima, kai palyginamos dvi sekos (poros)
ir daugybinj — kai palyginama daugiau seky. Daugybiniam seky palyginimui
naudojami sudétingi algoritmai, kuriy pagalba galima palyginti analizuojamas
sekas tarpusavyje, sugretinti geny ar seky panaSumus.

DNR seky pokyciai, kurie stebimi palyginant tiriamyjy organizmy DNR
sekas su bendro protévio DNR sekomis, gali atsirasti d¢l nukleotidy pakaity,
iSkrity, intarpy, taskiniy mutacijy. Laikantis prielaidos, kad tiriamosios sekos
turéty biti homologiSkos, galima teigti, kad atsirad¢ seky (ar jy fragmenty)
skirtumai — evoliuciniy pokyciy rezultatas. Taksonomiskai artimy rusiy sekos
skiriasi ~ viena  nuo  kitos nezymiai  (taskinémis  mutacijomis,
iSkritomis/intarpais). Dél to filogenetiniuose tyrimuose dazniausiai
palyginamos viena kitos atzvilgiu homologiskos seky vietos, jvertinamas jy
tarpusavio rySys, padaromos iSvados apie bendrg geny ar fragmenty evoliucinj
ry$i (Salemi, Vandamme, 2003).

Daugybinis seky palyginimo principas pagristas seky nukleotidy ar
aminoriig8¢iy sugrupavimu stulpeliais, kurie sudaro palyginimo matricg.
Pradiniam palyginimui priimtiniausias yra stulpeliy lyginimas vertikaliai (2
lentelé, pagal Baxevanis, Ouellette, 2004). IS antroje lenteléje pateikty
suvestiniy duomeny matyti, kad pirmieji trys kriterijai turi aiSkig biologing
prasme, o ketvirtasis — neturi. Taciau, jeigu sekos yra pakankamai panasios, tai
galima naudoti daugybinj seky palyginima, kuris ir parodys trijy pirmyjy
kriterijy rySius tarp seky.
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2 lentelé. Aminorugsciy ir nukleotidy seky palyginimo reikSmés ir rezultaty

vertinimas
Panasumo kriterijus ReikSmé palyginimui Bioinformatikos p@gramos__athekama
seky analizés funkcija
. funkciskai  konservatyvios —ar, | jyiovama  naudojant  papildomus
1 Struktiirinis nustatytos analizuojamose sekose, yra .
o . . g algoritmus
iterpiamos | ta patj stulpelj
visy seky a. r. arba nukleotidai, susij¢ | manoma, kad né viena programa
Lo su galimai bendro protévio ta pacia a. | nenaudoja Sio kriterijaus tiksliai, bet
2 Evoliucinis . . o L e
r. ar tuo paciu nukleotidu, yra | pateikia geriausia jvertinimo
iterpiami ] ta patj stulpeli sugretinimag
- ” .. . automatiS$kai §i funkcija neveikia,
galimai tg pacig funkcija atlickantys . . L .
- L Lo e . | todél, norint jvertinti  funkcinj
3 Funkcinis nukleotidai ar a. r. iterpiami | tg patj o . L oo
. kriterijy, butina jvesti reikalinga
stulpelj . .
informacija
praktiskai Visos programos
pirmiausia naudoja §j kriterijy, nes jis
a. r. arba nukleotidai, esantys tame | paprasiausias ir manoma, kad jei
4 Seky paciame stulpelyje, yra maksimaliai | sekos yra artimai susijusios, tai ir jy
panasis strukttirinis, funkcinis, evoliucinis
kriterijai yra ekvivalentiski seky
panaSumui

Jei seky kilmé bendra ir laikomasi prielaidos, kad praeityje jos buvo
identiskos, tai stebimy skirtumy atsiradimg galima paaiskinti iskritos/intarpo
susikaupimu evoliucijos metu. Sios seky sritys palyginimo metu uZpildomos
tarpais, dél to iSkritos/intarpai nelaikomi sekos pakitimu. Norint surasti tokj
daugybin; seky palyginimg, kurio verte bity didziausia, reikia skaiciuoti
kiekvienos palyginamos DNR seky poros matricos vertg. Vis délto,
neatmetama galimybé, kad, palyginus su didZiausia matricos verte, palyginys
gali buti biologiskai netikslus (Lemey et al., 2009).

Daugybinio seky palyginimo algoritmai. Daugybiniam seky palyginimui
naudojami algoritmai, kurie pirmiausia padeda islyginti nevienodo ilgio sekas
ir nustatyti esamg nukleotidy polimorfizma visose analizuojamose sekose.
Seky sulyginimui buvo sukurta daug skirtingy daugybinio palyginimo
algoritmy. Paprasciausi yra dinaminio programavimo algoritmai (Needleman,
Wunsch, 1970; Gotoh, 1982), kurie nustato geriausig palyginj apskaic¢iuojant
vertes visoms galimoms seky poroms. Taciau, naudojant §j algoritmg, sunku
palyginti didelj kiekj seky. Kitas daugybinio seky palyginimo algoritmas
pagrjstas progresiniu seky palyginimu, kai pirmiausia palyginamos visos

galimos poros, o véliau, remiantis panaSumais, sukuriamas galutinis rezultatas.
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Patogus naudoti ir MUSCLE (angl. MUItiple Sequence Comparison by
Log-Expection) (Edgar, 2004a; 2004b) algoritmas, kuris veikia greitai, naudoja
progresin] seky sulyginimg, geriausiai tinka keliems Simtams seky sulyginti.
Dideliu tikslumu ir galimybe kombinuoti sekas pasizymi T-Coffee programos
algoritmas (Notredame et al., 2000), kuriuo gaunami palyginimai yra tikslesni,
bet palyginimo laikas zymiai ilgesnis. T-Coffe irgi naudoja progresinj
algoritmg, tik ji lygina visos sekos rinkinio segmentus. Daugybiniam seky
palyginimui yra naudojama ir daugelis kity algoritmy, taciau jie pasiZymi
specifiSkumu ir skirti konkre¢iam tyrimui (Lemey et al., 2009).

Siuo metu populiariausias yra ClustalW algoritmas (Thompson et al.,
1994), kuris naudojamas populiariausiose duomeny bazése ir yra integruotas |
kompiuterines bioinformatikos programas. Sis algoritmas, kaip ir minétas
MUSCLE, seky sugretinimui naudoja progresinj metoda, t.y., vienu metu
lyginamos ne visos sekos, bet naudojantis programa pridedama po vieng seka.
Siuo atveju galutiniam rezultatui gali turéti jtakos tai, kokia eilés tvarka sekos
yra jvedamos palyginimui. Naudojant ClustalW algoritma nukleotidy seky
palyginimui, uZtenka standartiniy duomeny. Norint koreguoti rezultatus,
galima koreguoti pacius duomenis, pvz., EMBL-EBI serveryje naudojant

ClustalW algoritmg daugybiniy seky palyginimui.

4. Augaly genetiniai iStekliai, jy tyrimas ir iSsaugojimas

Augaly genetiniai iStekliai (AGI) — tai augalai (arba galinCios
reprodukuotis jy dalys), kurie turi potencialig ekonoming, moksling ar socialing
reikSme zmonijai. | AGI saraSg patenka laukiniai augalai, kultliriniams
augalams giminingi augalai, tradicinés ir/ar senosios augaly veislés, rajonuotos
veislés, hibridai arba genetinés linijos. AGI — tai vieni vertingiausiy gamtiniy
iStekliy (Rao, Hodgkin, 2002).

AGI glaudziai susije¢ su genetine jvairove, kuri yra sudétine biojvairoveés

dalis. Biologing jvairove galima apibuidinti kaip kintamuma, esantj visy gyvy
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organizmy genomuose, ruSyse ir ekosistemose, kuriose jie gyvena (Rao,
Hodgkin, 2002). Dél to iSskiriama:
1) genetiné jvairové, kuri pagrista paveldimu kintamumu (geny ir genotipy

Kintamumas);

2) rasiy jvairové (rasiy gausumas);
3) ekosistemy jvairové (riisiy bendrijos tam tikroje aplinkoje).

Genetinio kintamumo visuma populiacijose yra selekcijos ir augaly
gerinimo pagrindas, todél genetiniy iStekliy i§saugojimas yra svarbus Zmonijos
gerovei Siandien ir ateityje. Pagrindiniai genetiniy iStekliy i$saugojimo
principai buvo suformuluoti Biologinés Jvairovés Konvencijoje ir JTO Maisto
ir Zemes tkio Visuotiniame veiksmy plane. Pagrindinés genetiniy iStekliy
iSsaugojimo aktualijos — suprasti ir iStirti Zmogui prieinamos genetines
jvairovés dydj ir pasiskirstymg augaly riSyse tam, kad Sis turtas biity
iSsaugotas ir veiksmingai panaudotas (Rao, Hodgkin, 2002). Augaly genetiné
jvairove kinta laike ir erdvéje. Tai lemia rasiy evoliucija, dauginimosi bidai,
ekologiniai ir geografiniai veiksniai, praeityje vyke procesai populiacijose,
pavyzdziui, ,,butelio kaklelio* efektas, bei antropogeniniai veiksniai. Geresnis
genetinés jvairoves supratimas ir jos pasiskirstymo nustatymas labai svarbus
AGTI i8saugojimui. AGI iS§saugojimo problemy sprendimas padeda nustatyti, kg
ir kur reikia saugoti, pagerina saugomos ruSies kilmes, evoliucijos ir
taksonomijos supratimg. Tai betarpiSkai siejasi su bet kurios riiSies ir jos
laukiniy giminaiciy kolekcijy tyrimais. TradiciSkai tokie genetinés medziagos
iStekliai buvo naudojami selekcijoje gerinant kultiriniy augaly veisles, o dabar
jie tapo reikSmingi ir mokslo pazangai apskritai (Harlan, 1975; Johnson, 2008;
Sachs, 2009).

Praktiniu aspektu AGI iSsaugojimas labai svarbus Zemés tkiui, maisto
pramonei (maisto kokybés poziiiriu) ir misSkininkystei. Genetinés medziagos
gamtosauga susideda i§ genetinés jvairovés palaikymo, apra§ymo ir jvertinimo
rusies viduje (Laurentin, 2009). Palaikymas arba konservavimas vykdomas

dviem buidais — in situ ir ex situ (Rao, 2004).
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Pirmuoju atveju genetiniai iStekliai saugomi naturaliose augavietése
(laukiniai augalai) arba tradiciniuose tikininky tikiuose (kulttiriniai augalai). EX
situ palaikymas vyksta uz gamtinés augavietés riby. Tai gali buti sékly ir geny
bankali, botanikos sodai ir kt. Aprasomasis darbas labai svarbus, nes jis nustato
kiekvieno pavyzdZzio genetin] tapatumg kolekcijoje. Suprantama, kad nuo Sio
etapo labai priklauso vartotojui pateikiamos informacijos verté. Tai susij¢ su
pavyzdZio genotipavimu ir genotipo genetinio giminingumo nustatymu. Sis
darbas atlieckamas dviem biidais: naudojant morfologinius poZymius arba
molekulinius Zymenis. Morfologiniy poZymiy naudojimas turi daug tritkumuy,
be to, nepakankama $iy pozymiy jvairové neleidzia tiksliai atskirti pavyzdj nuo
kity tos pacios rusies individy. Siy pozymiy (ypaé kiekybiniy) pasireiskimas
labai priklauso nuo aplinkos salygy ir raidos stadijos (Rao, 2004; Weising et
al., 2005). Biocheminiai Zymenys (izofermentai, alozimai, atsarginiai baltymai)
taip pat neleidzia nustatyti skirtumy tarp artimai giminingy individy, nes
biocheminiy Zymeny pagalba jvertinama tik labai nedidelé¢ genomo dalis. DNR
zymenys neturi daugelio minéty trikumy, nes atskleidzia polimorfizmg DNR
lygmenyje. Siuo metu Zinoma daugiau kaip keturiasdeSimt jvairiy DNR

zymeny tipy. Kai kuriy Zymeny savybés pateiktos trecioje lenteléje.

3 lentelé. DNR Zymenys daZniausiai naudojami augaly genetiniams iStekliams
aprasyti ir jvertinti (pagal Ayad et al., 1997; Karp et al., 1997)

. - Kodomina | Polimorfiz- | Specifiskumas NaUdOJ?mOS .
Zymenys Kiekis » . aparatiiros Kaina
ntiSkumas mas lokusui .
sudétingumas

Izofermentai <100 + mazas + nesudétinga maza
RFLP neribotas + vidutinis + sudétinga vidutiné
RAPD neribotas + vidutinis - nesudétinga maza
DAF neribotas + . didelis - nesudétinga maza
AP-PCR neribotas + . didelis - nesudétinga maza
SSR neribotas + . didelis + nesudétinga® maza’
SCAR neribotas” +/- mazas/vid. + vidutiné maza
CAPS neribotas” + mazas/vid + vidutiné maza
ISSR neribotas + didelis + vidutiné vidutiné
AFLP neribotas + didelis + vidutiné vidutiné
Sekoskaita neribotas + didelis +/- sudétinga didelé
EST neribotas + mazas/vid. + vidutiné vidutiné
SNP neribotas + . didelis + sudétinga didelé

T priklauso nuo jau turimy kity Zymeny
2 _ kai sekos jau nustatytos ir pradmenys sukonstruoti
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Norint jvertinti ir atrinkti geriausiai tinkantj metoda, labai daznai augaly
tyrimuose yra naudojami keli metodai kartu. Tai leidzia palyginti gautus
rezultatus ir atrinkti geriausig Zymeny metodg. Kartu naudojami metodai yra
veiksmingesni, pavyzdziui, leidzia genotipuoti visus turimus individus.
Naudojant tik vieng Zymeny sistemg, biity nejmanoma genotipuoti visy
individy. Savo tyrimais tai patvirtino ir Regner su bendradarbiais (2001).
Autoriai naudojo keturis molekuliniy zymeny metodus (AFLP, ISSR, RAPD,
SSR), kuriy pagalba istyré 1200 Vitis genotipy. Jie sugebéjo nustatyti daugelio,
Siuo metu dar kultivuojamy, vynuogiy veisliy kilme, siekianc¢ig viduramzius.

DNR Zymenys labai tinka genetinés medziagos, tinkamos saugojimui in
situ, atrankai, ex situ geny banky kiirimui, baziniy (angl. core) kolekcijy
sudarymui ir pertekliniy genotipy jose nustatymui (Weising et al., 2005).
Genetinés medziagos kolekcijy saugojimas ex sSitu daznai labai brangus, ypac
kultiiry, kurias butina dauginti vegetatyviskai. Viena tokiy kultiry — Ipomoea
batatas. Tarptautinis bulviy centras (CIP) saugo didel¢ Sio augalo kolekcija,
kurig sudaro apie 5,5 tukst. pavyzdziy 1§ 57 Saliy. Morfologiniy pozymiy
tyrimai parodé, kad nemaza dalis Sios kolekcijos pavyzdziy (apie 1500) yra
dublikatai. RAPD analiz¢ parodé, kad morfologiskai skirtingos veislés skyrési
ir genetiSkai (RAPD profiliais), o dalis jtariamy dublikaty i§ tikryjy buvo
dublikatai (Zhang et al., 2001).

Garkava-Gustavsson ir kt. (2005), tirdami bruknés (Vaccinium vitis-idaea
L.) 13 populiaciju i§ Svedijos, Suomijos, Norvegijos, Estijos ir Rusijos,
palygino tris skirtingas, augaly atrinkimui j brukniy bazine kolekcija tinkamas,
strategijas:

1) hierarching struktiira, pagrjsta klasteriy metodu;

2) Maximum Genetic Diversity (MGD) kompiutering programa;

3) atsitiktinj rinkimg (kaip kontrole¢).

Tik MGD jgalino sukurti kolekcija, kurioje buvo iSsaugomi genotipai,
turintys retas RAPD juostas. Tokio tipo darbuose labai svarbu yra metodo
automatizavimas bei galimybé vienu metu tirti didelj skai¢iy DNR lokusy.

Vystantis naujoms technologijoms, atsiranda metodai, kurie leidzia per trumpa
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laikg istirti didelius augaly genomus. Vienas i tokiy naujy metody yra DArT
(angl. Diversity Array Technology). DArT yra privati technologija, kuri buvo
specialiai sukurta ryziy genomams tirti. Sis metodas pagristas DNR
hibridizacija, apjungia AFLP ar RFLP metody tikslumg bei mikrogardeliy
technologijy pajéguma. Siuo metu DArT technologija yra pritaikyta
devyniolikai augaly riisiy (Jaccoud et al., 2001; Paux, Sourdille, 2009).

Kaip galima spresti 18 literatiiros, pastaruoju metu labai suintensyvéjo AGI
tvarkymas naudojant DNR Zymenis (Laurentin, 2009). Vis délto iSlieka
aktualus naujy geny panaudojimo programy, kurios galéty garantuoti
efektyvesnj genetinés medziagos 1§ jvairiy Saltiniy pritaikyma kuo jvairesniems
tikslams, kirimas (Namkoong et al., 2004). Sia linkme yra atlickami darbai,
kuriais siekiama praplésti kultliriniy augaly geneting baze¢ (Cooper et al.,
2001). Netradiciniy rasiy ir veisliy panaudojimas gali biiti vienas i§ genetinés

Jvairoves rezervy.
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II. TYRIMU OBJEKTAS IR METODAI

1. Tyrimy objektas — Lonicera L. genties augalai

Tyrimy objektas — Lonicera L. genties augalai, augantys Vilniaus

universiteto Botanikos sodo sausmedziy kolekcijoje (4 pav.).

4 pav. Vilniaus universiteto Botanikos sodo sausmedziy kolekcija

Sausmedzio pavyzdziy pasirinkimg tyrimams lémeé kolekcijos raisiné

Jvairove, turimy pavyzdziy skaicius ir genotipy aktualumas selekciniu poziiiriu.

1.1. VU Botanikos sodo sausmedziy kolekcija

VU Botanikos sode saugoma gana gausi sausmedzio (Lonicera L.) genties
augaly kolekcija, kurioje yra 40 rasiy, 8 portsiai, 51 veislé, 35 genetinés linijos
(4 lentelé).

Pomologijos skyriaus sausmedzio augaly kolekcija sglyginai sudaryta i$
trijy mazesniy: senojoje kolekcijoje, kuri jveista 1979 m., auga augalai

iSauginti i$ sékly; antrojoje — atrinktos genetinés linijos ir treciojoje — veislés ir
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rasys. Genetiniy linijy kolekcijos augalai iSauginti i§ sékly, surinkty gamtinése

populiacijose (Altajaus srityje, Rusijoje).

4 lentele. VU Botanikos sodo Lonicera L. genties augaly kolekcijos sudétis ir
tyrimams naudoti pavyzdziai

Pavyzdziy, i$
Taksonas Dendrologijos sk. Pomologijos sk. I8 viso Kuriy i$skirta
DNR, skaicius
Riidys 37 (49) 8 (19) 40 (68) 13 [15)°
Portsiai 5 4 (11) 8! (11) 4 [14]
Veislés 24 (36) 28 (32) 517 (38) 28 [39]
Genetings linijos - 35 35 32
I§ viso: 66 (85) 75 (62) 134 (117) 77 [100]

T _ to paties taksono augalai auginami Dendrologijos ir Pomologijos skyriuose, todél bendras skai&ius
mazesnis;

() — to paties taksono augaly, gauty i$ keliy viety, pavyzdziy skaiéius;

[ ]* - tiriamo taksono pavyzdziy, kurie atrinkti DNR ir filogenetiniams tyrimams, skai&ius.

Siekiant kuo placiau iSanalizuoti kolekcijos pavyzdzius, DNR tyrimams

buvo pasirinkti jvairiy taksony augaly pavyzdziai.

1.1.1. Lonicera L. genties rasys

VU Botanikos sodo sausmedzio Lonicera L. genties rasiy kolekcijos
tyrimui buvo atrinkta 13 riisiy, i$ kuriy septyniy pavyzdziai augo Pomologijos
skyriuje, penkiy — Dendrologijos ir vienas L. xylosteum L. pavyzdys augo
natiiraliai (5 lentelé). L. edulis tyrimui buvo paimti du pavyzdziai, kurie skyrési
savo kilme.

5 lentelé. Lonicera L. genties rasys, atrinktos molekuliniams tyrimams, jy augimo
vieta Botanikos sode ir ,,kolekciné* kilmé

Vieta
Nr. Rasies pavadinimas Botanikos | Vieta, i§ kurios raiSys pateko j kolekcija
sode
1 Lonlcera_ orientalis Lam. — kaukazinis Pom. RUS, VIR, 1992
sausmedis
2 | Lonicera venulosa (Maxim.) VVorosh. Pom. RUS, VIR, 1997
3 I’;I(;rll;ciera emphyllocalyx  (Maxim.) Pom. RUS. VIR, 1997
4 | Lonicera chrysantha Turcz. ex Ledeb. Pom. FIN, Turku HBU, 1993
5 | Lonicera boczkarnikowae Plekhanova Pom. RUS, VIR, 1997
Lonicera caerulea L. — melsvauogis RUS, Meshcherskoje, St Expert, 1997,
6 . Pom. .
sausmedis séklos
Loni dulis T F a RUS, Archangelsk Arb, 1996
7 | -onicera edulls Turcz. ex Freyn. —| oo [ ISL, Reykjavik HB, 1995
valgomasis sausmedis e
c Kilmé nezinoma, 1993
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5 lentelés tesinys

8 Lonlcerg mlgrophylla Wllld. ex Schult. Dend. DEU, Dresden HB TU, 1987
— smulkialapis sausmedis

9 | Lonicera vesicaria Kom. Dend. LVA, Salaspils HBN, 1996

10 | Lonicera alpigena L. - alpinis | 4 LTU, VU BS, 1978, auginiai
sausmedis

11 | Lonicera x bella f. ‘Candida’ Zabel Dend. CZE, Pruhonice H, 2005, séklos

12 | Lonicera praeflorens Batalin Dend. RUS, Maskva HB, 1996

13 Lonlcerq xylosteum L. — paprastasis Sav. LTU, savaiminis
sausmedis

Pom. — Pomologijos skyrius; Dend. — Dendrologijos skyrius; Sav. — savaiminis; HBU — Hortus
Botanicus Universitatis; HB TU — Der Botanische Garten der Technischen Universitat Dresden; HBN
— National Botanic Gardens of Latvia

Miisy tyrimui pasirinktos rtiSys apima platy sausmedziy paplitimo arealg ir
daugelis jy labai skiriasi morfologiskai. Tarp jy yra dekoratyviniy ir valgomais

vaisiais sausmedzio rasiy.

1.1.2. L. caerulea porusiai

Tyrimui pasirinkome 14 pavyzdZziy, atstovaujanciy keturis poriiSius: L.
caerulea L. subsp. kamtschatica (Ses$i pavyzdziai), L. caerulea L. subsp.
pallasii (keturi pavyzdziai), L. caerulea L. subsp. altaica (ITnexanosa, 1994a)
(trys pavyzdziai), L. caerulea L. subsp. stenantha (Skvortsov, 1986) (vienas

pavyzdys) (6 lentelé).

6 lentelé. Lonicera L. genties portsiai ir jy ,.kolekcing* kilmé

Nr. PoriiSis Vieta, i§ kurios riiSys pateko i kolekcija
1 Ilsg?;rcsra caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) L\I/Eé:r,SZ%I:rStT I;giﬁggi?i’uZ?g;gi'a'
' CZE, Pruhonice H 1997, séklos
2 |Lonicera caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsov RUS, VIR, 1997, auginiai
3 |Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz RUS, VIR, 1997, auginiai
4 | Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall. RUS, VIR, 1997, auginiai

Tyrimams pasirinkome daugiausia L. caerulea L. subsp. kamtschatica
pavyzdziy, nes jy kolekcijoje yra daug, be to, pavyzdziai | kolekcija pateko i§
jvairiy viety. Subsp. altaica buvo tiriamas tik vienintelis kolekcijoje esantis

pavyzdys.
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1.1.3. L. caerulea veislés

Pirmieji melsvauogio sausmedzio selekcijos darbai prasidéjo 1940-1950
m. Soviety Sgjungoje Pavlovsko selekcijos stotyje (RFSSR). Pradiné medziaga
selekcijai buvo L. caerulea subsp. kamtschatica, L. turczaninowii ir L.
caerulea subsp. altaica augalai. Iki 2000 m. buvo sukurta daugiau kaip 100
sausmedzio veisliy. Tyrimams pasirinkome Vvisy 28-iy veisliy, augané¢iy VU
Botanikos sode Pomologijos skyriuje, 39 pavyzdzius. Kai kurie Siy veisliy
kilmés duomenys, VIR kodas bei jy patekimo j VU Botanikos sodo kolekcija
data pateikti 7-oje lentel¢je. Dalis veisliy auginiy pavyzdziy gauta i

Kaliningrado botanikos sodo.

7 lentelé. Lonicera caerulea L. veislés atrinktos tyrimams ir jy kilmé

. Veislés vedimo | VIR | »Kolek- Veislia kilime
: pavadinimas metai | kodas | ¢ 4
kilmé
; , 1972/ VIR™, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
1 Narymskaya 1082 | 30949 | 1906" | apsidulkinimo bidu it veisies‘Delfin’
VIR ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
2 ‘Desertnaya’ 1962 25783 1ggé apsidulkinimo biidu i§ Kamdéiatkos .
augaly
. , 1975/ VIR, Veislé gauta i§ L. caerulea subsp.
8 Salyut 1086" | 32254 | 1997 altaica sejinuky
. o 1965/ VIR, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
4 | ‘SiyayaPtitsa™ | jgg5+ | 30042 1 1qq7 apsidulkinimo badu i veislés*Start’
. , 1965/ LTU, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
5 Lazurnaya 1982" | 31386 1996 apsidulkinimo bidu i§ veislésStart’
. , LTU, .
6 Altayskaya - - 1996 Kilmé nezinoma
¢ ) * LTU, .
7 Rannyaya 1962 31611 2006 Kilmé nezinoma
VIR ISvesta i§ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
8 ‘Start’ 1972 25799 1997’ apsidulkinimo biidu i§ Kamgiatkos r.
augaly
e , * VIR, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
9 Fialka 1992 35900 1997 apsidulkinimo bidu i$ veislés‘Roksana’
1966/ VIR ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
10 Roksana 1982" 30054 1997 apsidulkinimo biidu i§ Kamdéiatkos r.
augaly
. , 1966/ VIR, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
11| ‘Parabelskaya’ | jggy+ | 30052 | 4997 | “ansidulkinimo badu i veisiés:Delfin’
. , 1972/ VIR, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
12 Morena 1092 | 399 | 1997 | apsidulkinimo badu i% veisies*Delfin’
LTU ISvesta 1§ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
13 ‘Volshebnica’ 2000 - ! apsidulkinimo bidu i$
2005 S - ,
veislés‘Smolinskaya
alikan® HBU, o
14 Velikan — — 1997 Kilmé nezinoma
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7 lentelés tesinys

LTU ISvesta i§ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
15 ‘Chernichka’ 1994 - ! apsidulkinimo bidu i$
2005 e : )
veislés‘Smolinskaya
16 ‘Goluboje 19651 30041 LTU, ISvesta i§ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
Vereteno’ 1982 1996 apsidulkinimo badu i§ veislés ‘Start’
AR , HBU, o
17 Obilnaya - - 1997 Kilmé nezinoma
] S, HBU, o
18 Valentina - - 1997 Kilmé nezinoma
; - HBU, o
19 Lyulia 1988 - 1997 Kilmé nezinoma
. L , * HBU, I8vesta i$ F, kartos séjinuky
20 | “Kuvshinovidnaya 1962 31608 1997 Petropavlovsko — Kamciatkos r.
. . , HBU, .
21 Bugristaya - - 1997 Kilmé nezinoma
1965/ VIR ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
22 Zolushka 1982" 31385 1997 apsidulkinimo biidu i§ Kamdéiatkos .
augaly
VIR Sejinukas F; laukinio sausmedZio i§
23 ‘Regel — 683’ 1988 - ’ Primorés krasto Skotovsko rajono.
1997 Lo -
Diploidas 2n=18
1966/ VIR I$vesta i§ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
24 ‘Bakcharskaya’ « | 30044 ’ apsidulkinimo bidu i§ Tolimyjy Ryty
1982 1996 Y.
sausmedziy
s * VIR, Gauta kryzminant ‘Sayanskaya-322’ su
25 Viola 1994 38157 1996 ‘Leningr. Velikan’
. , 1966/ VIR, I$vesta i§ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
26 | ‘Vasyuganskaya’ | jq7q* | 29822 | 1995 | ansiulkinimo bidu i veisles‘Delfin’
; . , 1966/ VIR, ISvesta i$ atrinkty séjinuky, gauty laisvo
27 Tomichka 1979° | 292 | 1996 | apsidulkinimo bidu i veisles‘Delfin’
‘Leningradskii * VIR, I$vesta i§ F3 kartos séjinuky
28 Velikan’ 1979 25793 1996 Petropavlovsko — Kamciatkos r.

* — metai, kada veislé buvo jtraukta j VIR kataloga
** _ VIR — N. I. Vavilovo Rusijos augalininkystés institutas (St. Petersburgas, Rusija)

1.1.4. L. caerulea genetinés linijos

SausmedZio genetiniy linijy kolekcija pradéta kurti 1996 m. Pomologijos
skyriuje. Augalai iSauginti iS sékly, kurios buvo surinktos nuo natiraliai
augandiy sausmedziy Altajaus kraste. Siuo metu kolekcija sudaro 32 genetinés
linijos (141 augalas). Tyrimui atrinkome po viena, visy 32 sausmedzio
genetiniy linijy, pavyzdj (8 lentel¢). Kadangi Sie pavyzdZiai gauti 1§ natiiraliy
populiacijy, kuriose augantys augalai morfologiskai neapibiidinti, tai, norédami
identifikuoti morfologinius skirtumus tarp genetiniy linijy pavyzdziy,
pasirinkome lengvai jvertinamus poZymius. Genetiniy linijy pavyzdziy kai

kuriy morfologiniy pozymiy rodikliai pateikti 8-oje lentel¢je. Atlikus minéty
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genetiniy linijy pavyzdziy DNR polimorfizmo tyrimus, jas buty galima

lengviau identifikuoti pagal genetinius skirtumus.

8 lentelé. Genetiniy linijy pavyzdziy morfologiniy pozymiy suvestiné

. Pozymiai’
NI G‘?“?_U?e Krimas Lapas Zieda Vaisius
linija KA | KF|SS|ZS|IP|LF|LS|LP|VS|ZF|ZD |ZP | VD | VP | VF | VS
1 ‘2R’ 15 r rr V |7/3|PE| z |nh| g v \% V | ST | Ba a i
2 ‘3-5’ 15 | r m | S |73|PE| z (nn| g |w|V |V ]|V |[B| g |1
3 2-1° 1,4 r m | S |62|PK| z |nn| g v |V |V ]|V |Ba|lv]|nm
4 3-79° 15 | r m | S |62|PL| 2z |sls|bg| Vv |V |V]|V | L]|c sl
5 ‘3R’ 2 r rr S |72 |PE| z |[nh| g vp | V S \% Ba c i
6 ‘3U° 1 r ru | V |62|PK| z |ns| g v \% \% LS | Ba a sl
I ‘3-80° 12 | o | ru | V |52 |PK| 8 [nn|bg | vp | s V| V |Ba| g ri
8 ‘10-32° 1 o |ru |V [42| L |mz|nn|bg | v | s S V | Ly | ¢ sl
9 ‘1’ 1 r ru | V |6R2|PE| 8 |ns| ¢ w | V \% \% Ba | ve sl
10 | “1G16° 14| o ||V |[7B3|PE| z |ss| g |w/|V |V |V ]|L]| a sl
11 ‘B 15| o |ru |V |73|PE| z |sls|bg|w/ |V |V |ST|Ba| g |
12 2D’ 2 o |ru| S |62 L g |sls|{bg|w]|V|V]|]V |Ba|c sl
13 2C63’ 2 rfru | S |73|PA| sz |sls|bg|w]| V|V ]|V |Ba| a sl
14 ‘1B43’ 14 | r |ru| V |62 L |mz|ss|bg|wvw]|V ]|V S | Ly | a sl
15 ‘2K’ 15 r |ru| V |72|PK| 8 |nh| g v |V |V |V |B]| g sl
16 ‘28 15 | r m |V |62|PK| Zz [ns| g v V|V |V | L]|e sl
17 ‘19° 2 o |ru |V |72]|PE|mz|shh|hbg V| V]|V |B| a|sl
18 “AN73’ 1 o |ru |V |[62|PE| z |ns|byg|vw|V |V ]|ST|Ba]|c sl
19 | ‘22T12’ 2 |ak|ru| S |62|PE| 7z |sls|bg|w]| V|V |ST|Ba]|Kk sl
20 “qau’ 12 r | gr| S |52 |PE| % |sls| g p V| V]|V |Ba| c sl
21 AV 14| o | gr |V |TB|PE| 2z |sls]| g p VI V]|V |L|c sl
22 ‘2E° 1 |ak|ru| S 73| L | 8 |sls|bg| p V|V |V |L|a]| sl
23 ‘a7 14 r | S | 62| L z |sls| g p \Y S V | Ba| ¢ sl
24 “aAM’ 15 r | gr |V [6R2|PE]| 3 |sls| g p V |V |ST|Ba| ¢ ri
25 ‘1P’ 15 | atk | gr | V |62 | PA| 2z |sls| g p V|V |V | L |ve] sl
26 ‘06-3° 08 r m | S |52 |PE| tz |nls|bg | v | s S | ST | Ba | g ri
27 ‘96-2° 1 o | |V |42|PE| 2z |sls| g p |V |V]|V | L/ a sl
28 ‘06-1’ 1 r |V |52|PK| 2z |ss| g p V|V ]|V |Ba| a ri
29 ‘96-4° 1 o | m |V |62 |PK |tz |ns|bg|w]| V |V ]|ST|Ba| a sl
30 | ‘L-69-3° | 07 r pr | S | 73| E 2 |sls| g |vw |V |V |ST|Ly|a | m
31 ‘10° 1 rfru |V |62|PE| 2 [nhn|bg| v |V |V |V |Bal|a]|sl
32 ‘32 1 rlru |V |62|PK| z |ns| g v |V | S |ST|L| e sl
T _ genetiniy linijy kolekcijos pavadinimai yra jvardinti VU BS suteikiant jiems unikaly koda;
— Pozymiai:

Kriimas — KA — kriimo aukstis (metrais), KF — krimo forma (r — rutulio, o — ovalo, atk — atvirks¢iai
kigiska), SS — Saky spalva (rr — rausvai rusva, ru — rusva, gr — gelsvai rusva, pr — pilkai rusva), ZS —
zievés supleiséjimas (V — vidutinis, S — stiprus).

Lapas — IP— lapo ilgis/plotis (mm), LF — lapo forma (PE — pailgai elipsiskas, PK — pailgai
kiausiniskas, PL — pailgai lancetiSkas, L — lancetiskas, PA — pailgai atvirks¢iai kiauSiniskas, E —
elipsiskas), LS — lapo spalva (z — zalia, $z — Sviesiai zalia, tz — tamsiai zalia, mz — melsvai zalia), LP —
lapo plaukuotumas (vir§us/apacia), (n — neplaukuotas, s — silpnai plaukuotas).

Ziedas — VS — vainiklapiy spalva (g — gelsvas, bg — baltai gelsvas), ZF — ziedo forma (v — vamzdelio,
w — vamzdelio—varpelio, vp — vamzdelio—piltuvélio, p — piltuvélio), ZD — ziedo dydis (V — vidutinis, s
— smulkus), ZP — vainiklapiy plaukuotumas (V — vidutinis, S — stiprus).

Vaisius — VD — vaisiaus dydis (ST — stambus, <1 g, LS — labai stambus, >1 g, V — vidutinis, 0,5-1 g),
VP — vaisiaus pavir§ius (Ba — banguotas, Ly — lygus), VF — vaisiaus forma (g — gsotiska, a — anksties,
ve — verpstiSka, ¢ — cilindriska, ak — atvirk$¢iai kiauSiniska), VS — vaisiaus skonis (ri — ragstus, sl —
saldus).
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2. Tyrimy metodika

Norédami selekciniu pozitriu iStirti ir jvertinti sausmedziy kolekcija,
tyréme pasirinkty sausmedzio pavyzdziy DNR polimorfizmg bei juos
genotipavome. Siems tyrimams naudojome RAPD metoda. Sickdami jvertinti
kai kuriy sausmedzio genties riisiy ir L. caerulea porasiy filogenetinius rysius,
atlikome cpDNR specifiniy nekoduojanc¢iy regiony sekoskaitg, nustatytas sekas
palyginome tarpusavyje ir su duomeny bazése pateikiamais duomenimis.

Visi molekuliniai — genetiniai kolekcijos pavyzdziy tyrimai buvo atliekami
Vilniaus universiteto Gamtos moksly fakulteto Botanikos ir genetikos katedros

Augaly genetikos laboratorijoje. DNR sekoskaita atlikta VU Biotechnologijos

instituto Sekvenavimo centre.

2.1. Cheminés medZziagos

9 lentelé. Cheminés medziagos ir trumpas jy apraSymas

MedzZiaga Sudétis / koncentracija / ch. formulé / pH Gamintojas / Salis
TRIS C4H1iNO3 / 1M ROTH / Vokietija
Boro riigstis H3:BO; ROTH / Vokietija
EDTA C10H14N2Na,0g*2H,0 / 0,5M ROTH / Vokietija
Agarozé (C1oH1800) Fermentas / Lietuva
ultra PURE™ agarozé (C12H1500)n GIBCO BRL / JAV
Sacharozé C1oH2041 ROTH / Vokietija
Bromfenolio mélis C19HgBr,0sSNa ROTH / Vokietija
CTAB CH3(CH,);15N(CH5)3Br ROTH / Vokietija
2 mM dNTP Mix dATP, dGTP, dCTP, dTTP Fermentas / Lietuva
MqgCl, 25 mM Fermentas / Lietuva
10x buferis Tag — MgCl, +KCl Fermentas / Lietuva
Taq DNR polimerazé rekombinantiné Fermentas / Lietuva
PVP-40 polivinilpirolidonas (CsHyNO), Sigma / Vokietija
2 — merkaptoetanolis C,Hs0S Sigma / Vokietija
Chloroformas CHCI, ROTH / Vokietija
Etidzio bromidas C,1HxoN3Br ROTH / Vokietija
Etilo alkoholis 96,4% Vilniaus degting /

Lietuva

o GeneRuler™ DNA Ladder Mix 10000 — 100 .

Molekulinio ilgio Zzymuo Fermentas / Lietuva
bp /0,1 pg/ul

Molekulinés masés Zymuo MassRuler™ DNA Ladder Mix 10000-80 bp | Fermentas / Lietuva
zgzkulmes Mases svorio 6x MassRulerTM DNA Loading Dye Fermentas / Lietuva
Ribonukleazé A 10 mg/ml Fermentas / Lietuva
Ampicilinas CasHisNsNaO,S B'S/%Efg”n;ga /
LB — agaras pH 7,5 Fluka / Indija
LB — buljonas pH 7,5 Fluka / Indija
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2.2. Tirpalai ir jy paruoSimas

CTAB (cetiltrimetilamonio bromido) ekstrakcijos buferis (20 ml): 0,8
ml 0,5M EDTA (pH 8,0); 2 ml 1M Tris (pH 8,0); 5,5 ml 5M NaCl; 4 ml 10%
CTAB; 0,04 ml 2-merkaptoetanolio; 200 mg PVP. Buferis ruoSiamas pries pat
DNR skyrima.

1,5% agarozés gelis RAPD produkty analizei. Pasveriama 3 g agarozeés.
Ipilama 20 ml 10x TBE buferio ir distiliuvoto H,O 1iki 200 ml. Agaroze
tirpinama létai kaitinant mikrobangy krosneléje, retsykiais pamaiSoma.
Tirpinama iki uzvirimo, kol lieka vienalyté masé. | nepilnai atvésusia agaroze
flasinama 20 pl etidzio bromido tirpalo (5 mg/ml). ISlydytos ir atvésusios iki
58°C — 60°C agarozés masée supilama j gelio uzpylimo rémelj su jstatytomis
Sukomis ir paliekama stingti.

10x TBE elektroforezés buferis. 500 ml buferio paruosti atsveriama
54,45 g TRIS (890 mM), 27,81 g boro riigsties (890 mM), 4,65 g EDTA (20
mM). Komponentai iStirpinami distiliuvotame vandenyje, buferio galutinis tiiris
500 ml. Laikomas kambario temperatiiroje.

6X bromfenolio mélio tirpalas. 40% sacharozeé, 0,002 M EDTA, 0,2%

bromfenolio mélio. Laikomas +4°C temperatiiroje.

2.3. Lonicera L. genties augaly DNR skyrimo metodikos

optimizavimas

Norédami i$skirti geros kokybés genoming DNR i§ Lonicera L. genties
augaly, naudojome skirtingas DNR skyrimo metodikas. Daugumos augaly
audiniuose yra daug fenoliniy junginiy, kuriy oksidacijos produktai chinonai
sukelia DNR pokycius. Tokia DNR netinka daugeliui fermentiniy reakcijy
(John, 1992). Genoming DNR pabandéme skirti trimis metodais:

1) modifikuotu CTAB metodu (Murray, Thompson, 1980; Doyle, Doyle,

1990);

60



2) DNR skyrimo rinkiniu su kolonélémis , NucleoSpin® Plant II*
(MACHEREY-NAGEL GmbH, Co. KG, Vokietija);

3) DNR skyrimo rinkiniu ,,Genomic DNA Purification Kit*“ (Fermentas,
Lietuva).

Iverting 1iSskirtos DNR kokybe bei jos tinkamumg fermentinéms

reakcijoms, pasirinkome ,,Genomic DNA Purification Kit“ DNR skyrimo

rinkinj.

DNR buvo skiriama 1§ jauny, ka tik nuskinty lapy, kurie buvo laikomi

Saldymo krepSiuose +4°C temperatiroje. Buvo skiriama pagal Siek tiek

modifikuotg (pritaikyta DNR skyrimui i§ augaly) gamintojo pateikta metodika:

apie 100 mg augalo lapy audinio homogenizuojama skystame azote;
homogenizuoti augalo pavyzdzio milteliai nedelsiant perkeliami j 1,5 ml
megintuvéelius su 200 pl TE (Tris/EDTA) (pH 7,4) buferio ir 400 pl lizés
tirpalo misinio, lengvai sumaiSoma;

meéginiai inkubuojami ,»Eppendorf Thermomixer comfort*
termomaiSykléje 5 min., esant +65°C temperattrai ir 300 rpm;

po inkubacijos ] mégintuvélius su pavyzdziais nedelsiant jpilama 600 pl
chloroformo. Méginiai §velniai sumaiSomi;

méginiai centrifuguojami ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R* centrifugoje 3
min., esant 12000 x g;

virSutin¢ vandeniné fazé perneSama j naujus 1,5 ml mégintuvélius. Siekiant
pasalinti RNR priemaiSas, pridedama po 5 pl ribonukleazés A (10 mg/ml).
Meéginiai inkubuojami 30 min. esant +37°C temperaturai;

po ribonukleazés A poveikio | méginius jpilama 600 pl chloroformo ir
centrifuguojama 3 min. esant 12000 x g;

virSutiné vandenin¢ faz¢ perkeliama ; 1,5 ml mégintuvelius su 1x
nusodinimo buferiu (80 pl 10x nusodinimo tirpalo ir 720 pl dejonizuoto

H,0), méginiai Svelniai iSmaiSomi vartant rankose;
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meéginiai centrifuguojami 3 min. esant 12000 x g, gautas supernatantas
visiSkai paSalinamas, o DNR nuosédos istirpinamos 100 ul 1,2M NacCl
tirpalo;

iStirpusi DNR nusodinama 300 pl (-20°C, 96,4%) etilo alkoholiu
inkubuojant méginius 20 min. -20°C temperatiiroje;

DNR atskiriama nuo etilo alkoholio ir jame iStirpusiy priemaiSy méginius
centrifuguojat 6 min. esant 12000 x g, +4°C temperatiroje;

drusky liekanos 1§ méginiy paSalinamos praplaunat DNR nuosédas 200 pl
(-20°C, 70%) etilo alkoholiu;

méginiai centrifuguojami 6 min. esant 12000 x g, +4°C temperatiiroje;

po centrifugavimo visiSkai paSalinama etilo alkoholio frakcija, iSskirta
DNR dZiovinama steriliame bokse, kambario temperatiroje;

i8dziovinta DNR iStirpinama 100 pl sterilaus dejonizuoto H,O (18,3Q2).
ISskirta (neskiesta) DNR laikoma uZSaldyta -80°C kriogeniniame
Saldiklyje.

2.4. DNR koncentracijos ir kokybés nustatymas

DNR koncentracijag nustatéme ,,BioPhotometer” (Eppendorf, Vokietija)

biofotometru, 1 cm Sviesos kelio ilgio vienkartinése kiuvetése. Atsiradus

galimybei, DNR koncentracija buvo patikslinta naudojant NanoDrop® ND-
1000 (Thermo SCIENTIFIC, JAV) spektrofotometra.

DNR tirpalo optinis tankis (OT) buvo matuojamas esant 260 nm ir 280 nm

Sviesos bangos ilgiams. PavyzdZzio DNR koncentracija nustatyta esant 260 nm

bangos ilgiui. Vienas OT vienetas apytiksliai atitinka 50 ng pl™ dvigrandés

DNR. ISskirtos DNR grynumg parodo optiniy tankiy, esant 260 nm ir 280 nm

$viesos bangos ilgiui, santykis. Svaraus DNR preparato OT,g0/OT,go turéty biti

apie 1,8-2,0. Optiniy tankiy santykis, didesnis nei 2 vienetai, rodo, kad DNR

méginys yra uzterStas RNR priemaiSomis, mazesnis nei 1,8 vienetai rodo, kad

DNR uZterSta jvairiais organiniais junginiais (antriniais metabolitais,

polisacharidais). Naudojama darbiné DNR koncentracija — 50 ng/ul.
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DNR svarumas ir koncentracija buvo tikrinama vizualiai, palyginant
analizuojamus DNR pavyzdzius su Zinomos koncentracijos DNR pavyzdziu,
naudojant elektroforezés 1% agarozés gelyje metoda pagal Sambrook ir
Russell (2001) aprasyta protokola.

2.5. PGR vykdymas

Reakcijos miSinys ruoSiamas prie§ pat amplifikacijg. Laminariniame
bokse, beveik steriliomis salygomis, j 0,2 ml sterilius vienkartinius
megintuvelius supilamas reakcijos miSinys (25 pl vienai reakcijai):

10x Taq MgCl, buferis 2,5 ul

MgClI, (25 mM) 3,0 ul

dNTP (2 mM) 2,5ul

Pradmuo (1 OV) 1,0 wl

Taq DNR polimeraze (5 u/pl) 0,2 ul

DNR (50 ng/pl) 2,0 ul
Dejonizuotas H,0 (18,3Q2) 13,8 ul

Genominés DNR RAPD amplifikacija buvo vykdoma , Eppendorf

Mastercycler™«

termocikleryje. PGR protokolas: 4 min./+94°C; po to 35 ciklai:
1 min./+94°C DNR denattracija; 1 min./+35°C oligonukleotidiniy pradmeny
prisijungimas; 2 min./+72°C DNR sintezé. Baigiamasis etapas: 5 min./+72°C.

Po amplifikacijos pavyzdziai laikomi +4°C temperatiiroje.

2.5.1. RAPD pradmenuy parinkimas sausmedzio kolekcijos tyrimams

Svarbus etapas RAPD bandymuose — tinkamy pradmeny parinkimas, su
kuriais biity galima gauti aiskius, atsikartojanc¢ius polimorfinius DNR
fragmentus. Kaip parodé i§samis Fritsch ir kt. darbai (1993), iSbandZius 480
jvairiy seky oligonukleotidinius pradmenis augaly RAPD analizei, 10%
pradmeny visiskai nedavé DNR amplifikacijos fragmenty. Kiti tirti pradmenys
davé DNR amplifikacijos fragmentus priklausomai nuo tiriamos augaly
Seimos. Mes iSbandéme 50 jvairiy RAPD pradmeny (10 a, b lentelés) ir 1S
gauty DNR amplifikacijos spektry kokybés pakartotiniuose eksperimentuose
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atrinkome geriausiai Lonicera L. genties augaly RAPD tyrimams tinkancius

pradmenis (10 a, b lentelése geriausius rezultatus dave pradmenys paryskinti).

Pradmenys pateikti pagal [UPAC nomenklatiiros reikalavimus.

10 lentelé RAPD pradmenys, kurie buvo naudojami Lonicera L. genties tyrimams

a

Prellgrgluo Seka 5’ — 3’ Prz%wluo Seka5’ — 3’ Prgtégwluo Seka 5’ — 3’
01 CAT CCCGAAC 01 GCCCCTCTTG 01 ACG CGC CAG G
02 CAG GGTCGAC 02 GGACCGACTG 02 ACT CGG CCCC
03 ACGGTGCCTG 03 CTGTCGGCTC 03 GGC CCC ATCG
04 CGCATTCCGC 04 GGA CCG CTAG 04 CGCGAGGTGC
05 GAG ATCCGC G 05 CATGTCCGCC 05 CGATCCGCGC
06 GGACTCCACG 06 GCA CGT GAG G 06 CCCGACTGCC
07 ATC TCC CGG G 07 CTATCGCCGC 07 GGC AAG CGG G
08 CTGTACCCCC 08 GAG AGG GAG G 08 CGC ACCGCAC
09 TGC AGC ACCG 09 CCGGGGTTAC 09 ACG GCGGCTC
10 CAG ACACGGC 10 GCAGACCCTC 10 CGCGCTACGC

GC -70% GC -70% GC -80%

1 _ Carl Roth + Co. KG ,Random Primer Kit for RAPD-PCR*

b

Pradiue | sekas -3 ey | UMM | Sekas -3 GC%
01 CAGGCCCTTC 70 11 CAATCGCCGT 60
02 TGCCGAGCT G 70 12 TCG GCG ATAG 60
03 AGT CAGCCAC 60 13 CAG CACCCAC 70
04 AAT CGG GCT G 60 14 TCTGTGCTGG 60
05 AGG GGT CTT G 60 15 TTCCGAACCC 60
06 GGT CCCTGAC 70 16 AGC CAG CGA A 60
07 GAA ACG GGT G 60 17 GACCGCTTGT 60
08 GTGACGTAGG 60 18 AGGTGACCGT 60
09 GGG TAACGCC 70 19 CAAACGTCGG 60
10 GTG ATCGCAG 60 20 GTT GCG ATCC 60

Z_ Carl Roth + Co. KG ,,Random Primer Kit for RAPD-PCR A*

2.5.2. Specifiniy pradmeny sukiirimas Lonicera caerulea L. rasSies

identifikavimui

Savo darbe, remdamiesi polimorfinei tetraploidinei L. caerulea L. rasiai
specifiniu RAPD Zymeniu, pabandéme sukurti SCAR zZymenj. Pradmeny pora
SCAR Zymeny analizei nustatéme naudodami klonuoto RAPD fragmento
nukleotidiniy seky sekoskaitos duomenis. SCAR pradmenys buvo sukurti
Lasergene 8 kompiuterine programa, naudojant ,,PrimerSelect® modulj

(DNASTAR®, Inc. USA). PGR reakcijos salygas pasirinkome atsizvelgdami j
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parametrus, kuriuos nustaté¢ minéta programa. Genominés DNR amplifikacija
su dviem SCAR pradmenimis buvo atlikta naudojant tuos pacius PGR
komponentus, kaip ir atliekant RAPD reakcija, Sick tiek pakeitus PGR sglygas.
PGR amplifikacija vyko ..Eppendorf Mastercycler™ termocikleryje. PGR

salygos:
Pradiné DNR denatiiracijos temp. °C ir laikas 4 min./+94°C
DNR denatiiracijos temp. °C ir laikas 1 min./+94°C
Pradmeny prisijungimo temp. °C ir laikas 1 min./+56°C
DNR sintezés temp. °C ir laikas 2 min./+72°C
Amplifikacijos cikly skaic¢ius 25
Galiitinis DNR sintezés etapo laikas 5 min./4+72°C

Po amplifikacijos pavyzdziai laikomi +4°C. Gauti SCAR fragmentai buvo

analizuojami 1% agarozeés gelyje su 1x TBE buferiu.

2.5.3. Chloroplasty DNR nekoduojanciu specifiniu regiony PGR
vykdymas

cpDNR nekuodojantiems regionams tirti buvo naudojama sausmedzio
pavyzdziy genominé DNR. Tyrimui pasirinkome SeSis nekoduojan¢ius cpDNR
regionus: trnH-psbA; 5°rpS12-rpL20; trnL-trnF; trnS-trnG; trnS-psbZ ir rpS16,
jeinancius ] didjjj vienkopijinj chloroplasto genomo regiong, kurj 1998 m.
nustaté Wakasugi ir kt. Nicotiana tabacum L. cpDNR genome (2 pav). Siems
chloroplasty DNR specifiniams regionams identifikuoti buvo naudojama

keturiolika pradmeny atitinkamais deriniais (11 lentel¢).
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11 lentelé. Oligonukleotidiniai pradmenys naudoti cpDNR nekoduojantiems
regionams tirti. Pradmeny sekos pateiktos pagal IUPAC nomenklattros standartg

Péi?miear;q Pradmuo Pradmens seka GC (%) ilgtis g/mol | Gamintojas
1 trnHCY® 5-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3’ 56 23 7024 | Fermentas
psbA 5 -GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3’ 40 22 6749 | Fermentas
) 5°rpS12 5-ATTAGAAANrCAAGACAGCCAAT-3’ 34 23 7083 | Biomers.net
rpL20 5-CGyyAyCGAGCTATATATCC-3’ 47 20 6058 | Biomers.net
3 trnL5 YA 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’ 55 20 6150 | Fermentas
trnFCAA 5-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’ 45 20 6180 | Fermentas
. trnSSCY 5-AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT-3’ 52 23 7088 | Fermentas
4 5’trnG2S 5-TTTTACCACTAAACTATACCCGC-3’ 39 24 6902 Fermentas
b 3tmGYC | 5-GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC-3’ 60 23 7058 | Fermentas
5’trnG2G 5-GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAA-3’ 39 23 7182 | Fermentas
: rpS16F 5-AAACGATGTGGTArAAAGCAAC-3’ 38 22 6813 | Biomers.net
rpS16R | 5’~AACATCWATTGCAASGATTCGATA-3’ 33 24 7345 | Biomers.net
6 trnS 5-AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT-3’ 52 23 7088 | Fermentas
psbz 5 ATGCGGGTTCGATTCCCGCTAC-3’ 60 22 7015 | Biomers.net

PGR salygas parinkome atsizvelgdami j 2005 m. Shaw ir kt. nurodytas

metodines rekomendacijas. cpDNR $esiy specifiniy regiony amplifikacijos

salygos pateikiamos dvyliktoje lentelé¢je.

12 lentelé. PGR salygos cpDNR specifiniams regionams pagausinti

Pradmeny deriniai cpDNR regiony identifikavimui
PGR parametras
P trnH - 5°rpS12 trnL - trnS-trnG 0S16 trnS-
psbA - rpL20 trnF 54rnG2S | 5trnG2G P psbZ
Pradiné DNR denatiiracijos temp. | 80°C/5 | 96°C/5 | 80°C/5 | 80°C/5 | 80°C/5 80°C/5 | 80°C/5
°C ir laikas min. min. min. min. min. min. min
DNR denatiiracijos temp. °C ir 94 °C/ 96°C/1 | 94°C/1 | 95°C/ 95 °C/1 94°C/ 95 °C/1
laikas 30s min. min. min. min. 30s min.
Pradmeny prisijungimo temp. °C ir | 56 °C/ 55°C/1 | 50°C/1 | 50°C/1 50 °C/1 56 °C/ 51°C/1
laikas 30s min. min. min min. 30s min.
S O iv lai 72°C/1 | 72°C/1 | 72°Cl2 | 65°C/2 65 °C/5 72°C/1 | 65°C/5
DNR sintezés temp. °C ir laikas min. min. min. min. min. min. min.
Amplifikacijos cikly skaicius 35x
Galutinis DNR sintezés etapo 72°C/ 72°C/5 | 72°C/5 65 °C/ 65 °C/5 72°C/5 65 °C/
laikas ir temp. °C 10 min. min. min. 10 min. min. min. 10 min.
Galutiné laikymo temp. +°C +4°C

2.5.4. Tiriamy cpDNR specifiniy regiony trumpas apibaidinimas

Atlikome Lonicera L. genties augaly cpDNR nekoduojanciy regiony

daugybinj seky palyginima, kuriuo remiantis buvo tiriamas sausmedzio genties

atstovy CpDNR polimorfizmas ir sudaromi filogenetiniai medziai.




1. cpDNR trnH-psbA regionas yra apie 500 bp ilgio tarpgeninis tarpiklis
tarp tRNR™ trnH bei psbA geny. Kadangi $is regionas nedidelis, tai ir jo
amplifikacija vyksta nesunkiai. Sio regiono pagausinimui naudojome psbA ir
trnH®"® pradmenis, kurie buvo susintetinti remiantis atitinkamai Tate ir
Simpson (2003) bei Sang ir kt. (1997) publikacijose pateiktomis sekomis.

2. cpDNR 5°'rpS12-rpL20 regionas yra rpS12 ir rpL20 geny, koduojanciy
ribosomos baltymus, tarpiklis. Sio regiono pagausinimui naudojome pradmenis
5’rpS12 ir rpL20, susintetintus pagal Hamilton (1999) publikacijoje pateiktas
sekas. Tarpgeninio tarpiklio dydis jvairiuose augaluose svyruoja nuo 800 bp iki
900 bp.

3. cpDNR trnL-trnF regionas yra tarpgeninis tarpiklis tarp tRNR"® trnL ir
trnF geny. Sio regiono pagausinimui naudojome pradmenis trnL5’“"*F ir
trnF®** susintetintus pagal Shaw ir kt. (2005) pateikiamas sekas.
Analizuojamo regiono dydis apie 1000 bp.

4. cpDNR trnS-trnG regionas yra tarpgeninis tarpiklis tarp tRNR®® trnS ir
trnG geny. Analizuojamos sekos dydis apie 1500 bp. Kadangi Sis regionas yra
didelis, tai jo amplifikavimas yra sudétingas ir vykdomas dviem etapais

naudojant pagalbinius pradmenis. trnS-trnG regionas pagausinamas su trnS°<Y

ir 3’trmGYY“ pradmenimis bei su 5°trnG2S ir 5°trnG2G pagalbiniais
pradmenimis (Hiratsuka et al., 1989) pagal Jansen ir Palmer (1987) pateiktas
PGR vykdymo rekomendacijas.

5. rpS16 geno, koduojancio chloroplasty ribosomy baltymg, introno
regionas buvo amplifikuojamas su pradmenimis rpS16F ir rpS16R,
susintetintus pagal Oxelman ir kt. (1997) pasiiilytas bei Shaw ir kt. (2005)
modifikuotas sekas. Sis regionas, kurio dydis apie 900 bp, gerai amplifikuojasi.

6. cpDNR trnS-psbZ regione sekvenuotas tarpgeninis trnS-psbZ tarpiklis,
esantis tarp tRNR>*" trnS geno ir psbZ geno. Pradmenys trnS ir psbZ
susintetinti pagal Hiratsuka ir kt. (1989) pateiktas sekas. Sis regionas pasizymi
tuo, kad jvairiose riiSyse labai skiriasi pagausinamy fragmenty dydis, svyruoja
mazdaug nuo 550 bp iki 1300 bp.
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Siems cpDNR regionams pagausinti PGR metodu naudojome 50 ng/pl
koncentracijos DNR. PGR miSinys ruoSiamas pries pat amplifikacijg. cpDNR-
PGR miSinio (50 pl/1 méginiui) sudétis:

10x Tag MgCl, buferis 5,0 ul
MgCl, (25 mM) 6,0 ul
dNTP (2 mM) 5,0 ul
Pradmenys (tiesioginis ir a-tvirl-<§tinis) (10V) 2.0l +2,0 ul
(naudojami 2 pradmenys)
Taq DNR polimerazé (5 u/ul) 0,25 ul
DNR (50 ng/ul) 2,0 ul
Dejonizuotas H,0 (18,3Q) 27,8 ul

PGR produkty amplifikacija vykdyta ,,Eppendorf Mastercycler™

termocikleryje.
2.6. RAPD produkty frakcionavimas agarozés gelyje

Po amplifikacijos RAPD produktai kartu su DNR uzneSimo buferiu (5 pl
bromfenolio mélio vienam pavyzdziui) buvo frakcionuojami 1,5% agarozés
gelyje 1x TBE buferyje, MIDI-2 HU20 (Roth, Anglija) elektroforezés
kameroje (gelio dydis 20x20 c¢m), naudojant srovés Saltinj PowerPac™ HC
(BIO-RAD, JAV). Elektroforezés trukmé — 4,15 val., esant 4 V/cm jtampai.
PGR produkty ilgiui nustatyti buvo naudojamas GeneRuler'™ DNA Ladder
Mix (Fermentas, Lietuva) DNR fragmenty dydzio standartas. Elektroforezés
rezultatus registravome ir analizavome naudodami geliy dokumentavimo

sistemg BioDocAnalyze (Biometra, Vokietija).
2.7. cpDNR seku analizé naudojant klonavimg
Norédami tiksliai nustatyti jvairaus ilgio cpDNR nukleotidy sekas, gautus

PGR fragmentus klonavome j Escherichia coli bakterijy lasteles. Imliosioms

lasteléms gauti naudojome E. coli JM107 kamieng (Fermentas, Lietuva).
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Pagausinti DNR fragmentai buvo klonuoti j E. coli plazmide pTZ57R/T (2886

bp) (Fermentas, Lietuva).

2.7.1. DNR fragmenty iSskyrimas ir paruoSimas klonavimui

Pagausinti cpDNR regiony fragmentai buvo analizuojami 1% agarozés
(ultra PURE™, JAV) gelyje 1x TBE buferyje. Gauty cpDNR fragmenty
dydziams jvertinti naudojome ,,GeneRulerT'\’I DNA Ladder Mix*“ (Fermentas,
Lictuva). Gauti tinkamo dydzio DNR fragmentai buvo iSpjaunami i§ gelio ir
valomi, naudojant DNR skyrimo i$ gelio rinkinj ,,PCR clean-up Gel extraction
NucleoSpin® Extract II“ (MACHEREY-NAGEL GmbH, Co. KG, Vokietija)
pagal gamintojo pateikiamg protokola. ISvalyto CpDNR fragmento
koncentracija buvo nustatoma 1% agarozés gelyje TBE buferyje, naudojant
DNR fragmenty masés/dydzio ,,MassRuler' ™ DNA Ladder Mix 10000-80 bp*
standartg.

2.7.2. Escherichia coli transformacija ir transformanty analizé
Imliosioms Escherichia coli lasteléms gauti naudojome ,, TransformAid™
Bacterial Trasformation Kit* (Fermentas, Lietuva) rinkinj. E. coli Igsteles
transforamvome pTZ57R/T vektoriaus ir cpDNR fragmento ligavimo miSiniu,
naudojant ,,InsTAclone™ PCR Cloning Kit“ rinkinj pagal gamintojo
pateikiamus protokolus.

Gauty E. coli transformuoty kolonijy atrankg atlikome Petri 1ékstelése (LP
ITALIANA SPA, Italija), naudodami lacZ’ sistema ant agarizuotos
FastMedia™ E. coli LB Ampicillin Media“ (Fermentas, Lietuva) terpés su
IPTG/X-Gal, SCANLAF/Mars (LaboGene, Danija) laminariniame bokse.
Lékstelées su  transformuotomis imliosiomis E. coli Igstelémis buvo
inkubuojamos per naktj +37°C temperatiiroje ,,Incucell* (MMM Medcenter

Einrichtungen GmbH, Vokietija) termostate. ISauge transformantai (baltos E.
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coli kolonijos) buvo perséjami ant LB agarizuotos terpés su 50 mg/ml
koncentracijos ampicilinu ir toliau analizuojamos.

Isskyre plazmiding DNR i§ E. coli pagal Birnboim ir Doly (1979)
metodika su nezymiais pakeitimais, atlikome transformanty analize
(Sambrook, Russell, 2001).

IS klony, turin¢iy rekombinantines plazmides, pakartotinai iSskyréme
plazmidine DNR, naudodami ,.Plasmid DNA Purification NucleoSpin®
Plasmid“ (MACHEREY-NAGEL GmbH, Co. KG, Vokietija) plazmidziy
skyrimo rinkinj. E. coli klonas, turintis reikiamg rekombinanting plazmidg,
uzséjamas | 5 ml LB-Broth terp¢ su ampicilinu (100 pg/ml). Lastelés
auginamos per naktj purtykléje ,,Ecotron (INFORS HT, Sveicarija), esant
+37°C ir 200 rpm/min. Uzauginta E. coli lasteliy kulttira centrifuguojama
LHETTICH Universal 320 R* (servoprax”, Vokietija) centrifugoje, esant +4°C
ir 4000 aps./min. Po centrifugavimo plazmidiné DNR buvo skiriama pagal
gamintojo pateikiamg protokola. I$skirtos plazmidés DNR koncentracija buvo
nustatoma NanoDrop® ND-1000 (JAV) spektrofotometru.  Isskyrus
rekombinantinés plazmidés DNR, buvo atlickama joje klonuoto DNR
fragmento sekoskaita. Norédami jvertinti sekoskaitos rezultaty patikimuma,

atlikome E. coli 2-3 klony plazmidés DNR fragmenty sekoskaitg.

2.7.3. Klonuoto DNR fragmento nukleotidy seky nustatymas ir

panasiy seky paieSka duomeny bazése

Klonuoty cpDNR fragmenty sekoskaita atlikta VU Biotechnologijos
instituto Sekvenavimo centre. DNR nukleotidy seka nustatyta automatiniu 16
kapiliary genetiniu analizatoriumi 3130x| (Applied Biosystems, JAV),
naudojant rinkinj ,,BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit* (Applied
Biosystems, JAV) bei M13/pUC sekoskaitos pradmenj (Fermentas, Lietuva).
Gautos sekos buvo analizuojamos naudojant ,,Sequencing Analysis v5.2%
(Applied Biosystems, JAV) taikomaja kompiutering programg, gautas sekas

apkarpant ,,Chromas v2.33“ programos pagalba. Seky konvertavimas ir
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nukleotidiné analiz¢ atlikta naudojant ,,Chromas Pro v1.5% (Technelysium Pty
Ltd, Australija) programg. Daugybiniam seky palyginimui ir filogenetinei
analizei naudotos ,MEGA 5% (Tamura et al., 2011) bei ,,CLC Sequence
Viewer v6.3“ (CLC bio, Danija) programos ir ClustalW algoritmas v2.0.11.

Norédami kuo tiksliau jvertinti filogenetinius rySius tarp tiriamy
sausmedzio pavyzdziy, naudojome jvairius filogenetinius algoritmus.
Konkretts darbe naudoti algoritmai filogenetiniy rySiy nustatymui pateikiami
kartu su gauty rezultaty analize (111/2.2 skyrius).

Nustatytas cpDNR fragmenty sekas palyginome su tarptautinése duomeny
bazése esancia informacija. Homologisky seky paieska NCBI duomeny bazéje
atlikome naudodami BLASTN v2.2.24 paieskos jrankj. Papildomai
homologisky seky ieskojome ir EMBL-EBI bei DDBJ duomeny bazése.
Homologiskomis buvo laikomos tos duomeny bazése aptiktos sekos, kuriy E

reik§mé buvo mazesné kaip 0,01.

2.8. Duomeny analizé

Visy tiriamy sausmedzio kolekcijos pavyzdziy DNR buvo amplifikuojama
2-3 kartus. Palyginus pakartotiniuose eksperimentuose gautus RAPD spektrus,
tolesnei analizei buvo atrenkamos tik aiskios, patikimai atsikartojanc¢ios RAPD
juostos. Vienodo dydzio DNR fragmentai laikomi identiskais (Williams et al.,
1990). Tam tikro dydZzio DNR fragmento buvimas ar nebuvimas tiriamuose
genominés DNR pavyzdziuose buvo jvertinamas binariniu Zyméjimu,
atitinkamai ,,1¢ arba ,,0“ (,,1 — fragmentas yra, ,,0“ — fragmento néra).
Neatsikartojantys, neaiskiis ar blogai iSsifrakcionave DNR fragmentai
neregistruojami. Gauti duomenys buvo suvedami } dvireikSmiy poZymiy
lentele. ] duomeny analiz¢ buvo jtraukiami ryskds, atsikartojantys DNR
fragmentai, kurie buvo ne mazesni kaip 200 bp ir ne didesni kaip 3000 bp,
kadangi dideli RAPD fragmentai daznai biina nehomologiski, o mazi blogai
atsikartoja (Staub et al., 1996; Fahima et al., 1999). Kadangi kiekvieng RAPD

lokusg sudaro du aleliai, tai polimorfiniais buvo laikomi tie lokusai, kuriy
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populiacijoje labiausiai paplitusio alelio daznis mazesnis nei 95% (Laurentin,
2009). Lonicera L. genties pavyzdziy tyrimams buvo naudoti tik polimorfiniai
RAPD lokusai.
Genetinis atstumas tarp individy (GDyy) buvo apskai¢iuojamas pagal Nei ir
Li (1979) formulg:
GDyy =1 -2 N, /Ny + Ny

Nyy — x ir y augalams bendry DNR juosty skaiCius, Ny — DNR juosty
skaiCius, budingas augalui x, Ny — DNR juosty skaiCius, budingas augalui y.
Lonicera L. genties taksony pavyzdziy giminingumas, remiantis genetiniais
atstumais tarp jy, jvertintas NJ ir UPGMA grupavimo algoritmais. Naudodami
TREECON v. 1.3b kompiutering programg (Van De Peer, De Wachter, 1994),
jvertinome gautus RAPD rezultatus, apskai¢iavome genetinius atstumus ir
nubraizéme giminingumo medzius (dendrogramas).

Molekulinés genetinés jvairovés analizg AMOVA (angl. Analysis of
MOlecular VAriance) atlikome naudodami GenAlEx v6.41 (angl. Genetic
Analysis in Excel) programa (Peakall, Smouse, 2006). Sia programa
apskaiciuota genetiné diferenciacija @pr (Dg7) tarp elitiniy veisliy ir genetiniy
linijy. RAPD atveju, kai analizuojami tik du vieno lokuso aleliai, Fgr yra
identiska genetinés diferenciacijos koeficientui Gst (Nei, 1979; Nybom,

Bartish, 2000). Tkély (,,Bootstrap) analizg atlikome naudodami 1000 iteracijy.
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1. REZULTATAI

1. VU Botanikos sodo Lonicera L. kolekcijos tyrimai DNR Zymeny
metodais

Pradiniame darbo etape buvo ieSkoma oligonukleotidiniy pradmeny,
tinkan¢iy Lonicera L. kolekcijos genotipavimui ir Lonicera sp. filogenetinei
analizei. Pradmeny paieSka buvo vykdoma testuojant komercinius
oligonukleotidiniy pradmeny rinkinius (Roth, Vokietija). Pirmiausia buvo
iSbandyta 20 pradmeny ir jvertintas jy tinkamumas generuoti atsikartojancius
polimorfinius RAPD spektrus (profilius). Su S§iais pradmenimis buvo
iSanalizuota 40 Lonicera sp. genotipy. IS dvideSimties iSbandyty pradmeny
vienuolika buvo pakankamai informatyviis ir tinkami jvairaus giminingumo

laipsnio sausmedziy pavyzdziams diferencijuoti (13 lentelé).

13 lentelé. Lonicera L. genties 40 pavyzdziy DNR polimorfizmas

Prad- | Pradmens seka Nlustatytq Monomorfiniy | Polimorfiniy Polimorfiniy . DNR
muo FHIY 0k_um lok_u.sq lok.u.su, Jokusy % RAPD frag_mentq
skai¢ius skai¢ius skai¢ius dydis (bp)
170-03| ACGGTGCCTG 11 - 11 100 18 480-1350
170-05| GAGATCCGCG 11 5 6 54,5 13 450-1500
170-08| CTGTACCCCC 8 2 6 75 16 480-2300
170-10] CAGACACGGC 10 - 10 100 24 550-1500
380-01| ACGCGCCAGG 11 2 9 81,8 22 590-2000
380-02| ACTCGGCCCC 12 1 11 91,6 14 700-2550
380-03| GGCCCCATCG 9 3 6 66,7 8 650-2500
380-06| CCCGACTGCC 10 3 7 70 18 700-2000
380-07| GGCAAGCGGG 6 - 6 100 11 890-2400
380-08| CGCACCGCAC 9 - 9 100 29 680-2100
380-09| ACGGCGGCTC 8 7 87,5 6 870-1950
IS viso / vid. 105 17 88 84,3 +159 179 450-2550

TRAPD profiliy, nustatyty keturiasdesimties pavyzdZiy grupéje naudojant tam tikra pradmenj,
skaicius

Buvo nustatytas 84,3% DNR polimorfizmas, genetiniai atstumai tirty
pavyzdziy grupéje buvo nuo 0,00 iki 0,36. Naudojant $iy atstumy matrica buvo
nubraizyta UPGMA dendrograma, kuri rodo tirty genotipy giminingumo
laipsnj (5 pav.) (Naugzemys et al., 2007). Lonicera caerulea L. pavyzdziai

sudaro atskirg klaster] ir rySkiai skiriasi nuo paprastojo sausmedZzio L.
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xylosteum L. pavyzdzio. I$ gautos filogenetinés dendrogramos matyti aiSkus
tiriamy pavyzdziy susiskirstymas j klasterius, kurie gerai atspindi jy sistematinj
rangg. Buvo genotipuoti visi tirti sausmedzio pavyzdziai, iSskyrus du ‘Regel-

683’ pavyzdzius, kurie, kaip galime manyti, yra to paties genotipo klonai.

96-4° (22 ¢)
96-4’ (23 d)
96-3’ (19 b)

Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (34 f) -
96-3’ (18 a)
Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (35 g)
Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (31 d)
Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (32 e)
Lonicera caerulea subsp. stenantha (7 a)
Lonicera caerulea subsp. stenantha (8 b)
Lonicera caerulea subsp. stenantha (9 c)
2R’ (25 b)
2R’ (26 ¢)
3U’ (28 b)
96-4’ (21 b)

— £0 “96-4° (20 a)

o I
2R’ (24 a)
40 Lonicera caerulea L. (2)
- Lonicera caerulea subsp. altaica (3)
Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (29 c)
39 Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (30 a)
Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (33 b)
50 ‘Morena’ (13)
Lonicera caerulea subsp. pallasii (4 a)
Lonicera caerulea subsp. pallasii (6 c)
Lonicera caerulea subsp. pallasii (5 b)
100] ‘Regel-683’ (39 a)
1“Regel-683° (40 b)
‘Bakcharskaya’ (11 b)
‘Bakcharskaya’ (12 ¢)
‘Bakcharskaya’ (10 a)
‘Viola’ (14 a)
“Viola> (17 d)
‘Viola’ (15 b)
50 “Viola’ (16 ¢)
‘L-69-3° (36 a)
100I6_|2_[ ‘L-69-3° (37 b)
‘L-69-3’ (38 ¢)
Lonicera xylosteum L.

5 pav. Lonicera L. genties 40 pavyzdziy genetiné jvairové pagal RAPD lokusus. Dendrograma
sudaryta UPGMA metodu, naudojant Nei ir Li genetiniy atstumy matricg. Jkély vertés (%) gautos
atlikus 1000 iteracijy

v

Kaip matyti i§ penktame paveiksle pateiktos dendrogramos,
veisle‘Morena’ pasizymi savitumu. Si veislé kilusi natiralios hibridizacijos
btidu 1§ Kamciatkos ir Primorés regiono augaly, taciau dendrogramoje ji

nepateko j L. caerulea L. subsp. kamtschatica klasterj, nors ir grupavosi greta
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jo. Ivertinus tirty sausmedzio pavyzdziy jvairove pagal keleta morfologiniy

(krtimo formg, uogy iSvaizda) ir fenologiniy pozymiy (der¢jimo laikg), visi

pavyzdziai buvo suskirstyti j tris grupes (14 lentel¢). Sie sausmedZio

pavyzdziai nepasizymejo didele morfologine jvairove.

Pradiniai tyrimo rezultatai parodé, kad RAPD metodu galima efektyviai

genotipuoti sausmedZio kolekcinius pavyzdZius, nes DNR polimorfizmas

gerokai virsija jy morfologing jvairove.

14 lentelé. Lonicera L.genties keturiasdeSimties pavyzdziy trumpas apraSymas

NI Pavadinimas ir aprasas Tiriamojo kriimo charakteristika Gavimo vieta
Sekcija Coeloxylosteum Rehd., posekcija Ochranthae Zab.
I grupé.
1 Lonicera xylosteum L. Paplites | Aukstis apie 3 m, uogos raudonos, LTU,
Europoje, Rusijoje (V. Sibiras) | nevalgomos, subresta vélai vasarg savaiminis
Sekcija Isaka Rehd., posekcija Caerulea Rehd.
II grupé. Kriimy aukstis apie 2 m, labai anksti Zydi, nokina mélynas uogas, trumpas generatyviniy
pumpury ramybés laikotarpis, paplit¢ Siauriniuose Europos regionuose ir Siaurés Amerikoje
Lonicera caerulea L. Paplites | Krimo aukstis apie 1,5 m, verpstiska | RUS,
2 Siaurinése  Zzemyny  dalyse, | uogos forma 22x9 mm, 0,6 g, | Meshcherskoe
smulkds lapai, ziedai ir uogos ankstyvos Exper St, 1997
L. caerulea L. subsp. altaica
Pall. Paplites R. FEuropoje, | Krimo aukstis apie 1,5 m, ovalios | RUS, St.
3 Rusijoje (V. Sibiras), | uogos 16x10 mm, 0,8 g, labai | Petersburg,
Mongolijoje, Kinijos kalnuose. | ankstyvos VIR** 1997
Atsparus sausrai ir Sal¢iui
L. caerulea L'. Subsp. pallasy Krimo aukstis apie 1,1 m, ovalios | RUS, St.
(Ledeb.) Browicz. Paplitgs S. :
4,5,6 : T L uogos 15x9 mm, 0,7 g, anksti noksta | Petersburg,
Europoje, Rusijoje  (Sibire). "
- _ UV /a, b, c/ VIR, 1997
Lapai platiis, atspariis Sal¢iui
L. caerulea L. subsp. stenantha
(Pojark.) Skvortsov. Paplites | Krimo aukstis apie 2,0 m, ovalios | RUS, St.
7,8,9 | Rusijoje (V. Sibiras), Centrinéje | uogos 20x10 mm, 0,9 g, anksti bresta | Petersburg,
Azijoje, Irane, Indijoje. | /a, b, ¢/ VIR, 1997
Smulkds lapai, ziedai ir uogos
Krimo aukstis apie 1,5 m, laso RUS St
10,11, | ‘Bakcharskaya’ iSvesta | formos uogos 20x12 mm, 0,8g, ' '
12 Rusijoje, atrinkus s¢jinukus vidutinio ankstyvumo /a, b, c/ Petersburg,
’ T VIR, 1996
M‘fre”.a %sv‘es'ta ”Rusu(_)Je, Krimo aukstis apie 1,5 m, gsoéio | RUS, St.
natdiralios hibridizacijos biidu
13 Krvsmi . .. | formos uogos 30x13 mm, 1,4 g, | Petersburg,
ryzminant elitines formas i§ e -
.. A y vidutinio ankstyvumo VIR, 1997
Kamciatkos ir Primorés krasto
Viola’ fal isvesta Rusijoje, | o0 ki apie 1,5 m, cilindro | RUS, St.
kryZminant veisles
14 oo . . formos uogos 23x10 mm, 1,7 g, | Petersburg,
Leningradskii ~ Velikan X | 2y
. , vidutinio ankstyvumo VIR, 1997
Sayanskaya 322
qula./b’ €, d./ iSvesta Rustjoje, Kriimo aukstis apie 1,5 m, ovalios | RUS, St.
15, 16, | kryZzminant veisles R
oo S uogos 23x11 mm, 1,0 g, vidutinio | Petersburg,
17 Leningradskii Velikan’ x ankstyvumo VIR 1996
‘Sayanskaya 322’ veisles W ’
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14 lentelés tesinys

Krimo aukstis apie 1,0 m, asoéio LTU. Vilnius
18,19 | ‘96-3° LTU HBU, sé¢jinukai formos uogos 27x11 mm, 1,1 g, ' ’
. HBU, 1996
vidutinio ankstyvumo /a, b/
Krimo auks$tis apie 1,0 m, gsocio .
20,21, ‘96-4” LTU HBU, séjinukai formos uogos 22x12 mm, 1,0 g, LTU,  Vilnius,
22,23 . HBU, 1996
anksti bresta /a, b, ¢, d/
Krimo auks$tis apie 1,5 m, gsocio .
24,25, | \)R3’ LTU HBU, s¢jinukai formos uogos 17x11 mm, 12 g, | IV Vilnius,
26 . HBU, 1996
anksti bresta /a, b, ¢/
Kriimo auks$tis apie 1,5 m, gsocio A
27,28 | “3U°, LTU HBU, séjinukai formos uogos 30x11 mm, 1,6 g, | SRV Vilnius,
. HBU, 1996
anksti bresta /a, b/

IIT grupé. Krimy aukstis apie 0,8 m, dideli lapai, véliau zydi ir véliau subrandina mélynas uogas,
ilgas generatyviniy pumpury ramybés laikotarpis. Paplite Rusijoje: Arktinéje ir Vakary Sibiro dalyje,
Tolimuosiuose Rytuose, Kamgiatkos pusiasalyje, Kurily saluose, Sachaline ir Japonijoje

29 Lonicera caerulea L. subsp. ﬁgﬁr:so 221)11;8;1;1?1? 00’9 Vneliaiogihsi LVA, Salaspils,
kamtschatica (Sevast.) Pojark. /c/g - U 8 ¢ HBA, 1991
. kriimo aukstis apie 0,6 m, ovalios | CZE,
30, 31, | Lonicera .CaerUIea L .SUbSp' uogos 17x12 mm, 1,4 g, vélai bresta | Pruhonice,
32 kamtschatica (Sevast.) Pojark. /ad el HBA 1997
. krimo aukstis apie 1,2 m, ovalios | LVA,
33,34, | Lonicera .Caerulea L .subsp. uogos 16x10 mm, 0,8 g, vélai bresta | Kalsnava, Arb,
35 kamtschatica (Sevast.) Pojark. Ib,f, gl 1997
36 37 krimo aukstis apie 0,6 m, ovalios | RUS, St.
é8 ' | ‘L-69-3’ uogos 18x13 mm, 1,1 g, vélai bresta | Petersburg,
la, b, c/ VIR, 1997
. raas . . . krimo aukstis apie 0,5 m, apvalios | RUS, St.
39, 40 Regel 683 P?P.ht(?s Rusijoje, uogos 15x12 mm, 1,0 g, vélai bresta | Petersburg,
Kurily salose, sé¢jinukas /a. b/ VIR. 199

“a, b, ¢, ir t.t/ — to paties pavadinimo augalai dendrogramoje,
VIR —N. I. Vavilovo Rusijos augalininkystés institutas (St. Petersburgas, Rusija)

Kitame darbo etape buvo iSbandyta papildomai dar 30 naujy pradmeny (10

a, b lentel¢). Siy tyrimy pagrindu nustatytas optimalus dvylikos pradmeny
rinkinys (15 lentel¢). Su §iais pradmenimis buvo genotipuota Simtas skirtingo
taksonominio statuso ir selekcinés vertés sausmedzio kolekcijos pavyzdziy,
iskaitant riisis, porasius, veisles ir genetines linijas, (5, 6, 7, 8 lentelés).

Atlikus RAPD analiz¢ su minétais pradmenimis, buvo atrinkti 149 RAPD
lokusai (15 lentel¢), kurie patikimai atsikartojo trijuose bandymuose. Buvo
nustatyta, kad 88,1% Siy lokusy (juosty) polimorfiski. Monomorfinés juostos
nebuvo analizuojamos. Tolimesnei analizei buvo pasirinktos aiskiai matomos
polimorfinés RAPD juostos, kuriy dydis svyravo nuo 270 bp iki 2480 bp (15
lentelé¢). Sestame paveiksle pavaizduoti tipSkiausi RAPD spektrai, gauti su

380-07 ir A—11 pradmenimis.
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15 lentelé. Lonicera L. genties 100 pavyzdziy genominés DNR polimorfizmas

Nustat Monomorfini Polimorfini . . DNR
Pradmuo Pradmf} ns s,eka lokus}l;m lokusy ! lokusy * Pohmorﬁ;l 1 fragmenty
=3 skaiCius skaiCius skaiCius lokusy % dydis (bp)
170-08 |CTGTACCCCC 19 5 14 73,7 490 - 2100
170-10 |CAGACACGGC 15 1 14 93,3 470 - 1800
380-01 |ACGCGCCAGG 14 2 12 85,7 490 - 1700
380-02 |ACTCGGCCCC 10 — 10 100 510 — 1800
380-07 |GGCAAGCGGG 16 2 14 87,5 560 — 1960
A-01 CAGGCCCTTC 12 1 11 91,7 700 — 2300
A-02 TGCCGAGCTG 12 1 11 91,7 580 — 2450
A-03 |AGTCAGCCAC 16 6 10 62,5 680 — 2480
A-04 |AATCGGGCTG 12 - 12 100 560 — 1900
A-05 |AGGGGTCTTG 13 - 13 100 490 — 2100
A-09 |GGGTAACGCC 18 4 14 778 270 -1180
A-11 CAATCGCCGT 15 1 14 93,3 370 — 1400
I8 viso / vid. 172 23 149 88,1 11,6 | 270-—2480
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6 pav. Lonicera L. genties individy RAPD analizé. A — Lonicera caerulea L. veisliy pavyzdziy
analizé su 380-07 pradmeniu: 1-2 — 'Narymskaya', 3-4 — 'Desertnaya’, 5 — 'Salyut', 6 — 'Sinyaya Ptitsa’,

7 — 'Lazurnaya’, 8 — 'Altayskaya', 9 — 'Ranyaya’, 10 — 'Start’, 11 — 'Fialka’, 12 — 'Roksana’, 13 —

'Parabelskaya’, 14 — 'Morena', 15 — 'Volshebnica', 16 — 'Velikan', 17 — 'Chernichka’, 18 — 'Goluboje
Vereteno', 19 — 'Obilnaya’, 20 — 'Lyulia’, 21 — 'Valentina', 22 — 'Kuvshinovidnaya', 23 — 'Bugristaya’, 24
— 'Zolushka', 25 — 'Regel - 683';
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B - Lonicera caerulea L. poriis§iy pavyzdziy analizé¢ su A-11 pradmeniu: 1-6 — subsp.
kamtschatica, 7-10 — subsp. stenantha, 11-13 — subsp. pallasii, 14 — subsp. altaica, ir Lonicera L.
genties taksony pavyzdziy: 15 — L. xylosteum L., 16 — L. chrysantha Turcz. ex Ledeb., 17 — L. venulosa
(Maxim.) Vorosh., 18 — L. emphyllocalyx (Maxim.) Nakai, 19 — L. orientalis Lam., 20 — L.
boczkarnikowae Plekhanova, 21 — L. caerulea L., 22 — L. microphyla Willd. ex Freyn., 23-25 — L.
edulis Turcz. ex Freyn. M — DNR fragmenty dydzio standartas ,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix* (100-
10000 bp)

Kadangi tirtieji pavyzdziai VU Botanikos sodo kolekcijoje reprezentuoja
rasis, porusius, veisles ir genetines linijas, tai, panaudojus 12 atrinkty

pradmeny, buvo jvertinta genetiné jvairove ir Siose augaly grupése (16 lentele).

16 lentelé. VU Botanikos sodo Lonicera L. kolekcijos rasiy, porasiy, veisliy ir
genetiniy linijy genetiné jvairové

Pradmuo Rasys PoriiSiai Veislés Genetinés linijos
PL P PL P PL P PL P
170-08 14 100 13 92,8 11 78,6 12 85,7
170-10 14 100 13 92,8 13 92,8 14 100
38001 12 100 10 83,3 11 91,7 7 58,3
380-02 10 100 7 70 8 80 8 80
380-07 14 100 10 71,4 11 78,6 11 78,6
A-01 10 91 8 72,7 11 100 10 91
A-02 10 91 6 54,5 6 54,5 6 54,5
A-03 10 100 5 50 6 60 6 60
A-04 11 91,7 6 50 10 83,3 7 58,3
A-05 13 100 6 46,2 12 92,3 11 84,6
A-09 14 100 10 71,4 11 78,6 10 71,4
A-11 14 100 11 78,6 11 78,6 9 64,3
> /vid. % 146 97,8 £3,9 105 69,5 +£16,3 121 80,7 £13,2 111 73,9 £14,9

PL — polimorfiniai lokusai; P — DNR polimorfizmas (%)

Didziausias DNR  polimorfizmas  (97,8%), nustatytas  rasis
reprezentuojanciuose  pavyzdziuose, maziausias (69,5%) — porusius
atstovaujanciuose pavyzdziuose. Veisliy ir genetiniy linijy grupése DNR

polimorfizmas buvo atitinkamai 73,9% ir 80,7%.

1.1. SausmedZio genetiniy linijy galimybiy jvertinimas veisliy genetinei

bazei praplésti
Siekiant jvertinti melsvauogio sausmedzio genetiniy linijy potencialg

genetinei veisliy jvairovei didinti, buvo iStirtos 32 genetinés linijos ir 19

elitiniy veisliy. Siy genotipy genominé DNR buvo tiriama, naudojant 12
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informatyviy RAPD pradmeny, kurie buvo atrinkti ankstesniuose
eksperimentuse. IStyrus 51 genotipg, Sioje tyrimy grupéje buvo nustatytos 149
RAPD juostos, 18 kuriy 124 (83,2%) buvo polimorfinés (17 lentele).

Pagausinty juosty skai¢ius vienam pradmeniui buvo nuo 10 iki 14. Su
vienu pradmeniu nustatyta vidutiniskai 10,3 polimorfiniy juosty. Siy, analizei
panaudoty, DNR fragmenty dydis buvo 270-2500 bp ribose. Genetiniai
atstumai (GDyy) tarp tirty genotipy kito nuo 0,054 iki 0,479. Vidutinis genetinis
atstumas $ioje genotipy imtyje buvo 0,283 £ 0,069 (1 priedas). Kai veislés ir
genetinés linijos buvo tiriamos atskirai, GDy, reikSme veisliy grupéje buvo nuo
0,098 iki 0,453 (2 priedas), o genetiniy linijy grupéje — nuo 0,055 iki 0,443 (3
priedas).

17 lentelé. L. caerulea L. genetiniy linijy ir elitiniy veisliy DNR polimorfizmas

Nustat Monomorfini Polimorfini . . DNR
Pradmuo Pradm,e ns s,eka lokus}i;tu lokusy ! lokusy ¢ Pohmorﬁ;l . fragmenty
=3 skaiius skaiius skai¢ius lokusy % dydis (bp)
170-08 | CTGTACCCCC 14 1 13 92,8 490 - 2100
170-10 | CAGACACGGC 14 - 14 100 470 - 1800
380-01 | ACGCGCCAGG 12 3 9 75 490 - 1700
380-02 | ACTCGGCCCC 10 — 10 100 510 — 1800
38007 | GGCAAGCGGG 14 2 12 85,7 560 — 1960
A-01 CAGGCCCTTC 11 — 11 100 700 — 2300
A-02 TGCCGAGCTG 11 5 6 54,5 580 — 2450
A-03 AGTCAGCCAC 10 4 6 60 680 — 2480
A-04 AATCGGGCTG 12 5 7 58,3 560 — 1900
A-05 AGGGGTCTTG 13 1 12 92,3 490 - 2100
A-09 GGGTAACGCC 14 1 13 92,8 270 -1180
A-11 CAATCGCCGT 14 3 11 78,5 370 - 1400
I§ viso / vid. 149 25 124 83,2 17 270 — 2480

Tirty veisliy ir genetiniy linijy tarpusavio giminingumas buvo jvertintas
UPGMA metodu (7 pav.).

UPGMA analizé suskirsté visus tirtus sausmedzio genotipus j dvi dideles
grupes. Pirmgja (I) grupe sudaro visos veislés ir septynios genetinés linijos
(‘32°, ‘L-69-3’, ‘10°, ‘96-2’, ‘96-3’, ‘96-1’, ‘96-4’), antraja (II) — tik genetinés
linjjos. Norédami jvertinti Sios analizés objektyvumg ir informatyvuma,
palyginome veisliy tarpusavio genetinj gimininguma, nustatyta genetiniy
atstumy pagrindu UPGMA metodu, su turima informacija apie konkreciy

veisliy genealogija (7 lentel¢).
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7 pav. L. caerulea L. veisliy ir genetiniy linijy pavyzdziy genetiné jvairové pagal RAPD lokusus.
Dendrograma sudaryta UPGMA metodu, naudojant Nei ir Li genetiniy atstumy matricg. [kély vertés
gautos atlikus 1000 iteracijy

Pirmosios (I) grupés Ia pogrupj sudaro 14 veisliy, kai kurios i§ jy, kaip
rodo genealoginiai duomenys, yra labai artimai giminiS§kos. Pirmiausia tai
pasakytina apie veislg ‘Start’ ir jos palikuonis. IS jos yra kile trys veislés —
‘Goluboje Vereteno’, ‘Sinyaya Ptitsa’ ir ‘Lazurnaya’, kurios taip pat buvo
jtrauktos | miisy tyrimg. Jy giminingumas atsispindi ir dendrogramoje — Vis0S
grupuojasi kartu. Ypac€ artimu giminingumu pagal molekulinius Zymenis

pasizymi ‘Start’ ir dvi i§ jos kile veislés — ‘Sinyaya Ptitsa’ (GD,y, = 0,098) bei



‘Lazurnaya’ (GDyy, = 0,143). Kitos dvi tarpusavyje giminiSkos veislés ‘Fialka’
ir ‘Roksana’ taip pat patenka j ta patj dendrogramos klasterj (GD, = 0,258).
Veislé ‘Fialka’ yra kildinama i§ veislés ‘Roksana’ laisvo apdulkinimo
s¢jinuky. Ib pogrupj sudaro 12 genotipy, i§ kuriy penki — elitinés veislés, o
likusieji septyni — genetinés linijos. UPGMA dedrograma rodo artimg veisliy
‘Viola’ ir ‘Leningradskii Velikan’gimininguma (GD,y = 0,168).

Kaip rodo genealoginiai duomenys, ‘Viola’ yra ‘Leningradskii Velikan’ ir
‘Sajanskaya-322° hibridas. Dar dvi tarpusavyje giminiS§kos veislés
‘Vasyuganskaya’ ir ‘Tomichka’ (GDyy = 0,226) taip pat patenka i ta patj Ib
pogrupj.

Molekulinés genetinés jvairoves analizé (AMOVA) parod¢, kad tarp iStirty
genetiniy linijy ir veisliy yra akivaizdi genetin¢ diferenciacija (®@pr= 0,189, P <

0,001) (18 Ientelé).

18 lentelé. L. caerulea L. veisliy ir genetiniy linijy AMOVA suvestiné

Ivairovés pasiskirstymas DF* Kvadraty suma Kitimas % Dor**

Tarp grupiy 1 109,183 19,0 0,189
Viduje grupiy 49 815,327 81,0
Bendrai 50 924,510 100

*DF — laisvés laipsniai (angl. Degres of Freedom); ** — P < 0,001

Skirtumus tarp veisliy ir genetiniy linijy lemia ne tik aleliy daZniy
skirtumai, bet ir kiekvienai grupei saviti lokusai. IS 124 RAPD Ilokusy
vienuolika  (170-08490/570i890; 170-10gs0/1300; 380-01s30; 380-023500; A-—
0968070011031; A—11799) buvo budingi tik genetinéms linijoms ir Sesi (380—01490;
A—09300/560/790; A—1ls10/00) — Vveisléms. IStyrus sausmedzio 51 pavyzdzio
RAPD spektrus, nustatytos ir 25 monomorfinés juostos (17 lentelé).
Monomorfinés juostos, nustatytos naudojant pradmenj; A-02, pavyzdys
pateiktas astuntame paveiksle (pazyméta stadiakampiu). Si juosta gerai

atsikartojo ir buvo stebima L. caerulea L. pavyzdziuose.
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8 pav. Melsvauogio sausmedzio (Lonicera caerulea L.) genetiniy linijy individy RAPD analizg,
naudojant A—02 pradmenj. Skai¢iai 1-25 — tirty augaly pavyzdziy numeriai: 1 — ‘2R, 2 — 3-5°, 3 — 2-
4-3-79°,5-3R’, 6 — ‘3U’°, 7- 3-80°, 8- ‘10-32°, 9— ‘1L, 10 — ‘1G16’, 11 — ‘1E’, 12 — ‘2D’, 13
—2C63’, 14 — “1B43°, 15 — 2K>, 16 — 2S°, 17 — ‘19°, 18 — ‘1IN73’, 19 — ‘22T12’, 20 — ‘1U’, 21 —
‘1V°, 22 — 2E°, 23 — “1T°, 24 — “IM’, 25 — “1P’. M — DNR fragmenty dydzio standartas ,,GeneRulerT'\’I
DNA Ladder Mix* (100-10000 bp)

Norédami nustatyti, ar tarp monomorfiniy RAPD juosty néra tokiy, kurios
bty budingos tik L. caerulea rtsiai, tiriamy genotipy grupe praplétéme L.
caerulea keturiy porasiy (L. caerulea L. subsp. kamtschatica Sevast., L.
caerulea L. subsp. stenantha Pojark., L. caerulea L. subsp. altaica (Pall.), L.
caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz), ir dvylikos rasiy (L. caerulea L.,
L. alpigena, L. vesicaria Kom., L. praeflorens Lam., Lonicera x bella f.
candida Zabel, L. xylosteum L., L. chrysantha Turcz. ex Ledeb., L. venulosa
(Maxim.) Worosh., L. edulis Turcz. ex Freyn, L. emphyllocalyx (Maxim.)
Nakai, L. boczkarnikowae Plekhanova, L. orientalis Lam.) pavyzdziais ir
atlikome jy RAPD analizg su tais paciais pradmenimis.

IS analizuoty 149 RAPD juosty 96,6% buvo polimorfinés (19 lentele).
Vidutinis genetinis atstumas porusiy ir riiSiy grupéje buvo 0,453 + 0,148,
maZiausia jo reikimé — 0,188, o didziausia — 0,708 (4 priedas). Siuo atveju
buvo nustatytas didesnis DNR polimorfizmas palyginti su veisliy ir genetiniy
linijy grupe (17 lentel¢). Palyging visy pavyzdziy RAPD profilius, mes
nustatéme vieng RAPD juostg (apie 570 bp), biidingg visiems miisy tirtiems ir
L. caerulea rusiai priskiriamiems pavyzdziams (9 pav.). Sis ruiai savitas

zymuo buvo nustatytas su pradmeniu Roth A—02, todé¢l pavadintas A02s7.
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19 lentelé. Lonicera L. genties 12 rasiy ir L. caerulea L. 4 porasiy DNR
polimorfizmas

Nustat Monomorfini Polimorfini . . DNR
Pradmuo Pradm’e ns S,.eka lokusyl;rq lokusy ! lokusy ! Pohmorﬁon 1 fragmenty
=3 skaigius skaigius skaiius lokusy % 1 i (op)
170-08 | CTGTACCCCC 14 — 14 100 490 - 2100
170-10 | CAGACACGGC 14 1 13 92,8 470 — 1800
380-01 | ACGCGCCAGG 12 - 12 100 490 - 1700
380-02 | ACTCGGCCCC 10 - 10 100 510 - 1800
380-07 | GGCAAGCGGG 14 — 14 100 560 — 1960
A-01 CAGGCCCTTC 11 1 10 90,9 700 — 2300
A-02 TGCCGAGCTG 11 - 11 100 580 — 2450
A-03 AGTCAGCCAC 10 - 10 100 680 — 2480
A-04 AATCGGGCTG 12 1 11 91,7 560 — 1900
A-05 AGGGGTCTTG 13 — 13 100 490 — 2100
A-09 GGGTAACGCC 14 2 12 85,7 270 - 1180
A-11 CAATCGCCGT 14 - 14 100 370 - 1400
I8 viso / vid. 149 5 144 96,6 £5,1 270 — 2480

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

9 pav. Tetraploidinei polimorfinei Lonicera caerulea L. rasiai savitas RAPD Zymuo (paZymétas
rodykle) nustatytas su Roth A-02 pradmeniu. 1 — L. caerulea L. subsp. kamtschatica (Pojark.), 2 — L.
caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.), 3 — L. caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.), 4 — L. caerulea L.
subsp. altaica (Pall.), 5 — ‘Desertnaya’, 6 — ‘Salyut’, 7 — ‘Sinyaya Ptitsa’, 8 — ‘Fialka’, 9 — ‘Morena’,
10 - “Viola’, 11 — ‘Vasyuganskaya’, 12 — ‘Tomichka’, 13 — ‘Leningradskii Velikan’, 14 — Lonicera
caerulea L., 15 — L. edulis Turcz. ex Freyn, 16 — L. boczkarnikowae Plekhanova, 17 — L.
emphyllocalyx (Maxim.) Nakai, 18 — L. chrysantha Turcz. ex Ledeb., 19 — L. xylosteum L., 20 — L.
orientalis Lam., 21 — L. vesicaria Kom., 22 — L. alpigena L., 23 — L. x bella f. candida Zabel, 24 — L.
praeflorens Batalin. M — DNR fragmenty dydzio standartas ,,GeneRuler'™ DNA Ladder Mix* (100-
10000 bp)

Siekdami iSsiaiskinti jo molekuling-geneting prigimtj, analizavome to
paties dydZzio DNR fragmentus, atitinkanc¢ius A02s7 juosta trijy genotipy (L.
caerulea L., L. caerulea L. subsp. kamtschatica (Pojark.) ir L. caerulea L.
subsp. stenantha (Pojark.) RAPD profiliuose. Sie DNR fragmentai buvo
klonuoti ; pTZ57R/T vektoriy. Atlikus klonuoty fragmenty sekoskaita
paaiskejo, kad jie visi yra to paties dydzio (568 bp). Vis délto, buvo nustatytas
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ir DNR sekos polimorfizmas (apie 3,2%). IeSkodami homologisky seky
BLAST jrankiu GenBank® duomeny bazéje, panasiy seky neaptikome.

Panaudojus A02s7, lokuso sekoskaitos duomenis (10 pav.), buvo sukurti du
pradmenys — A02s570p (B'ATGTTGGGCCTGTCTGATGTAGS3') ir A02570r
('TGCCGAGCTGTTGGATGA3"), komplementariis  klonuoto = DNR
fragmento galams. Sukurty pradmeny pagalba noré¢jome paversti RAPD A02s7
zymen] patikimesniu ir patogesniu SCAR zymeniu. Taciau, kaip matyti
vienuoliktame paveiksle, toks RAPD zymens pavertimas | SCAR pakeité
pradinj DNR polimorfizma. 568 bp DNR fragmentas buvo stebimas ne tik L.
caerulea L. rtsies atstovuose, bet ir visuose tirtuose pavyzdziuose.

Gautas SCAR fragmenty sekas (10 pav.) uzregistravome NCBI instituto
pagrindinés seky duomeny bazés GenBank® GSS (angl. Genome Survey
Sequences) skyriuje trumpy seky duomeny bazéje. Identifikavimo numeriai,
kurie buvo suteikti Sioms sekoms, ir prieiga prie jy per NCBI duomeny baze

pateikta dvideSimtoje lenteléje.

20 lentelé. Lonicera caerulea L. pavyzdziy seky registracijos NCBI duomeny bazéje
numeriai

. L - Genlnfo (gi)
Nr. Pavyzdziai Pasiekimo kodas identifikatorius™
1 Lonicera caerulea L. (S928137.1 (G1295413442
2 Lonicera caerulea subsp. stenantha (S928138.1 G1295413443
3 Lonicera caerulea subsp. kamtschatica (S928139.1 G1295413444

* _ GenBank® pasiekimo kodas ir versija
** _ NCBI GenlInfo (gi) identifikatorius, suteikiamas visoms sekoms, apdorotoms Enterez duomeny

bazéje (DDBJ/EMBL/GenBank®)

Lygiagrec¢iai buvo tiriamos ir perspektyviausiy genetiniy linijy tkinés
savybés,  kurias  palyginome su  veisliy-standarty  atitinkamomis
charakteristikomis. Atlike trejy mety duomeny analize, jvertinome uogy dydj ir
cheming sudétj (21 lentelé). Uogy cheminé sudétis nustatyta Lietuvos
valstybinio augaly veisliy tyrimo centro Augaly veisliy kokybés vertinimo

laboratorijoje.
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21 lentelé. Melsvauogio sausmedzio (L. caerulea L.) genetiniy linijy ir elitiniy veisliy
uogy dydis bei cheminé sudétis

Linija, veislé Uogos svoris, g Uogy cheminé sudetis

' ' Sausos medziagos, % Cukrus, % Ragstingumas, %
‘1G16° 0,68+0,05 17,33+0,08 5,27+0,28 2,03+0,05
‘1B’ 0,82+0,07 20,25+2.21 7,91+0,36 1,52+0,06
g 1,02+0,03 14,31£1,03 9,02+0,35 1,82+0,05
‘IN73’ 0,77+0,06 20,04+2,01 7,22+0,29 1,62+0,08
‘1P’ 0,58+0,04 21,03+1,01 7,73+0,54 1,85+0,03
2C° 1,04+0,04 12,21+0,99 6,51+0,26 2,45+0,06
‘2R’ 1,03+0,04 13,51+1,12 6,91+0,28 1,42+0,03
2-1° 0,95+0,07 14,81+0,98 9,03+0,39 1,93+0,07
3V’ 1,29+0,05 15,24+2,01 7,31+£0,33 1,52+0,06
3-5’ 1,09+0,09 14,66+1,32 8,81+0,28 1,74+0,05
‘96-3’ 0,90+0,04 14,78+1,21 5,97+0,35 1,38+0,03
‘96-4’ 0,95+0,07 15,44+0,99 6,81+0,38 1,28+0,04
‘Bakcharskaya’ 0,81+0,03 15,7340,65 7,73+0,35 1,03+0,04
‘Morena’ 0,86:+0,05 15,90+0,68 7,01+0,29 1,35+0,03
‘Vasyuganskaya’ 0,77+0,02 15,83+0,67 7,63+0,23 1,11+0,05
‘Viola’ 0,76+0,08 14,68+0,68 6,82+0,32 1,24+1,07
‘L-69-3° 1,11+0,08 12,95+0,89 6,35+0,36 1,51+0,08

M12 3 45 67 8 91011 12 1314 1516 171819 20 2122 2324 M

M12 3 45 67 8 91011 12 1314 1516 171819 20 2122 2324 M

11 pav. Lonicera L. genties pavyzdziy analizé su dviem SCAR pradmenimis. 1 — L. caerulea L.
subsp. kamtschatica (Pojark.), 2 — L. caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.), 3 — L. caerulea L. subsp.
pallasii (Ledeb.), 4 — L. caerulea L. subsp. altaica (Pall.), 5 — ‘Desertnaya’, 6 — ‘Salyut’, 7 — ‘Sinyaya
Ptitsa’, 8 — ‘Fialka’, 9 — ‘Morena’, 10 — ‘Viola’, 11 — ‘Vasyuganskaya’, 12 — ‘Tomichka’, 13 —
‘Leningradskii Velikan’, 14 — Lonicera caerulea L., 15 — L. edulis Turcz. ex Freyn, 16 — L.
boczkarnikowae Plekhanova, 17 — L. emphyllocalyx (Maxim.) Nakai, 18 — L. chrysantha Turcz. ex
Ledeb., 19 — L. xylosteum L., 20 — L. orientalis Lam., 21 — L. vesicaria Kom., 22 — L. alpigena L., 23 —
L. x bella f. candida Zabel, 24 — L. praeflorens Batalin. M — DNR fragmenty dydZio standartas
,,GeneRuler™ DNA Ladder Mix“ (100-10000 bp)

Tyrimo rezultatai parodé, kad genetinés linijos (‘1L°, ‘2C°, ‘3U’, ‘3-5’,
‘96-4’) pasizymi ne tik dideliu uogy svoriu, bet ir didesniu atsparumu gryby
sukeliamoms ligoms palyginti su kitomis linijomis ir kai kuriomis veislémis
(Zilinskaité et al., 2007).
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1.2. Sausmedzio pavyzdziy atranka filogenetinei analizei

Poriisiy atranka. Norédami pasirinkti tipiSkus Lonicera caerulea poriisiy

pavyzdzius daug sgnau

analizei, atlikome keliy to paties poriisio pavyzdziy RAPD analize. Kai kurie
pavyzdziai skyreési vieta, 1§ kurios jie pateko 1 VU Botanikos sodo kolekcija.
Buvo istirti Sesi L. caerulea L. subsp. kamtschatica pavyzdziai, keturi — L.
caerulea L. subsp. stenantha, trys — L. caerulea L. subsp. pallasii, vienas

(kolekcijoje buves vienintelis) — L. caerulea L. subsp. altaica. Atlikus RAPD

analiz¢, buvo sudaryta

genetiSkai skiriasi (12 p

0.1

dy reikalaujanciai ir sekoskaita pagrjstai filogenetinei

NJ dendrograma, kuri parodé, kad tirti pavyzdZiai

av.).

Y — L. caerulea subsp. kamtschatica f

41

48

L. caerulea subsp. kamtschatica e

L. caerulea subsp. kamtschatica d

43

L. caerulea subsp. kamtschatica ¢

L. caerulea subsp. kamtschatica b

L. caerulea subsp. pallasii b

L. caerulea subsp. stenantha d

53

L. caerulea subsp. stenantha a

- 75 L. caerulea subsp. stenantha ¢

100

93

L. caerulea subsp. stenantha b
L. caerulea subsp. pallasii ¢

L. caerulea subsp. pallasii a

12 pav. L. caerulea L

L. caerulea subsp. kamtschatica a

L. caerulea subsp. altaica

. tirty por@i§iy pavyzdziy genetiné jvairové pagal RAPD lokusus.

Dendrograma sudaryta NJ metodu. Jkély vertés (%), gautos atlikus 1000 iteracijy

Visi L. caerulea L

grupe, iSskyrus a pavyzdj, kuris buvo gautas i§ Latvijos Kalsnava botanikos

. subsp. kamtschatica pavyzdziai sudaro kompaktiska
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sodo ir jvardintas kamtschatica portisiu. Vis délto, tieck morfologiniai pozymiai,
tieck Siame bandyme gauti molekuliniy tyrimy rezultatai ver¢ia suabejoti
pavyzdzio priklausymu minétam poriSiui. Visi keturi L. caerulea L. subsp.
stenantha pavyzdziai grupavosi kartu. IS trijy L. caerulea L. subsp. pallasii
pavyzdziy vienas (b pavyzdys) grupavosi atskirai. Kadangi L. caerulea L.
subsp. pallasii pavyzdziy auginiai, gauti i§ VIR instituto, morfologiskai buvo
vienodi, todél Sio poriSio pavyzdys buvo atrinktas ir tolimesniems RAPD
tyrimams. Vienintelis L. caerulea L. subsp. altaica pavyzdys savo RAPD
fenotipu iSsiskyré i§ kity portsiy ir sudaré atskirg Saka dendrogramoje.
Remiantis Siais rezultatais, filogenetiniams tyrimams buvo pasirinkti visi
analizuoti Lonicera caerulea L. poriisiy pavyzdziai, iSskyrus anks¢iau minétajj
portisio kamtchatica a pavyzd;.

Risiy atranka. VU Botanikos sodo sausmedzio (Lonicera L.) kolekcijos
risiy filogenetinei analizei pasirinkome 13 rasiy: septyniy rasiy pavyzdziai
buvo i§ VU Botanikos sodo Pomologijos skyriaus, penkiy — i§ Dendrologijos
skyriaus, viena (L. xylosteum L.) — i§ nattiralios augavietés. Buvo tiriami trys L.
edulis Turcz. ex Freyn pavyzdziai (a, b ir ¢), gauti i$ skirtingy viety (5 lentelé).
NJ dendrogramoje, nubraizytoje remiantis RAPD rezultatais, matyti, kad visi
tirty riiSiy pavyzdziai skiriasi (13 pav.). DidZiausias genetinis skirtumas (GDyy
= 0,708) buvo tarp Lonicera alpigena L. ir Lonicera xylosteum L. Be to,
didZiausiu savitumu pasizymi L. alpigena. Si rasis artimai nesigrupuoja su
jokia kita misy tirta rGSimi. Maziausiu genetiniu atstumu (GD,, = 0,156)
pasizyméjo Lonicera edulis Turcz. ex Freyn c¢ pavyzdys ir Lonicera
emphyllocalyx (Maxim.) Nakai. Visi L. edulis pavyzdziai skiriasi tarpusavyje:
a ir b pavyzdziai, gauti i§ Rusijos ir Islandijos, yra artimesni, palyginti su
neaiskios kilmés ¢ pavyzdziu. Be to, didelis Sio pavyzdZio panaSumas su L.
emphyllocalyx leidzia daryti prielaida, kad L. edulis ¢ pavyzdys, galbit, yra
neteisingai identifikuotas kolekcijoje. NJ dendrogramoje (13 pav.) galima
iSskirti 3 klasterius, kuriuos sudaro Lonicera L. genties pavyzdziai. Dar dvi

rasys (L. alpigena L. ir Lonicera x bella f. 'Candida’ Zabel) i$sidésto pavieniui.
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0.1
32|:I_onicera edulis Turcz. ex Freyn. a
Lonicera boczkarnikowae Plekhanova

75|l————Lonicera edulis Turcz. ex Freyn. b

g5 Lonicera caerulea L.

96

Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh

gsf— Lonicera edulis Turcz. ex Freyn. ¢

Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai

58| Lonicera praeflorens Batalin

61 Lonicera microphylla Willd. ex Schult.

53 Lonicera vesicaria Kom.

100 58 Lonicera orientalis Lam.

T E— Lonicera chrysantha Turcz. ex Ledeb.
L Lonicera xylosteum L.

Lonicera x bella f. ‘Candida’ Zabel

Lonicera alpigena L.

13 pav. Lonicera L. genties tirty rasiy pavyzdziy NJ dendrograma, sudaryta naudojant RAPD
analizés duomenis. Jkély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy

Didziausig klaster; sudaro valgomas uogas turincios sausmedzio riiSys: L.
edulis, L. boczkarnikowae, L. caerulea, L. venulosa ir L. emphyllocalyx, kurias
kai kurie botanikai priskiria polimorfinei kompleksinei L. caerulea rusiai
(Rehder 1903; IlnexanoBa, PoctoBa, 1994). Maziausig klaster; sudaro dvi
risys — L. praeflorens Batalin ir L. microphylla Willd. Ex Schult. Trecia
klaster] sudaro keturios sausmedzio raiSys: L. vesicaria, L. chrysantha, L.
orientalis, L. xylosteum. Atskirai grupuojasi hibridinés rusies Lonicera x bella
f. ‘Candida’ Zabel bei L. alpigena pavyzdziai. Genetiniy atstumy (GDyy)
vidurkis tarp analizuojamy rasiy — 0,487.

Remiantis S§io tyrimo rezultatais, buvo pasirinkti genotipai, tinkami
filogenetinei analizei, pagristai sekoskaitos duomenimis. Buvo pasirinkta L.
edulis b genotipas, visos rusys, patenkancios j valgomy sausmedziy klasterj, ir
L. chrysantha, L. orientalis ir L. xylosteum rasys.

Veisliy pavyzdziy atranka. Lonicera caerulea L. veisliy atrankai buvo

paimti 28-iy veisliy 39 pavyzdziai (7 lentelé). Keturioliktame paveiksle
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pateikta visy iStirty veisliy NJ dendrograma, kurioje matyti, kad veisliy

pavyzdziai skiriasi tarpusavyje. Kai kuriais atvejais buvo nustatyti nemazi

skirtumai netgi tarp tos pacios veislés pavyzdziy. MaZiausias genetinis

atstumas tirty genotipy grupéje nustatytas tarp veislés ‘Viola’ b ir ¢ pavyzdziy
(14, A pav.).

0.1

100

‘Bugristaya’

‘Lyulia’

‘Velikan’
‘Kuvshinovidnaya’
‘Obilnaya’
‘Goluboje Vereteno’
— ‘Chernichka’
37 ‘Morena’
1 o

91 ‘Fialka’
‘Desertnaya’ a
‘Zolushka’

33— ‘Lazurnaya’

67 ‘Start’
_E‘Sinyaya Ptitsa’
‘Roksana’
— ‘Parabelskaya’
38 ‘Valentina’
_|:Volsh ebnica’

——  ‘Regel - 683

)

‘Desertnaya’ b
‘Narymskaya’ a
% ‘Altaiskaya Rannyaya
‘Narymskaya’ b)
‘Altaiskaya’

‘Tomichka’ b
39 ‘Leningradskii Velikan’ a

54 ‘Viola’ a

37 ‘Tomichka’ a
98 l ‘Bakcharskaya’ b
‘Bakcharskaya’ a

t_“Tomichka’ c)

‘Bakcharskaya’ ¢

r

_|: ‘Vasyuganskaya’ ¢
— ‘Vasyuganskaya’ b

L+ “Leningradskii Velikan’ b |

‘Bugristaya’
‘Lyulia’

‘Velikan’
‘Kuvshinovidnaya’
‘Obilnaya’
‘Goluboje Vereteno’
— ‘Chernichka’
36 ‘Morena’
L sue
‘Fialka’
‘Desertnaya’
‘Lazurnaya’

% — ‘Zglushka’
‘64 ‘Start’
_E‘Sinyaya Ptitsa’

‘Roksana’

‘Volshebnica’
‘Parabelskaya’

~

_|j ‘Altaiskaya Rannyaya’
r ‘Narymskaya’

96 ‘Leningradskii Velikan’
Viola’
100 45 ‘Tomichka’
37 ‘Vasyuganskaya’
:‘Bakch arskaya’
‘Altaiskaya’
‘Regel - 683’

14 pav. Lonicera caerulea L. veisliy NJ dendrogramos. A — 28 veisliy 39 pavyzdZziai, B — 28
veisliy pavyzdziai. Jkély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy

Taip pat matyti, kad su Siais pavyzdziais nesigrupuoja tos pacios veislés

‘Viola’ a pavyzdys. Panasts genetiniai skirtumai nustatyti ir tarp kai kuriy kity

veisliy trijy pavyzdziy. Pavyzdziui, ‘Bakcharskaya’ a ir b pavyzdziai

dendrogramoje grupuojasi artimai, o ‘Bakcharskaya’ ¢ nutoles nuo jy. Veislés
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‘Tomichka’ kilmés pavyzdziai @, b ir ¢ artimai nesigrupuoja, taciau ‘Tomichka’
a ir b méginiai patenka j tg patj dendrogramos klasterj. Tokius neatitikimus
galima paaiskinti veisles atstovaujanciy genotipy kilme. Artimiau grupuojasi
individai, kurie buvo uzauginti 1§ konkrecios veislés augalo sékly, o auginiais
padaugintas pavyzdys skiriasi nuo jy labiau. Pavyzdziui, ‘Viola’ a yra auginys,
o pavyzdziai b ir ¢ uzauginti i§ sékly. Veislés ‘Leningradskii Velikan’ a ir b
pavyzdziai ypac skiriasi, genetinis atstumas tarp jy yra 0,203. Veislés
‘Leningradskii Velikan’ b pavyzdys sudaro atskirg dendrogramos S$aka (14, A
pav.). Sie veisle atstovaujantys pavyzdziai buvo uZauginti i§ sékly, gauty i3
VIR instituto.

Be to, nubraizius tik veisles reprezentuojancia dendrograma, t.y. nejtraukus
1 veisliy giminingumo analiz¢ pavyzdziy iSauginty i§ sé€kly, paaiskejo, kad
labiausiai i$siskiria vienintelé diploidiné (2n=18) veislé ‘Regel-683° (14, B
pav.).

Remiantis gautais rezultatais galima patvirtinti tai, jog séjinukai, gauti
laisvo apdulkinimo biidu, nereprezentuoja motininio tam tikros veislés augalo.
D¢l to tolimesni tyrimai buvo atliekami tik su elitinémis veislémis, kurios
jtrauktos 1 VIR katalogg ir kuriy auginiai buvo atvezti 1 VU Botanikos sodo
kolekeija.

1.3. Chloroplasty DNR specifiniy seky tyrimas sekoskaitos metodu

Norint tiksliau nustatyti rasiy ir por@iSiy panasumus bei skirtumus,
patikslinti filogenetinius rySius, o taip pat jvertinti RAPD metodo tinkamumag
Lonicera L. taksonomijoje, buvo atlikta Lonicera L. genties taksony dvylikos
pavyzdziy cpDNR SeSiy nekoduojanciy regiony sekoskaita. Buvo tiriami
pavyzdziai, kuriuos pasirinkome atsizvelgdami j turimus Lonicera L. ir L.
caerulea L. isteklius bei $iy sausmedziy perspektyvuma selekcijoje, o taip pat |
regioninj paplitima. Siy reikalavimy neatitinkandios rasys (L. alpigena, L.

microphylla, L. vesicaria, L. praeflorens ir kt.) nebuvo tiriamos. | Sig tyrimo
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grupe buvo jtraukta ir vienintelé Lietuvoje naturaliai auganti sausmedziy rusis
L. xylosteum.

CpPDNR nekoduojanciy regiony sekoms tirti naudojome pradmenis (11
lentelé), kuriy pagalba pagausinome septynis cpDNR fragmentus. Siekiant
1Svengti PGR netikslumy, kurie gali atsirasti d¢l Taq polimerazés klaidy, ypac
tose DNR srityse, kuriose yra mononukleotidy pasikartojimai (Fazekas et al.,
2010), o taip pat ir dél kity veiksniy, to paties genotipo cpDNR fragmento
sekoskaita buvo atliekama maziausiai du kartus.

Po sekoskaitos ir duomeny sutvarkymo cpDNR sekos buvo naudojamos
filogenetingje analizéje. Pirmiausia buvo atlikta sekvenuoty DNR fragmenty
kokybiné ir kiekybin¢ analizé naudojant ,,Sequencing Analysis 5.2 ir
,Chromas 2.33* sekoskaitos rezultaty bioinformatinio apdorojimo programas.
Atlikus seky sugretinima, iSrySkéjo jvairiis DNR polimorfizmo atvejai (VNP,
intarpai/iskritos). Kai kurie i§ jy pavaizduoti 15-ame paveiksle. Dvylikos
skirtingy Lonicera L. genties atstovy cpDNR $esiy regiony nukleotidy sekos
pateiktos penktame priede.

IS sekoskaitos rezultaty suvestinés (21 lentelé) matyti, kad tirty pavyzdziy
cpDNR fragmenty ilgiai dazniausiai skiriasi. Maziausias buvo trnH-psbA
tarpgeninis tarpiklis, kurio ilgis tirtuose pavyzdziuose svyravo nuo 457 bp iki
481 bp. llgiausios (nuo 1002 bp iki 1016 bp) cpDNR sekos buvo trnL-trnF
tarpgeniniame tarpiklyje. IS misy tirty cpDNR nekoduojanciy regiony,
ilgiausias buvo trnS-trnG, kurio sekoskaita buvo atliekama dviem etapais:
pirmiausia nustatyta fragmento 5 ‘#nG2S, 0 po to fragmento 5 ‘#nG2G seka.

Sio tyrimo metu buvo atlikta i§ viso 71146 nukleotidy sekoskaita. cpDNR
sritys, kuriose nustatytos iSkritos arba intarpai, j seky statisting analiz¢ nebuvo

jtrauktos, taciau j tai atsizvelgéme atlikdami filogeneting analizg (16 pav.)
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21 lentelé. cpDNR Sesiy regiony ilgiai (bp), nustatyti Lonicera L. genties

pavyzdziuose
Pavyzdzio trnH- 5'rpSI2- trnS-trnG trnS- I$ viso
l\?r.* psbA r[fLZO trnL-trn 5tnG2S 5tnG2G rpS16 psbz cpDNR bp
1 481 907 1016 878 783 912 993 5945
2 481 907 1016 879 783 892 987 5966
3 476 907 1016 851 784 910 990 5916
4 481 907 1015 851 783 893 989 5931
5 455 907 1011 850 786 911 983 5916
6 481 906 1009 878 783 911 985 5962
7 481 907 1016 879 783 911 994 5950
8 481 907 1001 880 784 890 993 5936
9 457 901 1003 850 783 908 991 5893
10 481 907 1005 879 783 894 990 5960
11 457 888 1004 855 783 913 994 5892
12 457 887 1002 855 783 912 993 5880
IS viso 5669 10838 12114 10385 9401 10857 11882 71146
Vidurkis 472,42 903,17 1009,50 865,42 783,42 904,75 990,17 5928,92
+11,8 +7,5 +6,2 +14,1 +0,9 +9,3 +3,6 +29,5

* — 1 — Lonicera caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) Pojark.; 2 — Lonicera caerulea L. subsp.
stenantha (Pojark.) Skvortsov; 3 — Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz; 4 —
Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.; 5 — Lonicera xylosteum L.; 6 — Lonicera chrysantha Turcz.
ex Ledeb.; 7 — Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.; 8 — Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai; 9 —
Lonicera orientalis Lam.; 10 — Lonicera boczkarnikowae Plekhanova; 11 — Lonicera caerulea L.; 12 —
Lonicera edulis Turcz. ex Freyn.

CpDNR trnH-psbA nekoduojanéio regiono dydis miisy analizuojamuose
Lonicera L. genties pavyzdziuose buvo nuo 455 bp iki 481 bp (21 lentel¢). Kiti
autoriai, kurie tyré Sio regiono sekas Lonicera L. genties pavyzdziuose,
nurodo, kad seky ilgis yra nuo 339 bp Lonicera fulvotomentosa riisyje (Chen et
al., 2010) iki 457 bp Lonicera xylosteum raSyje (Ferri et al., 2009). Vidutinis
Sio cpDNR regiono ilgis yra apie 500 bp ir priklauso nuo augalo genties (Shaw
et al., 2005). Analizuojamy sausmedzio pavyzdziy DNR seky daugybing
analiz¢ atlikome naudodami ClustalW algoritmg ir MEGA 5 programa. trnH-
psbA nekoduojancio regiono sekas palyginome su apibendrinta 488 nukleotidy
seka (angl. consensus). Nustatyta, kad Siame regione Kkonservatyvis
(nekintantys) yra 460 nukleotidai, o polimorfiniai — 28 arba 5,7%. IS jy
devyniolika viety pasizyméjo vieno nukleotido polimorfizmu, devynios vietos
buvo parsimoniskai informatyvios (22 lentel¢). Didziausios iSkrity/intarpy
sritys analizuojamuose pavyzdziuose nustatytos nuo 95 nukleotido iki 120 nt,
nuo 320 nt iki 324 nt, nuo 419 nt iki 425 nt. Specifiné iSkrita nuo 324

nukleotido iki 328 nt buvo nustatyta L. caerulea subsp. stenantha pavyzdyje.
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Vidutinis genetinis atstumas tarp tirty genotipy pory buvo 0,013 ir kito nuo 0
iki 0,30 (22 lentelé). Remiantis Sio regiono sekoskaitos rezultatais buvo atlikta
filogenetiné analizé ir sudaryta dendrograma naudojant ML metoda (16 A
pav.).

22 lentelé. cpDNR $esiy nekoduojanciy regiony kintamumo palyginimas

e Is trnH- 5rpS12 trnL- trnS-trnG trnS-
Statistika Viso psbA -rpL20 trnF 5rnG2S | 5trnG2G rpS16 psbZ
Palyginamy fragmenty 455481 | 887-907 | 1091 | g50.880 | 783-785 | 890-913 | 983-994
ilgiai (bp) 1016
Analizuojamos DNR sekos [ o) 488 908 1019 885 787 915 1013
ilgis (nt)
K"“S“V“ty(;g* sekuilgis | 5765 | 460 861 974 854 763 880 971
Kintancios seky vietos 235 28 47 42 31 21 33 33
P 56 9 2 8 7 4 10 16
Vieno nukleotido
polimorfizmai (VNP) 17 19 45 34 24 17 23 17
Genetinis atstumas tarp 0,002— 0,001- 0,002- 0,001- 0,002—
pavyzdiiy pory 0030 | 5024 | 0019 | 0014 0010 | 9908 | 5017
[ Vidurkis 0,013 0009 | 0008 | 0008 0,006 0,008 0,008

* — Pi — parsimoniskai informatyvios seky vietos (angl. Parsimony informative character)

CpDNR 5°rpS12-rpL20 nekoduojancio regiono dydis analizuojamuose
Lonicera L. genties sausmedziy pavyzdziuose buvo nuo 887 bp iki 907 bp.
Panasiy seky paieska duomeny bazése parodé, kad §i sritis Lonicera L. genties
ar Caprifoliaceae Seimos augaluose iki Siol netirta, nes nepavyko nustatyti
homologisky registruoty seky. Vidutinis Sio regiono dydis, nustatytas
gaubtasékliuose augaluose, yra 783 bp (Shaw et al., 2005), nors kartais jis
virsija 880 bp. Sios sekos ilgis tiriamy taksony grupéje yra nuo 887 nt iki 907
nt (21, 22 lentelés). 5 rpSI12-rpL20 nekoduojancio regiono sekas palyginome
su apibendrinta 908 nukleotidy seka, kurioje konservatyviis yra 861
nukleotidai, o kintancios vietos (47 nt) sudaro 5,2%. Pastarosiose nustatyti 45

VNP ir dvi parsimoniSkai informatyvios vietos (22 lentelé).
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nekoduojanciy regiony sekoskaitos rezultatus.

Dendrogramos sudarytos naudojant ML analizés

metoda, taikant Tamura-Nei pagalbinj modelj. [kély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy
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Dviejuose pavyzdziuose (L. caerulea subsp. pallasii ir L. orientalis) 364 nt
padétyje buvo nustatytas vieno nukleotido intarpas. ISkritos, kurios buvo
nustatytos dvejose vietose (nuo 544 nt iki 550 nt ir nuo 628 nt iki 639 nt),
budingos tik L. xylosteum ir L. chrysantha rasims. Vieng i§ minéty iSkrity (nuo
544 nt iki 550 nt) aptariamame cpDNR regione turi ir L. orientalis.
ParsimonisSkai informatyvios vietos yra 197 nt ir 498 nt padétyse. Genetinis
atstumas tarp tirty pavyzdziy kito nuo 0,002 iki 0,024, vidurkis buvo 0,009 (22
lentel¢). Pagal turimas CPpDNR 5'rpSi12-rpL20 regiono sekas buvo atlikta
filogenetiné analizé ir sudaryta dendrograma (16 B pav).

CpDNR trnL-trnF nekoduojancio regiono dydis tiriamuose Lonicera L.
genties pavyzdziuose buvo nuo 1001 bp iki 1016 bp. Duomeny bazése
aptikome 12 registruoty homologisky Siam regionui Lonicera L. genties riiSiy
seky (Zhang et al., 2003; Bremer et al., 2002; Bell, 2010; Jacobs et al., 2010).
Minéti autoriai nurodo, kad trnL-trnF regiono ilgis yra nuo 815 bp iki 1358 bp.
Atlike tirty pavyzdziy seky daugybing analize, palyginome trnL-trnF
nekoduojanéio regiono sekas su apibendrinta 1019 nukleotidy seka. Siame
regione nustatétme 974 nukleotidy ilgio konservatyvias sekas, o kintancios
vietos (42 nt) sudaré 5,3%. Vieno nukleotido polimorfizmas nustatytas 34-iose
vietose, o 8 vietos yra parsimoniskai informatyvios (22 lentel¢). L. venulosa
rasyje vieno nukleotido intarpai buvo aptikti 686-to nukleotido padétyje ir L.
emphyllocalyx riisSyje — 840 nt ir 846 nt padétyse. Vieno nukleotido iskritos
buvo Siek tiek daznesnés palyginti su intarpais. L. caerulea subsp. altaica
pavyzdyje iSkritos buvo 86 nt, 122 nt ir 132 nt padétyse, L. chrysantha — 927 nt
ir 938 nt, L. xylosteum — 955 nt ir 970 nt padétyse. ISkrity/intarpy sritys buvo
dar daZnesnés: L. caerulea subsp. altaica pavyzdyje — 64-65 nukleotidy
padétyse, L. orientalis — 277-281 nt, L. edulis, L. orientalis, L. chrysantha —
383-388 nt, L. venulosa — 704-714 nt, L. chrysantha — 898-899 nt ir 908 — 919
nt, L. emphyllocalyx — 945 — 948 nt, 966 — 970 nt ir 981 — 988 nt padétyse.
Remiantis cpDNR trnL-trnF regiono sekoskaitos duomenimis buvo

apskaiCiuotas genetinis atstumas tarp tirty genotipy. Genetinis atstumas buvo
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nuo 0,001 iki 0,019, vidurkis 0,008 (22 lentel¢). Pagal turimas cpDNR trnL-
trnF regiono sekas buvo atlikta filogenetiné analizé ir sudaryta dendrograma
(16 C pav.).

cpDNR trnS-trnG nekoduojantis regionas analizuojamuose Lonicera L.
genties taksony pavyzdziuose buvo pats didZiausias ir kai kuriais atvejais
virSijo 1600 nukleotidy. Tode¢l ji salyginai padalinome 1 dvi dalis, kuriy
sekoskaita buvo atliekama nepriklausomai, naudojant atitinkamus pradmenis
(11 lentelé). Dél to cpDNR trnS-trnG regiono dalys po sekoskaitos irgi buvo
analizuojamos atskirai. cpDNR trnS-trnG regiono 5‘trnG2S dalies dydis
analizuojamuose pavyzdziuose buvo nuo 850 bp iki 880 bp (22 lentelé).
Carlson ir kt. (2009) i$samiai tyré §j Lonicera L. genties raisiy cpDNR regiona.
Daugelis seky, kurias nustaté Sie autoriai, uZregistruotos duomeny bazése. Jose
pateikiamy seky ilgis yra nuo 630 bp iki 674 bp. trnS-trnG regiono 5 ‘trnG2S
dalies seka palyginome su apibendrinta 885 nukleotidy seka. Siame regione
nustatéeme 854 nukleotidy ilgio konservatyvias sekas, o kintancios vietos (31
nt) sudaré 3,5%. Buvo nustatyti 24 vieno nukleotido polimorfizmai bei 7-i0S
parsimoniSkai informatyvios vietos (22 lentel¢). Vieno nukleotido iSkritos
buvo nustatytos L. edulis pavyzdyje 199-to nukleotido padétyje, L. orientalis,
L. xylosteum, L. chrysantha — 361 nt, L. caerulea — 772 nt, L. altaica — 828 nt
padétyse. Siame cpDNR regione nustatéme keleta iskrity/intarpy sriciy:
nuol52 nt iki 164 nt, nuo 228 iki 242 nt ir nuo 478 iki 482 nt. Genetinis
atstumas tarp genotipy kito nuo 0,002 iki 0,014, vidurkis buvo 0,008 (22
lentelé). trnS-trnG regiono 5‘trnG2G dalies dydis miisy analizuojamuose
pavyzdziuose buvo nuo 783 bp iki 785 bp (22 lentel¢). Bell 2010 m. tyré Sig
srit] SeSiose Lonicera L. genties ir artimose Caprifoliaceae Seimai rusyse.
Nustatyty seky ilgio vidurkis — apie 600 bp. trnS-trnG regiono 5‘trnG2G dalies
seka palyginome su apibendrinta 787nukleotidy seka. Siame regione nustatéme
763 nukleotidy ilgio konservatyvias sekas, o kintancios vietos (21 nt) sudaré
tik 2,7%. Siose polimorfinése sekose buvo nustatyta 17-a vieno nukleotido
polimorfizmy ir keturios parsimoniskai informatyvios vietos (22 lentele).

Vieno nukleotido intarpas nustatytas L. caerulea subsp. stenantha, L. caerulea
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subsp. altaica pavyzdziuose 193-Cio nukleotido padétyje, L. emphyllocalyx —
614 nt, L. caerulea subsp. altaica — 688 nt ir 748 nt padétyse. Didesniy
iSkrity/intarpy Siame regione nenustatyta. Pi sekos buvo nustatytos 265-to
nukleotido padétyje, 325 nt, 386 nt ir 440 nt padétyse. Atsizvelgus ] nustatyta
5trnG2G regiono seky polimorfizmg, nustatytas genetinio atstumo tarp tirty
pavyzdziy pory kitimas nuo 0,001 iki 0,010, vidurkis — 0,006 (22 lentel¢).
Pagal turimas cpDNR $iy regiony sekas buvo atlikta filogenetiné analizé ir
sudaryta viso trnS-trnG regiono dendrograma (16 D pav.).

Ribosomy baltymg koduojan¢io geno rpS16 introno dydis miisy
analizuojamuose Lonicera L. genties pavyzdziuose kito 890 bp — 913 bp ribose
(22 lentelé). Duomeny bazése aptikome dvi registruotas homologiskas Siam
miisy iStirtam regionui Lonicera L. genties rusiy sekas, kuriy ilgiai L.
chrysantha rasyje — 861 nt (Bremer et al.,, 2002), o L. japonica — 1140 nt
(Moore et al.,, 2010). Po sekoskaitos palyginome S§io regiono sekas su
apibendrinta 915 nukleotidy seka. Siame regione nustatéme 880 nukleotidy
ilgio konservatyvias sekas, o kintancios vietos (33 nt) sudaré 3,6%. Nustatéme
10 parsimoniskai informatyviy lokusy ir 23 vieno nukleotido polimorfizmus
(22 lentelé). Vieno nukleotido iskritos buvo nustatytos L. orientalis pavyzdyje
29-to ir 53-i0 nukleotidy padétyse, L. emphyllocalyx — 88 nt ir 101 nt, L.
caerulea subsp. stenantha, L. chrysantha — 833 nt, L. caerulea subsp.
kamtschatica — 891 nt padétyse. Vieno nukleotido intarpai nustatyti L.
emphyllocalyx riisyje 60-to nukleotido ir L. caerulea — 811 nt padétyse.
Iskritos nustatytos L. emphyllocalyx pavyzdyje nuo 116 nukleotido iki 127 nt
bei nuo 145 nt iki 146 nt, L. caerulea subsp. pallasii ir L. venulosa — nuo 117
nt iki 127 nt, L. caerulea subsp. kamtschatica — nuo 127 nt iki 137 nt. Dviejy
nukleotidy iSkrita/intarpas nuo 701 nt iki 702 nt buvo budinga L. orientalis ir
L. xylosteum. Kiti Sio tipo poky¢iai buvo maziau specifiski ir nustatyti keliuose
analizuojamy sausmedziy pavyzdziuose. Genetinis atstumas tarp tirty

pavyzdziy pory kito nuo 0 iki 0,016, vidurkis — 0,008 (22 lentel¢). Pagal
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turimas Sio regiono sekas buvo atlikta filogenetiné¢ analizé ir sudaryta
dendrograma (16 E pav.).

CPDNR trnS-psbZ regiono dydis misy analizuojamuose Lonicera L.
genties pavyzdziuose buvo nuo 983 bp iki 994 bp (22 lentel¢). Atlike BLAST
paieska duomeny bazése, neaptikome seky, kurios biity homologiSkos miisy
nustatytoms cpDNR trnS-psbZ regiono sekoms. Atlike dvylikos analizuojamy
pavyzdziy seky daugybine analize, palyginome trnS-psbZ regiono sekas su
apibendrinta 1013 nukleotidy seka. Siame regione nustatéme 971 nukleotidy
ilgio konservatyvias sekas, o kintanéios vietos (33 nt) sudaré 3,2%.
Pastarosiose aptikome 17 VNP ir 16 parsimoniS$kai informatyviy viety (22
lentelé). Analizuodami trnS-psbZ regiono sekas, nustatéme iskrita nuo 202 nt
iki 205 nt L. orientalis risyje ir intarpa nuo 983 nt iki 984 nt L. xylosteum
rasyje. Vieno nukleotido intarpus aptikome L. caerulea riSyje 774-to
nukleotido, 828 nt ir 843 nt padétyse, L. caerulea subsp. pallasii — 867 nt, L.
chrysantha — 917 nt, L. emphyllocalyx — 966 nt padétyse; vieno nukleotido
iSkritas L. boczkarnikowae rusyje 255-to nukleotido, L. caerulea subsp. altaica
— 883 nt, L. caerulea — 896 nt padétyse. Vieno nukleotido polimorfizmas — 268
nt, 786 nt, 818 nt, 922 nt padétyse. Visiems pavyzdziams biidinga nukleotidy
iskritos/intarpai nuo 263 nt iki 268 nt, 266 — 268 nt, 682 — 686 nt, 797 — 803 nt,
806 — 807 nt, 937 — 939 nt, 944 — 946 nt, 969 — 972 nt. Genetinis atstumas tarp
genotipy kito nuo 0,002 iki 0,017, vidurkis — 0,008 (22 lentel¢). Pagal turimas
Sio regiono sekas buvo atlikta filogenetiné analiz¢ ir sudaryta dendrograma (16

F pav.).

2. Lonicera caerulea L. filogenetiniy rySiu tyrimas

Kaip jau minéta literatiros apzvalgoje, L. caerulea L. riiSies ir portsiy
filogenetiniai rySiai iki Siol yra diskusijy objektas, tod¢l buvo tikimasi, kad
molekuliniy Zymeny panaudojimas padés giliau pazvelgti j §ig problema. Savo
darbe L. caerulea L. ir jai artimy rtsiy, o taip pat portsiy filogenetiniams

tyrimams naudojome RAPD ir cpDNR sekoskaita.
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2.1. L. caerulea L. filogenetiniai tyrimai RAPD metodu

Norédami objektyviau jvertinti L. caerulea L. filogenetinius rysius,
iStyréme Lonicera L. genties atstovus (Lonicera caerulea L. subsp.
kamtschatica (Sevast.) Pojark.; Lonicera caerulea L. subsp. stenantha
(Pojark.) Skvortsov; Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz;
Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.; Lonicera xylosteum L.; Lonicera
chrysantha Turcz. ex Ledeb.; Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.; Lonicera
emphyllocalyx (Maxim.) Nakai; Lonicera orientalis Lam.; Lonicera
boczkarnikowae Plekhanova; Lonicera caerulea L.; Lonicera edulis Turcz. ex
Freyn.) dviem anks¢iau minétais molekuliniy Zymeny metodais. Siam tyrimui
pasirinkome taksonus, kuriy dauguma, kaip rodo literatiiros duomenys (Zr.
literatliros apzvalga), yra arba L. caerulea L. porsiai, arba artimai giminiskos
risys. Kai kurie autoriai artimai giminiskas rasSis vertina kaip L. caerulea L.
poriisius arba varietetus (Rehder 1903; I1nexanosa, PoctoBa, 1994). Atlikome

132 polimorfiniy lokusy RAPD analizg (23 lentelé¢).

23 lentelé. Lonicera L. genties 12 pavyzdziy (portsiy ir rasiy) genominés DNR
polimorfizmas

Pradmens seka Nustatyty | Monomorfiniy | Polimorfiniy Polimorfiniy DNR
Pradmuo $,30 lok.u.sq loku§q lok.u.sq Jokusy % frag_mentq
skaiCius skaiCius skaiCius dydis (bp)
170-08 |CTGTACCCCC 19 5 14 73,7 490 - 2100
170-10 |CAGACACGGC 15 3 12 80 470 - 1700
380-01 |ACGCGCCAGG 14 3 11 78,6 490 — 1700
380-02 |ACTCGGCCCC 10 - 10 100 510 — 1800
38007 |GGCAAGCGGG 16 3 13 81,3 560 — 1960
A-01 CAGGCCCTTC 12 2 10 83,3 700 — 2300
A-02 |TGCCGAGCTG 12 3 9 75 580 — 2500
A-03 |AGTCAGCCAC 16 9 7 43,8 680 — 1700
A-04 |AATCGGGCTG 12 2 10 83,3 560 — 1900
A-05 |AGGGGTCTTG 13 2 11 84,6 580 — 2100
A-09 |GGGTAACGCC 18 6 12 66,7 270 -1180
A-11 CAATCGCCGT 15 2 13 86,7 370 - 1400
I§ viso / vid. 172 40 132 78,1 £13,5 270 — 2500
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Analizuoty DNR fragmenty dydis buvo nuo 270 bp iki 2500 bp.
Daugiausia polimorfiniy lokusy (100%) buvo nustatyta su pradmeniu 380-02,
maziausiai (43,8%) — su A-03. Naudojant vieng pradmenj buvo nustatyti
vidutiniSkai 11 polimorfiniy lokusy. DNR polimorfizmas tiriamy pavyzdziy
grupéje buvo 78,1%. Naudodami nustatytus Zymenis apskai¢iavome Nei ir Li
(1979) genetinius atstumus tarp tirty pavyzdziy (24 lentel¢). DidZiausias
genetinis atstumas (GD,, = 0,610) nustatytas tarp L. caerulea ir L. chrysantha,
maziausias (GD,, = 0,188) — tarp L. boczkarnikowae ir L. caerulea subsp.
kamtschatica. Remiantis genetiniais atstumais buvo nubraizytos UPGMA ir NJ
dendrogramos, rodancios galimus tirty Lonicera L. genties atstovy

filogenetinius rysius (17 pav., 18 pav.).

24 lentelé. Lonicera L. genties atstovy genetiniai atstumai, apskaiciuoti pagal RAPD
analizés duomenis

Pvz.
Nr.
1
2| 0,213
3| 0218 0,226
41 0,195 0,257 0,221
5| 0534 0,545 0579 0,556
6 | 0,469 0,493 0,497 0515 0,200
71 0274 0,297 0,260 0237 0577 0534
8| 0,211 0,232 0,224 0,228 0566 0540 0,254
9 | 0,420 0,492 0466 0452 0519 0508 0570 0,480
10 | 0,188 0,233 0225 025 0504 0483 0293 0,244 0,467
11 | 0,243 0,224 0,257 0,291 0568 0526 0232 0236 & 0610 0,263
12 | 0,256 0,265 0,244 0,208 0534 0510 0274 0263 049 028 0,270
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

"~ 1 — Lonicera caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) Pojark.; 2 — Lonicera caerulea L.
subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsov; 3 — Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz; 4 —
Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.; 5 — Lonicera xylosteum L.; 6 — Lonicera orientalis Lam.; 7 —
Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.; 8 — Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai; 9 — Lonicera
chrysantha Turcz. ex Ledeb.; 10 — Lonicera boczkarnikowae Plekhanova; 11 — Lonicera caerulea L.;
12 — Lonicera edulis Turcz. ex Freyn.
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0.6 0.5 0.4 03

0.2 0.1

Lonicera caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsm
Lonicera caerulea L.

Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai

Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz
" Lonicera caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) Pojark.
Lonicera boczkarnikowae Plekhanova

N E—

Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.
Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.
Lonicera edulis Turcz. ex Freyn. /

Lonicera orientalis Lam.

10— Lonicera xylosteum L.

L1 onicera chrysantha Turcz. ex Ledeb.

17 pav. Lonicera L. genties rasiy ir porasiy UPGMA dendrograma, sudaryta pagal Nei ir Li
(1979) genetinius atstumus. Jkély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy

4 0.05
100 Lonicera chrysantha Turcz. ex Ledeb.
[oo Lonicera xylosteum L.
35} L Lonicera orientalis Lam.
/ Lonicera boczkarnikowae Plekhanova \
— Lonicera caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) Pojark.
[[———"—— Lonicera caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsov
Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz
ool Lonicera edulis Turcz. ex Freyn.
Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.
= Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai
Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.

Lonicera caerulea L.

/

18 pav. Lonicera L. genties raiSiy ir poriisiy filogenetiné dendrograma, sudaryta NJ grupavimo
metodu pagal Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. [kély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy
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2.2. Filogenetiniy ry$iy nustatymas naudojant cpDNR sekoskaitos duomenis

Kaip minéta anks¢iau (1.3 sk.), buvo atlikta Lonicera L. genties atstovy
cpDNR Sesiy nekoduojanciy regiony 71146 nukleotidy sekoskaita (21 lentelé).
Atlike daugybing cpDNR visy Sesiy regiony seky analizg, gavome apibendrinta
6015 nukleotidy seka (22 lentelé). Konservatyviy seky ilgis — 5763 nukleotidai,
kintan¢iy — 235 nt. IS viso nusatytos 56-i0s parsimoniskai informatyvios vietos
ir 179 vieno nukleotido polimorfizmai. [verting visas nustatytas cpDNR sekas,
atlikome filogenetine analiz¢ ir nubraizéme dendrogramg, naudodami ML

statistinj analizés metoda ir Tamura-Nei pagalbinio modelio algoritmg (19

pav.).

/ P Lonicera caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) Pojark
45 Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz
36 Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.

Lonicera boczkarnikowae Plekhanova

Lonicera caerulea L.

89

Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai

Lonicera caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsov

Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.

\\ % Lonicera edulis Turcz. ex Freyn. /

Lonicera orientalis Lam.

76 Lonicera xylosteum L.

Lonicera chrysantha Turcz. ex Ledeb.

19 pav. Lonicera L. genties rasiy ir porGsiy filogenetiné analizé, atlikta remiantis cpDNR $esiy
nekoduojamy regiony sekoskaita. Dendrograma sudaryta naudojant ML metodg ir Tamura-Nei
modelio algoritma. Jkély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy

ApskaiCiuoti genetiniai atstumai tarp tirty genotipy rodo, kad maziausias
genetinis atstumas (GDy, = 0,0037) yra tarp L. caerulea subsp. stenantha ir L.
caerulea, o didZiausias (GDy, = 0,0128) — tarp L. caerulea subsp. pallasii ir L.

chrysantha (25 lentelé).
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25 lentelé. Lonicera L. genties atstovy genetiniai atstumai, apskaiciuoti pagal cpDNR
Sesiy regiony sekoskaitos duomenis

Pvz.
Nr.
1
2 | 0,0045
30,0087 0,0047
4 | 0,0068 0,0061 0,0066
50,0086 0,0089 0,0073 0,0109
6 | 0,0080 0,0084 00072 0,0103 0,0068
7100054 00056 0,0056 0,0082 0,0098 0,0089
8 10,0066 0,0075 0,0068 0,098 00110 0,0094 0,0079
9 10,0105 0,0109 0,0089 00128 0,0103 0,009 0,0118 0,0125
10 | 0,0051 0,0051 0,0056 0,0080 0,0094 0,0095 0,0065 0,0084 0,0119
11 | 0,0077 0,0091 0,0065 00110 10,0117 00112 0,009 00109 0,0084 0,0100
12 | 0,0075 0,0079 0,0059 0,0095 0,0107 0,0105 0,0089 0,0102 0,0079 0,0087 0,0054
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

* —1 — Lonicera caerulea L.; 2 — Lonicera caerulea L. subsp. kamtschatica (Sevast.) Pojark.; 3 —
Lonicera caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsov; 4 — Lonicera caerulea L. subsp. pallasii
(Ledeb.) Browicz; 5 — Lonicera caerulea L. subsp. altaica Pall.; 6 — Lonicera edulis Turcz. ex Freyn.;
7 — Lonicera boczkarnikowae Plekhanova; 8 — Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai; 9 — Lonicera
chrysantha Turcz. ex Ledeb.; 10 — Lonicera venulosa (Maxim.) Vorosh.; 11 — Lonicera xylosteum L.;
12 — Lonicera orientalis Lam.

2.3. Filogenetiniy rySiy analizé panaudojant originalius ir duomeny

bazése registruoty giminingy taksony cpDNR sekoskaitos duomenis

Visas sausmedziy cpDNR sekas, nustatytas sekoskaitos metu (21 lentelé),
palyginome su NCBI instituto GenBank®/EMBL/DDBJ ir PDB duomeny
bazése uzregistruotomis nukleotidy sekomis. Paieska vykdéme su BLASTN
v2.2.24 paieSkos jrankiu. Siekdami susiaurinti seky palyginimo paieska,
panaudojome MEGABLAST paieskos algoritmg Simtui palyginamy seky.

IS Sesiy istirty cpDNR regiony i§ viso palyginome septynis cpDNR seky
fragmentus. Pirmiausia NCBI duomeny bazéje buvo bandoma ieskoti seky,
kurios bty identiSkos (tos pacios rusies ir to paties cpDNR regiono) miisy
analizuojamoms sekoms. Véliau 1 filogenetinj tyrimg buvo jtrauktos
homologiskos kity Lonicera L. genties rtsiy bei artimesniy pagal sistematinj
rangg Caprifoliaceae Seimos augaly sekos. I§ duomeny baziy registro
filogenetiniams tyrimams pasirinkome 20-30 labiausiai taksonominiu pozitriu

panasiy rusiy seky (26 lentele).
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DvideSimt SeStoje lenteléje matyti, kad Lonicera L. genties ir
Caprifoliaceae S$eimos augaly cpDNR 5 7pS12-rpL20 tarpgeninis tarpiklis
visiSkai netirtas. Sekas, kurios biity homologiskos ir panaSiausios 1 misy
nustatytas Sio regiono sekas, pavyko surasti tik tose augaly ruSyse, kuriose
atlikta viso chloroplasty genomo sekoskaita (26-oje lenteléje pateikiami tik
penki tokiy seky pavyzdziai). Biitent, Siy risiy augaly seky ir miisy nustatyty
seky panasumas yra gana didelis — 85-88%. PaieSkos duomeny bazése
rezultatai rodo, kad dar niekas nepanaudojo sio cpDNR tarpgeninio tarpiklio
Caprifoliaceae seimos augalams tirti.

Atlike paieska seky, panasiy j misy tirto cpDNR trnH-psbA regiono seka,
nustatéme, kad ji panaSiausia j SeSiy Lonicera L. genties rusiy ir dviejy artimai
giminingy Caprifoliaceae Seimos augaly risiy atitinkamas sekas. Kaip matyti
i§ BLASTN paieskos rezultaty (26 lentelé), Lonicera xylosteum trnH-psbA
seka (Ferri et al., 2009) yra identiSka miisy analizuoto L. xylosteum pavyzdzio
sekal.

Dalis Lonicera L. genties rusiy pavyzdziy seky, kurias pateikia Chen ir kt.
(2010), skiriasi neZymiai nuo miisy nustatyty. Kity autoriy pateikiamos ir miisy
nustatytos Sio regiono sekos taip pat skiriasi nezymiai. Pavyzdziui, L. japonica
homologiSka seka ir miisy nustatytos Sio regiono sekos skiriasi vidutiniskai 11
— 15 nukleotidy.

Kity Lonicera L. genties rusiy trnH-psbA regiono sekos skiriasi Siek tiek
daugiau (iki 20 nt). Siuos skirtumus galima paaiskinti seky divergencija
skirtingose rasyse. I$ viso palyginome dvideSimt (8 paimtos i§ NCBI duomeny
bazés ir 12 misy nustatyty) trnH-psbA regiono seky (27 lentelé). Palyginamy
seky ilgiai varijavo nuo 267 bp iki 481 bp. Seky daugybiné analizé parodé, kad
sekos skiriasi tarpusavyje 202 nukleotidais. Be to, Siose sekose nustatyta 153
VNP ir 46 parsimoniS$kai informatyvios vietos. Remiantis Siais duomenimis
buvo sudaryta dendrograma (20 pav.). Dendrogramoje akivaizdziai matyti, kad
visi valgomus vaisius vedantys sausmedziai sudaro vieng klasterj. Tai rodo Sios
grupés monofiletiSkuma. Atskirg klasterj sudaro Valeriana jatamansi ir

Patrinia gibbosa riisiy pavyzdziai.
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26 lentelé. Lonicera L. genties atstovy CPDNR nustatyty seky palyginimas su
panagiomis, GenBank®™ duomeny bazéje registruotomis, sekomis

cpDNR NI DB GeneBank® Esamas panasumas™ Sekos Patiki- | Atitikimas
seka " | pasiekimo kodas p ilgis nt mumas (%)
1 FJ493273.1 Lonicera xylosteum 457 845 100
2 DQ006165.1 Lonicera maackii 414 508 92
g 3 GQ435472.1 Lonicera fulvotomentosa 339 499 95
8 4 GQ435289.1 Lonicera dasystyla 340 484 94
T 5 GU135313.1 Lonicera japonica 441 661 98
g 6 GQ435288.1 Lonicera macranthoides 345 433 91
7 GU477687.1 Valeriana jatamansi 267 152 93
8 AY794229.1 Patrinia gibbosa 276 227 100
. 1 AY582139.1 Panax ginseng + 1070 88
2 I~ 2 DQ383816.1 Lactuca sativa + 1013 87
CQ E_I 3 DQ898156.1 Daucus carota + 965 86
;; = 4 AJ316582.1 Atropa belladonna + 1009 86
5 Z00044.2 Nicotiana tabacum + 913 85
1 AF366905.1 Lonicera caerulea var. edulis 937 1663 98
2 AJ430980.1 Lonicera orientalis 970 1580 96
3 GQ305436.1 Lonicera rupicola 927 1657 98
4 GQ305438.1 Lonicera trichosantha 928 1648 98
5 GQ305437.1 Lonicera graebneri 923 1633 98
6 AF446963.1 Lonicera nervosa 938 1616 97
7 GU168707.1 Lonicera involucrata 925 1611 98
8 GU168708.1 Lonicera maackii 903 1607 98
UC- 9 GQ305435.1 Lonicera japonica 915 1596 98
= 10 GQ305439.1 Lonicera tangutica 863 1498 97
—Cl 11 GQ305434.1 Lonicera sempervirens 949 1565 97
= 12 GU168709.1 Lonicera maximowiczii 815 1349 96
13 AF446964.1 Symphoricarpos orbiculatus 948 1533 95
14 AF446966.1 Heptacodium miconioides 954 1531 95
15 AJ430981.1 Diervilla rivularis 1358 1535 94
16 AF366906.1 Triosteum himalayanum 922 1498 95
17 AF446962.1 Leycesteria formosa 971 1592 96
18 AF446970.1 Dipelta yunnanensis 961 1454 93
19 GU168692.1 Abelia engleriana 936 1450 94
20 AF446968.1 Weigela hortensis 950 1445 94
1 FJ640693.1 Patrinia triloba 811 1112 91
2 FJ640694.1 Triplostegia glandulifera 810 1051 90
3 FJ640698.1 Succisa pratensis 812 1026 89
4 FJ640700.1 Pseudoscabiosa grosii 809 1022 89
5 FJ640697.1 Bassecoia siamensis 813 1020 89
6 FJ640696.1 Bassecoia bretschneideri 812 1020 89
7 FJ640692.1 Morina longifolia 810 1018 89
8 FJ640702.1 Pseudoscabiosa saxatilis 807 1014 89
N 9 FJ640701.1 Pseudoscabiosa limonifolia 807 1014 89
8 10 FJ640709.1 Cephalaria zeyheriana 814 1011 89
cé 11 FJ640707.1 Cephalaria paphlagonica 819 1009 89
s 12 FJ640703.1 Dipsacus fullonum 818 1009 89
13 FJ640743.1 Lomelosia stellata 813 1003 89
14 FJ640706.1 Cephalaria leucantha 816 1002 88
15 FJ640722.1 Knautia arvensis 814 1000 88
16 FJ640695.1 Bassecoia sp. 809 1000 89
17 FJ640745.1 Lomelosia graminifolia 812 992 88
18 FJ640719.1 Knautia macedonica 813 992 88
19 FJ640718.1 Knautia dinarica 815 989 88
20 FJ640738.1 Pterocephalus pulverulentus 833 976 88
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26 lentelés tesinys

cpDNR NI DB GeneBank® Esamas panafumas Sekos Patiki- | Atitikimas
seka " | pasiekimo kodas P ilgis nt mumas (%)
1 FJ217936.1 Lonicera steveniana 674 1210 98
2 FJ217927.1 Lonicera demissa 674 1210 98
3 FJ217910.1 Lonicera floribunda 674 1210 98
4 FJ217890.1 Lonicera heteroloba 674 1205 98
5 FJ217905.1 Lonicera ruprechtiana 674 1194 98
6 FJ217938.1 Lonicera korolkowii 674 1188 98
7 FJ217931.1 Lonicera serreana 671 1186 98
8 FJ217916.1 Lonicera myrtilloides 671 1186 98
9 FJ217917.1 Lonicera morrowii 674 1177 98
10 FJ217941.1 Lonicera tomentella 671 1175 98
11 FJ217912.1 Lonicera caerulea 673 1166 97
12 FJ217904.1 Lonicera obovata 674 1166 97
13 FJ217930.1 Lonicera trichosantha 669 1162 97
Q 14 EU265389.1 Lonicera xylosteum 635 1162 99
O | 15 EU265385.1 Lonicera koehneana 635 1162 99
§ 16 EU265342.1 Lonicera chrysantha 635 1162 99
- | 17 FJ217891.1 Lonicera caprifolium 674 1160 97
18 FJ217925.1 Lonicera maximowiczii 670 1157 97
19 FJ217920.1 Lonicera oreshia 673 1155 97
(2 20 FJ217908.1 Lonicera giraldii 673 1155 97
s 21 FJ217897.1 Lonicera implexa 674 1155 97
ué 22 FJ217895.1 Lonicera henryi 672 1147 97
s 23 FJ217903.1 Lonicera hemsleyana 655 1136 97
24 FJ217898.1 Lonicera chrysantha 630 1129 98
25 FJ217884.1 Lonicera oblongifolia 664 1129 97
26 FJ217932.1 Lonicera involucrata 664 1123 96
27 FJ217922.1 Lonicera subsessilis 630 1123 98
28 FJ217914.1 Lonicera koehneana 630 1123 98
29 FJ217902.1 Lonicera xylosteum 630 1123 98
30 FJ217885.1 Lonicera ledebourii 664 1123 96
1 GQ305396.1 Lonicera trichosantha 603 1086 99
2 GQ305394.1 Lonicera rupicola 603 1081 99
3 GQ305395.1 Lonicera graebneri 596 1062 98
4 GQ305393.1 Lonicera japonica 602 1062 98
g 5 GQ305392.1 Lonicera sempervirens 596 1035 97
O | 6 GQ305397.1 Lonicera tangutica 574 1022 98
§ 7 GQ305391.1 Leycesteria formosa 605 1061 98
~ | 8 GQ305376.1 Symphoricarpos rotundifolius 605 1061 98
9 GQ305372.1 Symphoricarpos microphyllus 605 1061 98
10 GQ305388.1 Triosteum perfoliatum 605 1050 97
11 GQ305385.1 Symphoricarpos orbiculatus 605 1050 97
12 GQ305398.1 Heptacodium miconioides 582 837 92
1 AJ431104.1 Lonicera orientalis 861 1528 98
2 GQ997448.1 Lonicera japonica 1140 1530 96
© 3 AJ431105.1 Diervilla rivularis 858 1308 94
Q 4 AJ431106.1 Dipsacus sativus 824 1103 89
= 5 AJ431107.1 Linnaea borealis 840 1229 93
6 AJ431108.1 Morina longifolia 857 1162 91
7 AJ431109.1 Valeriana hirtella 856 913 86
IS viso: 97 +5 Atitikimo vid.: 94,52 £ 4,2

* — pateikiamos rusys, kuriy cpDNR sekos, uzregistruotos duomeny bazése, buvo panasiausios.
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27 lentelé. Nustatyty CpDNR seky palyginimas su homologiskomis NCBI duomeny
bazése uzregistruotomis sekomis

ot . trnH - trnL- trnS-trnG trnS-
Statistika I§ viso psbA trnF 5'tmG2S | 5tmG2G pS16 pshZ
Pavyzdziy skaicius 169 20 32 42 24 19 32
Palyginamy fragmenty ilgiai (bp) 267481 | O | 630880 | 574786 | oo | 807994
Analizuojamos DNR sekos dydis (nt) 6125 655 1615 885 787 1140 1043
Konservatyvios seky vietos (nt) 4175 298 718 820 716 759 864
Kintancios seky vietos 1136 202 476 65 68 171 154
Pi* 599 46 383 28 11 54 77
Vieno nukleotido polimorfizmai
(VNPF; 528 153 93 37 57 111 77

* — Pi — parsimoniskai informatyvios seky vietos (angl. Parsimony informative character)

Aptariamy seky filogenetin¢ analiz¢ parod¢, kad miisy nustatyta L.
xylosteum cpDNR trnH-psbA seka labai panasi j L. xylosteum seka i§ duomeny
bazés, tatiau neidentiska. Sie skirtumai atsirado dél misy lyginamose sekose

aptikty 18krity ir intarpy.

Lonicera ¢aernlea subsp. kamtschatica
99

- Loricera veniilosa

= Lonicera empliyliocalyx
!
- Lonicera boczkarnikowae
{ Lonicera cdertilea
5E[ Lonicera caernlea subsp. pallasii

= b Lonicera caernlea subsp. stenantha

I~ Lonicera caerniea subsp. altuica

Lonicera edulis

56 Lonicera fulvofomentosa
93 ) i
Lonicera macranthoides

Lonicera dasystyla

— Lonicera orientalis

B4 .
Lonicera xylostenm

43
15}

- Lonicera chrysantha

Lonicera xylosternt

Patrinia gibkbosa
100 Valeriana jatamansi

Lonicera maackii

Lonicera juponica

0.05

20 pav. Lonicera L. genties pavyzdziy ir dviejy giminingy Caprifoliaceae Seimos rusiy P.
gibbosa ir V. jatamansi giminingumo dendrograma, sudaryta remiantis trnH-psbA regiono sekoskaitos
duomenimis, naudojant ML statistinj analizés metoda ir Tamura-Nei modelio algoritma. [kély vertés
(%) gautos atlikus 1000 iteracijy. Misy tirty pavyzdziy pavadinimai pabraukti
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Reikia pazyméti, kad Sios rasies individy cpDNR polimorfizmag aprasé ir
Theis ir kt. (2008). Misy gauti rezultatai rodo, kad L. xylosteum rasiai
artimiausia yra L. chrysantha rasis, o L. orientalis riisis kiek labiau genetiskai
nutolusi (20 pav.).

Atskira klasterj sudaro ir L. fulvotomentosa, L. macranthoides ir L.
dasystyla rasys. Sios trys radys dendrogramoje uzima tarping padétj tarp
valgomus vaisius vedanciy sausmedzio rasiy-poriisiy grupés ir L. xylosteum —
L. chrysantha — L. orientalis rasiy. trnH-psbA regiono analizé rodo, kad
didZiausiu savitumu i§ visy misy iStirty sausmedzio rusSiy pasizymi i§ Ryty
Azijos regiony kile ir maziau kitoms sausmedzio ras$ims gimingos L. japonica
ir L. maackii rasys.

trnL-trnF regiono seky palyginimas su duomeny bazése registruotomis
sekomis parodé, kad miisy nustatytos sekos panasios j dvylika Lonicera L.
genties risiy seky. Kitos sekos, kurios pateikiamos 26-oje lenteléje, nustatytos
Caprifoliaceae seimos rusyse. Nustatyta trnL-trnF regiono seka panasiausia j
tas registruotais sekas, kurias pateikia Bell (2004, 2010), Bremer ir kt. (2002),
Zhang ir kt. (2003). Misy nustatyta L. edulis Turcz. ex Freyn rasies $io
regiono seka labai panasi | duomeny bazéje uzregistruotas L. caerulea var.
edulis sio regiono sekas (Zhang et al., 2003). Palyging 1020 nt ilgio sekas
nustatéme, kad jos skiriasi tik dviem nukleotidais. Miisy nustatyta seka ir
duomeny bazése uzregistruotos Lonicera orientalis trnL-trnF regiono sekos
skiriasi dvylika nukleotidy. Atlike cpDNR trnL-trnF regiono 32-jy seky, kuriy
dydis nuo 815 bp iki 1358 bp, daugybin; palyginima, gavome apibendrinta
1615 nukleotidy seka. Palyging su ja analizuojamas sekas, nustatéme 476
variabilias vietas, tarp jy 93 VNP lokusus. Analizuojamose sekose buvo 383
parsimoniSkai informatyvios vietos (27 lentel¢).

CPDNR trnS-psbZ regionas pasizymi santykinai mazu seky kintamumu
palyginti su Kitais miisy tirtais cpDNR regionais. Iki Siol Lonicera L. genties
augaluose $is regionas netirtas, todél duomeny bazése panaSiausias sekas
aptikome tik Caprifoliaceae Seimai artimy rasiy augaluose (Carlson et al.,
2009). Atlike¢ cpDNR trnS-psbZ regiono 32-jy seky, kuriy dydis nuo 807 bp iki
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994 bp, daugybinj palyginimg, gavome apibendrintg 1043 nukleotidy seka.
Palyging su ja analizuojamas sekas, nustatéme 154 variabilias vietas, 77 VNP
bei tiek pat parsimoniskai informatyviy viety (27 lentelé).

CPDNR rpS16 geno, koduojancio ribosomos baltyma, introno sekos, kurios
buvo nustatytos Lonicera L. genties augaluose, pasizyméjo specifiSkumu.
Duomeny bazése pavyko aptikti tik septynias patikimai panaSias sekas (26
lentelé). Dvi i8 jy priklausé Lonicera L. genties raSiy augalams (Bremer et al.,
2002; Moore et al., 2010). Misy nustatytos ir duomeny bazéje aptiktos L.
orientalis raiSies rpS16 geno introno sekos skyrési SeSiais nukleotidais. Atlike
19-o0s seky, kuriy ilgiai variavo nuo 824 bp (Dipsacus sativus) iki 1140 bp (L.
japonica), daugybinj palyginimg ir filogeneting analize, gavome apibendrintg
1140 nukleotidy ilgio seka (27 lentel¢). cpDNR rpS16 geno introno seky
analizé¢ parodé, kad palyginamose sekose yra 716 konservatyviy viety, 171
variabili vieta ir 54 parsimoniskai informatyvios vietos.

Atlike cpDNR trnS-trnG regiono 5 ‘trnG2S dalies seky palyginimg su
duomeny bazése uzregistruotomis sekomis, nustatéme, kad miisy nustatytos
sekos ir daugiau kaip Simtas Lonicera L. genties augaly riiSiy seky yra panasios
(Theis et al., 2008; Smith, 2009). Kaip matyti i§ 26-oje lenteléje pateikty
duomeny, miisy nustatytos sekos Siek tiek skiriasi palyginti su L. caerulea, L.
chrysantha (dviejy pavyzdziy) ir L. xylosteum (dviejy pavyzdziy) sekomis.
ISsamus $iy seky palyginimas parodé, kad miisy nustatytos ir duomeny bazése
esancios L. caerulea sekos skyrési dviem intarpais ties 152 — 164 nukleotidais
ir ties 222 — 237 nt bei dviem VNP. Miisy nustatyta L. chrysantha rtsies
5tnG2S seka sutapo su duomeny bazése pateikta L. chrysantha seka. L.
xylosteum pavyzdziai skyrési trimis nukleotidais. Atlike Lonicera L. genties
riasiy CpDNR trnS-trnG regiono 5 ‘trnG2S dalies 30-ies seky, uzregistruoty
duomeny bazeése, ir miisy nustatyty 12-os seky daugybinj palyginima, gavome
apibendrintg 885 nukleotidy seka. Nustatéme 820 konservatyviy viety, 65
polimorfines, 28 parsimonskai informatyvias vietas, o taip pat 37 VNP (27
lentelé). Atlikus Sio cpDNR regiono seky pavyzdziy filogeneting analizg buvo

nubraizyta filogenetiné dendrograma (21 pav.).
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21 pav. Lonicera L. genties keturiasdesimt dviejy pavyzdziy giminingumo dendrograma,
sudaryta remiantis trnS-trnG (5 ‘trnG2S) regiono sekoskaitos duomenimis. | palyginimg jtraukta
dvylika nustatyty seky ir trisdesimt i§ NCBI GenBank® duomeny bazés. Filogenetiné dendrograma
sudaryta naudojant ML statistinj analizés metoda, taikant Tamura-Nei modelj. [kély vertés (%) gautos
atlikus 1000 iteracijy. Masy tirty Lonicera L. genties taksony pavyzdziy pavadinimai pabraukti
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Dvidesimt pirmame paveiksle matyti, kad visi analizuoti L. chrysantha
pavyzdziai sudaro vieng klasterj kartu su L. subsessilis, L. trichosantha, L.
xylosteum, L. koehneana rusiy pavyzdziais. L. chrysantha pavyzdziai
tarpusavyje skiriasi nezymiai. Didesnis skirtumas yra tarp L. Xxylosteum
pavyzdziy, kurie nors ir grupuojasi tame paciame dendrogramos klasteryje,
taCiau yra labiau genetiSkai nutolg. Kiti autoriai taip pat nurodo Sios riiSies
pavyzdziy cpDNR seky skirtumus (Theis et al., 2008). Kadangi miisy nustatyta
L. caerulea rusies 5 trnG2S regiono seka skiriasi dviem intarpais ir dviem
VNP palyginti su duomeny bazése uzregistruotomis sekomis, tai $ios riisies
padétis dendrogramoje nesutampa su padétimi, kuri nustatoma naudojant
duomeny bazése registruotg seka.

Palyging cpDNR trnS-trnG regiono 5 #nG2G dalies sekas su duomeny
bazése uzregistruotomis, aptikome 12 seky, kurios panaSios ] misy
nustatytgsias. I$ pastaryjy septynios priklausé Lonicera L. genties rasiy
augalams (Bell, 2010) (26 lentel¢).

Atlike Sio cpDNR regiono 24-iy seky daugybing analize, nustatéme
apibendrintg 787 nt seka, kurioje 716 nt yra konservatyviis, 68 nt —
polimorfiniai, tarp kuriy — 57 VNP ir 11 parsimoniskai informatyviy (27
lentelé). Atlikus Sio cpDNR regiono seky pavyzdziy filogeneting analiz¢ buvo
nubraizyta filogenetiné dendrograma, kurioje wvisi tirti valgomus vaisius

vedanciy sausmedziy atstovai grupuojasi kartu (22 pav.).
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22 pav. Lonicera L. genties pavyzdziy giminingumo dendrograma, sudaryta remiantis cpDNR
trnS-trnG regiono 5 ‘trnG2G dalies sekoskaita. | palyginimg jtraukta dvylika nustatyty seky ir dvylika
paimty i§ duomeny bazés. Dendrograma sudaryta naudojant ML statistinj analizés metoda, taikant
Tamura-Nei modelj. Ikély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy. Misy tirty Lonicera L. genties
taksony pavyzdziy pavadinimai pabraukti
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IV.REZULTATU APTARIMAS

1. Lonicera L. genties pavyzdziy polimorfizmas VU Botanikos sodo

kolekcijoje

Naujy veisliy kiurimas labai priklauso nuo genetiniy kolekcijy, kuriose
sukaupti genotipai, pasizymintys vertinga ir prieinama genetine jvairove. Nuo
1979 m., kai buvo jkurta VU Botanikos sodo sausmedziy kolekcija, joje
sukaupta daugiau kaip Simtas (134) pavyzdziy, atstovaujanciy skirtingas riisis,
portsius, veisles ir genetines linijas. Daugiausia kolekcijoje yra L. caerulea L.
risies atstovy. Kai kurios laukinés rasys (pvz., L. chrysantha, L. orientalis ir
kt.) neturi komercinés reikSmeés, taciau gali pasitarnauti kaip genetinés
jvairovés Saltinis ir naudingy geny, nulemianéiy atsparumg kenkéjams ir
ligoms, donorais. Pavyzdziui, Japonijos mokslininkai Miyashita ir Hoshino
(2010), norédami padidinti L. caerulea geneting jvairove ir pagerinti
agrotechnines savybes, tiria Sios rasies hibridizacija su L. gracilipes var.
globra.

Norint efektyviai panaudoti kolekcija, bitinas ir jos genetinés jvairovés
jvertinimas, nes morfologiniy Zymeny jvairovés tam nepakanka. Augaly
genetines savybes geriausia tirti naudojant DNR zymenis (Weising et al.,
2005). Gana seniai DNR zymenys vertinami kaip svarbi ir veiksminga
priemoné genetinéms Kolekcijoms ir geny bankams tvarkyti, genetinés
jvairovés panaudojimui selekcijos programose (Rafalski, Tingey, 1993).
Daugybé tyrimy parode¢, kad RAPD metodas yra vienas tinkamiausiy genetinei
jvairovei jvertinti (Angiolillo et al., 2006; Carelli et al., 2006; Sensoy et al.,
2007; Cordeiro et al., 2008). Sj metoda panaudojome VU Botanikos sodo
sausmedziy kolekcijos genetinei jvairovei nustatyti, kolekciniams sausmedzio
pavyzdziams genotipuoti, genetiniy linijy, kaip papildomo genetinés jvairovés
Saltinio, potencialui jvertinti. Tyrimo pradzioje atlikome RAPD pradmeny
atranka, t.y. parinkome oligonukleotidinius pradmenis, tinkamus Lonicera L.

tyrimams ir nustatéme patikimai atsikartojan¢ius RAPD Zzymenis. Pradmeny
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atranka vyko dviem etapais. Pirmiausia iSbandéme 20 pradmeny, su kuriais
iStyréme 40 skirtingo taksonominio statuso Lonicera L. genotipy. Tyrimas
parodé, kad DNR polimorfizmas, nustatomas RAPD metodu, yra pakankamas
net labai genetiskai artimiems sausmedzio augalams genotipuoti. Eksperimento
metu buvo genotipuoti visi pavyzdziai, i§skyrus du ‘Regel-683° klonus. Taip
pat buvo nustatyta daug polimorfiniy DNR lokusy — 84,3%. ldentifikuojant
genotipus musy tirtoje 40-ties individy grupéje, DNR polimorfizmas, jvertintas
RAPD metodu, buvo daug informatyvesnis uz morfologing jvairove. Antrame
Sio tyrimo etape, iSbande papildomai dar 30 oligonukleotidiniy pradmeny ir
jverting abiejy eksperimenty rezultatus, pasirinkome 12 pradmeny
tolimesniems kolekcijos tyrimams. Panasy pradmeny skaiciy jvairiy augaly
rusiy kolekcijoms tirti naudojo ir nemazai kity autoriy (Gimenes et al., 2000;
Carelli et al., 2006; Sensoy et al., 2007; Cordeiro et al., 2008). Su Siais dvylika
pradmeny nustatéme Simte genotipy 149 RAPD lokusus ir didel; jy
polimorfizmg — 88,1%. Ivertinus DNR polimorfizmg genotipy grupése,
atstovaujanciose rusis, porasius, veisles ir genetines linijas, didziausias
polimorfizmas, kaip ir tikétasi, buvo nustatytas tarp risiy pavyzdziy (97,8%),
maziausias — genetiniy linijy grupéje (73,9%) (16 lentel¢). Remiantis turimais
duomenimis, galime teigti, kad misy pradétas melsvauogio sausmedZzio
kolekcijos tyrimas naudojant molekulinius zZymenis, yra pirmasis paskelbtas
tokio pobiidzio $ios risies tyrimas (Naugzemys et al., 2007). Siame tyrime
atrinkti kai kurie oligonukleotidiniai pradmenys véliau buvo panaudoti kity
mokslininky atliktuose L. caerulea L. var. emphyllocalyx ir L. gracilipes var.
glabra Miquel tarprasiniy hibridy tyrimuose (Miyashita, Hoshino, 2010).
Neseniai paskelbtas L. caerulea L. keturiolikos pavyzdziy i§ Lenkijos ir
Rusijos genetinés jvairovés tyrimas ISSR Zymeny metodu (Smolik et al.,
2010). Siame darbe, naudojant 11 atrinkty ISSR pradmeny, nustatyti 129 ISSR
lokusai, i$ kuriy 64% buvo polimorfiniai. Atsizvelgiant j tai, kad RAPD ir
ISSR lokusai genome skiriasi, bei | tai, kad pastarajame darbe buvo tirtas

Zymiai mazesnis pavyzdziy, kurie priklausé tik L. caerulea L. polimorfinei
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rusiai, skaiCius, nustatytas mazesnis genetinés jvairovés lygis neprieStarauja

misy tyrimuose gautiems rezultatams.

2. Melsvauogio sausmedZio genetiniy liniju selekcinés galimybés

Tam tikros kultiriniy augaly ruSies genetinés bazés praplétimas
Stuolaikinéje selekcijoje yra labai aktualus, kadangi vykdant selekcijos
programas panaudojama tik nedidelé gamtinése populiacijose randamos
genetinés jvairovés dalis (Baur, 1914; Haskell, 1960; Mekbib, 2008; Wouw et
al., 2009). Dél Sios priezasties kultiirinius augalus labiau pazeidZia nepalankios
salygos, jvairlis kenkéjai bei ligos. Ne iSimtis ir melsvauogis sausmedis. Nors
selekciniu poZzitriu tai nauja kulttra, taciau jos selekcija vis dazniau vykdoma
naudojant jau sukurtas veisles. Kaip rodo jvairiy autoriy darbai, gamtinés
jvairiy rasiy populiacijos — labai svarbus papildomos genetinés medziagos
Saltinis (Stalker, 1980; Cox et al., 1984; Sharma et al., 2003; Wouw et al.,
2009). Pleciant tam tikros kultiiros geneting baze galima panaudoti tiek tos
pacios rasies gamtiniy populiacijy, tiek giminingy ruSiy geneting medziaga
(Cooper et al., 2001; Miyashita, Hoshino, 2010). Kadangi morfologiniai
zymenys pasizymi mazesne jvairove ir labai priklauso nuo aplinkos salygy, tai
savo darbe, norédami jvertinti VU Botanikos sode esanCiy sausmedZio
genetiniy linijy, kilusiy 1§ gamtiniy populiacijy, potencialg genetinei veisliy
jvairovei didinti, naudojome RAPD Zymenis. [vertinome 32-jy genetiniy linijy
ir 19-os elitiniy veisliy genetine diferenciacija. DNR polimorfizmas, nustatytas
naudojant dvylika oligonukleotidiniy pradmeny, buvo pakankamas
pasirinktiems elitiniy veisliy ir genetiniy linijy pavyzdziams genotipuoti (7
pav.). Genetinis giminingumas, nustatytas UPGMA metodu, daugeliu atvejy
atitiko turimus genealoginius tirty veisliy duomenis (7 lentel¢). Tai rodo, kad
Sie zymenys yra tinkami ne tik genetiniam panasumui tirty veisliy grupéje, bet
taip pat veisliy ir genetiniy linijy panasumui bei skirtumui jvertinti. Panasius
rezultatus, rodancius, kad molekuliniai ir genealoginiai duomenys koreliuoja,

gavo ir kiti autoriai (Doldi et al., 1997; Kynpsisues u ap., 2003; Raddova et al.,
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2003). Pavyzdziui, Doldi ir kt. (1997), vertindami 18 sojos varietety (varietetai
buvo atrinkti selekcijos programai, skirtai baltymingumui didinti veislése,
adaptuotose Centrinés Europos salygoms), geneting jvairove nustate, kad
RAPD ir SSR Zymeny pagrindu nubraizytas giminingumo medis labai gerai
atitinka turimus genealoginius duomenis. Remdamiesi savo bei kai kuriy kity
autoriy rezultatais, galime teigti, kad veisliy ir linijy genetinio giminingumo
UPGMA dendrograma objektyviai atspindi Siy dviejy genotipy grupiy
panasumus 1r skirtumus. Tai patvirtina ir genetinio panasumo jvertinimas NJ
metodu (23 pav.) bei principiniy koordinac¢iy analizé (PCoA). Nors UPGMA ir
NJ metodai pagristi skirtingais principais, gauti rezultatai rodo panasius veisliy
Ir genetiniy linijy skirtumus. PCoA taip pat rodo, kad aptariamy grupiy augalai
dvimatéje koordinaciy erdvéje linke grupuotis atskirai (24 pav.).

Kaip jau minéta, genetinés linijos buvo sukurtos naudojant gamtiniy
populiacijy geneting medziaga. Dauguma $iy linijy UPGMA dendrogramoje
patenka ] antrg klasterj, turinj 63% jkély statistinj palaikyma (7 pav.). Kadangi
tik nedidelis genetiniy linijy skaiCius grupavosi kartu su veislémis, gauti
rezultatai rodo daugumos genetiniy linijy genetinés medziagos savituma.

Kai kurie autoriai, norédami jvertinti genetinés jvairoveés pasiskirstymag
tarp tam tikromis savybémis besiskirian¢iy augaly grupiy, naudoja ir AMOVA
metodg (Jakse et al., 2004, Carelli et al., 2006, Soleimani et al., 2007), kuris
tradiciSkai taikomas populiacijy genetikoje, kai analizuojami dominuojanciu
paveldéjimo pobudziu pasizymintys DNR zymenys (pavyzdziui, RAPD,
AFLP, ISSR) (Nybom, 2004; Jogaité¢ et al., 2006; Patamsyté et al., 2010).
AMOVA metodu gauti rezultatai taip pat patvirtino, kad Sios dvi genotipy
grupés reikSmingai skiriasi viena nuo kitos. Nors didZioji genetinés jvairovés
dalis yra bendra, tac¢iau Zymi jos dalis (18,9%) yra biidinga atskiroms grupéms.

Iki Siol taksonominis L. caerulea vertinimas nevienareik§mis (ITiexanoBa,
Pocroa 1994; Janick, Paull, 2008), pasitaiko nemazai painiavos
pavadinimuose. Tvarkant melsvauogio sausmedzio kolekcijas ar vykdant

hibridy analizg, pravartu turéti Zymenis, specifiskai identifikuojancius rasj.
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23 pav. L. caerulea L. veisliy ir genetiniy linijy pavyzdziy genetiné jvairové pagal RAPD
lokusus. Dendrograma sudaryta NJ metodu pagal RAPD duomenis. Jkély vertés gautos atlikus 1000
iteracijy
Kaip matyti devintame paveiksle, A02s79 Zymuo yra budingas visy veisliy,

genetiniy linijy ir tirty porusiy pavyzdziy RAPD profiliams.
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24 pav. Melsvauogio sausmedzio genetiniy linijy ir veisliy pavyzdZiy principiné koordina¢iy

analizé

Dél to galima manyti, kad Sis lokusas gali buti L. caerulea tetraploidinei
polimorfinei rtsiai savitu zymeniu. A02s79 Zymuo nenustatytas L. chrysantha
Turcz. ex Ledeb., L. xylosteum L., L. orientalis Lam., L. vesicaria Kom., L.
alpigena L., Lonicera x bella f. candida Zabel, L. praeflorens Batalin
pavyzdziuose. Sio DNR fragmento i§ trijy taksonominiu pozidiriu skirtingy
pavyzdziy L. caerulea L., L. caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) ir L.
caerulea L. subsp. kamtschatica (Pojark.) klonavimas ir sekoskaita parodé
nedidelj polimorfizmg (= 3,2%). Atlike panasiy seky BLAST paieska duomeny
bazése, homologisky seky nenustatéme. Klonuoti skirtingy sausmedzio
pavyzdziy DNR fragmentai, nors ir buvo panasiis, bet skyrési neZymiai savo
nukleotidy sekomis (10 pav.). Siuos skirtumus galima paaigkinti homologisky
nekoduojanéiy seky divergencija. Didesni (apie 9%) vienodo dydzio
monomorfiniy RAPD fragmenty seky skirtumai buvo nustatyti Vitis spp.
veislese (Bohm and Zyprian 1998). Nkongolo ir kt. (2002) nustaté ir
sekvenavo DNR zymenis, kurie buvo saviti vienai i§ asStuoniy (Pinus sylvestris,
P. strobus, P. rigida, P. resinosa, P. nigra, P. contorta, P. monticola, P.
banksiana) ar keletui Pinus ragiy. Siuo atveju sekoskaita atskleidé didel; tirty
skirtingy raiSiy seky panasuma, nors kai kurios pasizyméjo DNR polimorfizmu.

Misy klonuotas 568 bp fragmentas neturéjo panaSumo su zinomais augaly

120



judriaisiais genomo elementais, tod¢l gauti rezultatai nepriestarauja Bodénes ir
kt. (1997) bei Lu ir kt. (1997) pastebéjimui, kad dalis RAPD fragmenty néra
kile 18 pasikartojanciy seky.

Kadangi RAPD Zzymenys turi tam tikry trikumy, noréjome miisy
identifikuotg riiSiai savita lokusg pazyméti labiau patikimu ir aiSkesniu —
SCAR zymeniu (Paran, Michelmore, 1993). SCAR zymenys gana placiai
naudojami rasims, veisléms, genotipams ir atsparumo lokusams nustatyti
(Paran, Michelmore, 1993; Bodénes et al., 1997; Klinbunga et al., 2000; Filho
et al., 2002; Barabaschi et al., 2007). Deja, RAPD Zymens konvertavimas |}
SCAR Zymen] nebuvo informatyvus, nes pastarasis prarado RAPD bidinga
polimorfizmg. Toks rezultatas leidzia manyti, kad AO02s7o tarprSinj
polimorfizmg nulemia mutacijos, atsiradusios vieno i§ pradmeny (virSutiniojo,
5' padétyje) prisijungimo sekoje. Bodénes ir kt. (1997) nustate, kad RAPD
polimorfizma dazniausiai sukelia taskinés mutacijos pradmeny prisijungimo
vietose. Sie autoriai taip pat nustaté, kad apie 50% SCAR Zymeny praranda
polimorfizma palyginti su pradiniu RAPD polimorfizmu. D¢l to tokie SCAR
zymenys netinka ruSies identifikavimui. Atsizvelgiant ] tai, melsvauogio
sausmedzio pavyzdziams identifikuoti belieka naudoti A02570 RAPD Zymenj,
kuris patikimai atsikartoja ir yra tinkamo dydZio (Fahima et al., 1999; Badenes
et al., 2004).

Keletas VU Botanikos sodo sausmedzio kolekcijos genetiniy linijy
nenusileidZzia savo agronominémis ir biologinémis savybémis pripaZintoms
veisléms. Atlikg¢ keturiolikos L. caerula L. genetiniy linijy ir septyniy veisliy
kai kuriy biologiniy ir agrotechniniy savybiy palyginimg nustatéme, kad kai
kurios genetinés linijos (‘1L°, ‘2C63°, ‘3U’°, ‘3-5°, ‘96-4") pasizymi dideliu
uogy svoriu bei atsparumu gryby sukeliamoms ligoms (Zilinskaite et al.,
2007). Be to beveik visoms Sioms linijoms budingi RAPD lokusai (‘1L° —
Allsgg; ‘2C63°— 170-08490; 380-01s39; 380-021500; A091031; “3U” — 170-08490;
380-01530; 380-021500; Allzgg; “3-5 — 380-01s30; 380-02;500), kuriy néra tirtose

elitinése veislése.
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Apibendrinant melsvauogio sausmedzio genetiniy linijy ir elitiniy veisliy
tyrimo rezultatus galima teigti, kad VU Botanikos sodo sausmedzio kolekcijos
genetinés linijos yra vertingos selekciniu pozitiriu ir gali biiti panaudotos kaip
papildomos genetinés jvairovés Saltinis kuriant naujas veisles. Panaudojus
perspektyviausias genetines linijas ir kai kurias elitines veisles, bty galima
tikétis gauti vertingus hibridus. Dar vienas ateities uzdavinys tiriant $ig
geneting medziagg — tai dkiniu poZilriu svarbiy poZymiy ir nustatyty

molekuliniy Zymeny sgsajos paieska.

3. Sausmedziy filogenetiniai tyrimai

3.1. RAPD metodo panaudojimas sausmedziy filogenetiniams

tyrimams

Iki Siol RAPD Zymenys placiai naudojami ir jvairiy organizmy
filogenetiniams rysiams tirti. Daugeliu atvejy filogenetiniy tyrimy rezultatai,
gauti RAPD metodu, sutampa su rezultatais, kurie gauti kitais metodais
(Kochieva et al., 2002; Katsiotis et al., 2003; Makarevitch et al., 2003; Yang et
al., 2008). RAPD juostos daznai pagausinamos nuo pasikartojanciy
palindrominiy seky (Williams et al., 1990; Devos, Gale, 1992), kurios svarbios
filogenetiniuose ir taksonominiuose tyrimuose (Nkongolo et al., 2001). Miisy
darbe RAPD Zymenys buvo svarbis ir rezultatyviis nustatant skirtumus tarp
jvairiy Lonicera L. taksony pavyzdziy. DNR polimorfizmas sausmedzio rusiy
grupéje buvo labai didelis — 97,8%. RAPD juosty skirtumus panaudojome
filogenetiniams rySiams tirtoje Lonicera L. genties atstovy grupéje nustatyti.
Remiantis molekuliniais duomenimis ir taikant skirtingus genetinio
giminingumo nustatytmo metodus (UPGMA ir NJ), buvo nubraizytos
filogenetinés dendrogramos. Kaip matyti i$ $iy dendrogramy (17 ir 18 pav.),
genotipy grupavimasis pagal genetin] gimininguma gana gerai atitiko jy
morfologinius pozymius ir biologines savybes. Visi tirti pavyzdziai, vienaip ar

kitaip susije¢ su polimorfine L. caerulea L. rGsimi, pateko j tg patj klasterj.
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Verta pazyméti, kad tarp $iy visy Lonicera L. genties atstovy yra tokiy, kuriy
vaisiai gali biiti naudojami maistui. Sibire ir Tolimuosiuose Rytuose $iy rusiy
arealai persidengia, vyksta jy tarpriSiné hibridizacija. Raudonas uogas
brandinancios sausmedziy raiSys L. chrysantha ir L. xylosteum dendrogramoje
grupuojasi kartu. | tg patj klasterj patenka ir L. orientalis, nors morfologiskai $i
rigis labiau skiriasi nuo minéty dviejy rusiy. Siy trijy rGSiy neabejoting
giminingumg patvirtina aukstos jkély vertés ir kity autoriy filogenetiniy tyrimy
rezultatai (Theis et al., 2008; Smith, 2009). Siy autoriy duomenimis, rasys L.
chrysantha ir L. xylosteum yra ypa¢ artimai giminingos. Dendrogramos,
sudarytos naudojant skirtingus metodus, turi ir daugiau panaSumy. Tiek
UPGMA, tiek NJ metodais sudarytose dendrogramose matyti, kad artimai
gimini$kos yra L. caerulea subsp. pallasii, L. boczkarnikowae ir L. caerulea
subsp. kamtschatica; L. edulis ir L. caerulea subsp. altaica; L. emphyllocalyx ir
L. caerulea. Taciau L. caerulea subsp. stenantha ir L. venulosa padétys Siose
dendrogramose labai skiriasi. Aiskiai matyti, kad néra akivaizdaus L. caerulea
ir jos poriiSiy grupavimosi, todél manome, kad poriisiy statusas turéty biiti toks
pat, kaip ir daznai atskiromis riiSimis laikomy L. venulosa, L. emphyllocalyx, L.

edulis ir L. boczkarnikowae.

3.2. Filogenetiné analizé naudojant sekoskaitos tyrimo duomenis

Siekiant objektyviau jvertinti filogenetinius rySius, vis dazniau naudojami
skirtingi molekuliniy Zymeny metodai ir branduolio bei organoidy DNR
sekoskaita. Filogenetinés analizés duomenys, pagristi molekuliniy tyrimy
rezultatais, palyginami su morfologiniais pozymiais paremta taksony
Klasifikacija (Soltis, Soltis, 2000; Gehrig et al., 2001; Corazza-Nunes et al.,
2002; Lee et al., 2004; Theis et al., 2008; Ikegami et al., 2009; Jacobs et al.,
2010). Be jau minétos RAPD analizés, kaip pagrindinj metoda sausmedZzio
taksony pavyzdziy filogenetiniams rySiams nustatyti naudojome nekoduojanciy
cpDNR regiony sekoskaita (16 pav.). DNR sekoskaita statistiSkai daug

patikimesné ir leidzia sudaryti tikslesnes filogenijos schemas palyginti su
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RAPD metodu (Blattner et al., 2001; Gehrig et al., 2001). Filogenetinio tyrimo
informatyvuma apsprendzia evoliuciniy pokyc¢iy tam tikrame genomo DNR
regione greitis, kuris jvairiose organizmy grupese gali skirtis. Tod¢l kiekvienai
tiriamai organizmy grupei biitina surasti DNR regionus, kurie bty tinkamiausi
filogenetiniams tyrimams. Misy iStirty cpDNR SeSiy regiony svarba
filogenetiniams tyrimams yra nevienoda. Kaip nurodo Shaw ir kt. (2007),
cpDNR nekoduojan¢iy regiony variabilumas labai skiriasi ir daZnai
filogenetiniams tyrimams yra naudojamos ne paciu didziausiu kintamumu
pasizymincios sekos. Autoriy nuomone, iki Siol nepakankamai panaudojamos
labai variabilios sekos. Dideliu nukleotidy polimorfizmu pasizymincios sritys
labai svarbios nustatant Zemiausio rango taksony filogenetinius rySius (Gielly,
Taberlet, 1994; Shaw et al., 2005). Pavyzdziui, cpDNR trnH-psbA regionas
naudojamas augaly DNR briikSniniam kodui kurti (Kress et al., 2005; Cowan
et al., 2006; Kress, Erickson, 2007; Lahaye et al., 2008; Whitlock et al., 2010).
Kaip matyti 1§ filogenetinés dendrogramos, sudarytos remiantis cpDNR trnH-
psbA regiono sekoskaitos duomenimis (16 A pav.), miisy iStirty sausmedzio
pavyzdziy sekos aiSkiai skiriasi ir dendrogramoje jie grupuojasi j du klasterius.
I pirmaj; klaster; patenka valgomus vaisius vedanciy sausmedziy rusys ir
portsiai artimai giminingi L. caerulea, o j antrajj — L. chrysantha, L. xylosteum
ir L. orientalis. Toks S§iy pavyzdziy grupavimasis klasteriuose panasus |
grupavimasi, gauta RAPD metodu (17 pav.). Be to, Siame cpDNR regione
nustatéme daugiausia variabily viety — 5,7%. Palyginus masy rezultatais
pagristas filogenetines dendrogramas gautas skirtingais metodais, o taip pat ir
su kity autoriy sudarytomis dendrogramomis, galima daryti iSvadg, kad trnH-
psbA regionas yra tinkamas melsvauogio sausmedzio vidurii§inei filogenetinei
analizei (Bell, Donoghue, 2005; Ferri et al., 2009; Kress et al., 2009; Chen et
al., 2010; Yang et al., 2011). Atlikus pasirinkty sausmedzio taksony pavyzdziy
filogenetine analiz¢ naudojant trijy kity cpDNR regiony (trnS-trnG, rpS16 ir
trnS-psbZ) sekoskaitos duomenis, buvo gauti panasiis rezultatai. Visais atvejais
aiskiai atsiskiria L. caerulea giminingy taksony grupé ir L. chrysantha, L.

xylosteum bei L. orientalis sausmedziy raSys (16 D, E, F pav.). Tai dalinai
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patvirtina ir cpDNR 5 'rpS12-rpL20 regiono seky filogenetiné analizé (16 B
pav.). Sio regiono sekoskaitos duomenis mes pirmieji panaudojome Lonicera
L. genties ir Caprifoliaceae Seimos filogenetiniams tyrimams. Polimorfiniy
viety skai¢ius cpDNR 5'7pSI2-rpL20 regiono sekoje sudaré 5,2%. Sis
tarpgentinis tarpiklis pasiZymejo didZiausiu vieno nukleotido polimorfizmy
skai¢iumi (45 VNP) palyginti su kity cpDNR regiony tirtomis sekomis (22
lentel¢). Gana prieStaringus rezultatus gavome tirdami cpDNR trnL-trnF
regiong. Jame nustatéme pakankamg variabiliy viety skaiciy (5,3%), taciau
sekoskaitos duomenys, skirtingai nei kity seky sekoskaitos rezultatai, nerodé
tokio aiSkaus L. caerulea grupés taksony pavyzdziy atsiskyrimo nuo L.
chrysantha, L. xylosteum ir L. orientalis rasiy grupés. Manome, kad cpDNR
trnL-trnF regionas yra maziau informatyvus sausmedZzio rii$iy filogenetinéje
analizéje palyginti su kitais tirtais cpDNR regionais. Tai patvirtina ir kity
autoriy tyrimy rezultatai, kurie parodé¢, kad cpDNR trnL-trnF regionas netinka
jvairiy taksonominiy grupiy filogenetinei analizei (Hardig et al., 2000; Klak et
al., 2003; Muellner et al., 2003; Samuel et al., 2003).

[vertinome rusSiy grupavimagsi pagal kiekvieng iStirta cpDNR regiong
atskirai ir atlikome sausmedzio rusiy ir poraSiy filogeneting analizg,
naudodami visas nustatytas sekas bei sudaréme jungting filogeneting
dendrogramg (19 pav.). Jungtiné¢ dendrograma buvo nubraizyta ML metodo
pagalba, taciau duomeny analizei pritaikéme ir kitus filogenetiniy
dendrogramy sudarymo metodus: NJ, ME, UPGMA, MP. ML metoda
pasirinkome kaip dazniausiai naudojamg cpDNR regiony seky analizei (Bell et
al., 2001; Bell, Donoghue, 2005; Jacobs et al., 2010; Bell, 2010). Papildomai
buvo pritaikytas ir Tamura-Nei modelis (Tamura, Nei, 1993). Jungtiniy
duomeny pagrindu sudarytoje dendrogramoje (19 pav.) matyti, kad visi
sausmedzio pavyzdziai aiskiai atsiskiria, dauguma medzio Saky yra patikimos,
nes jas patvirtina pakankamai aukstos jkély vertés. Joje taip pat matyti du
klasteriai, j kuriuos grupuojasi L. caerulea L. giminiSkos (pirmasis klasteris) ir
nuo jy nutolusios sausmedzio riiSys (antrasis klasteris). Dendrograma taip pat

rodo, kad valgomyjy sausmedziy klasteris sudarytas i§ dviejy subklasteriy.
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Mazesnjjj subklasterj sudaro L. edulis ir L. caerulea subsp. altaica pavyzdziai.
Sie du pavyzdziai grupuojasi kartu ir RAPD Zymeny pagrindu sudarytoje
dendrogramoje (17 pav., 18 pav.). Tiesa, RAPD-UPGMA dendrogramoje kartu
grupuojasi ir L. venulosa rasies pavyzdys. Tiek cpDNR sekoskaitos, tiek
RAPD duomeny pagrindu nubraizytose dendrogramose, L. xylosteum, L.
chrysantha ir L. orientalis sudaro vieng klasterj. Riisiai L. xylosteum genetiskai
artimesné L. chrysantha nei L. orientalis. Artimg S$iy trijy raSiy genetinj
giminingumg parodo ir kiti autoriai (Theis et al., 2008; Smith 2009).

ML metodu gautg dendrogramg (19 pav.) palyginome su kitais metodais
sudarytomis filogenetinémis dendrogramomis (25 pav. A, B ir C). NJ ir ME
metodais gautos identiSkos filogenetinés dendrogramos, todé¢l ME
dendrograma nepateikiama. Pavyzdziy filogenija ir klasteriy sandara NJ ir ML
filogenetinése dendrogramose nesiskiria (19 pav.). MP dendrograma, Kkuri
sudaryta ty paciy seky analizés pagrindu (25 pav. B), taip pat kongruentiska
ML ir NJ dendrogramoms, nors S§iuo metodu sudarant dendrograma
nenaudojami pagalbiniai modeliai ar algoritmai, o atsizvelgiama tik |
parsimoniSkai informatyvias vietas. UPGMA dendrogramoje daugelio Saky
ikély vertés buvo gana mazos, todé¢l joje pateikiami duomenys néra patikimi.

Norédami patvirtinti, kad filogenetinio tyrimo rezultatai, gauti RAPD ir
cpDNR sekoskaitos metodais, yra panasis, palyginome tarpusavyje genetinius
atstumus, apskai¢iuotus naudojant RAPD Zymenis ir cpDNR regiony
sekoskaitos duomenis (24 ir 25 lentelés). Naudodami Spearman‘o
pasiskirstymg ir skirtingas duomeny reikSmes, apskai¢iavome genetiniy
atstumy tarpusavio koreliacija. Gauta vidutiné teigiama koreliacija — r = 0,59
(p < 0,0001) leidzia teigti, kad RAPD ir cpDNR duomeny pagrindu sudarytos
filogenetinés dendrogramos yra panas$ios, o jy atitikimas labiausiai pasireisSkia

klasteriy lygmenyje.
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25 pav. Lonicera L. genties atstovy filogenetiné analizé pagrijsta CpDNR $esiy nekoduojanciy
regiony sekoskaita. Filogenetiniy dendrogramy, sudaryty jvairiais metodais, palyginimas: A — NJ
metodu, B — MP metodu, C — UPGMA metodu
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Ryskesni skirtumai matomi pirmojo klasterio subklasteriuose. Miisy gauti
filogenetinio tyrimo rezultatai neprieStarauja kity autoriy nustatytiems
sausmedZzio rusiy filogenetiniams rySiams (Theis et al., 2008; Smith, 2009). L.
caerulea L. vidurtSiniai filogenetiniai tyrimai, naudojant DNR Zymenis
(RAPD ir cpDNR sekoskaitg), yra nauji, todél neturime su kuo jy palyginti.
Kadangi filogenetinés analizés, atliktos dviem skirtingais ir tarpusavyje
nesusijusiais metodais, rezultatai yra pana$is, tai nustatytus filogenetinius
taksony pavyzdziy rySius galime vertinti kaip patikimus ir objektyviai
egzistuojancius. Dendrogramos, sudarytos remiantis tiek originaliy seky
sekoskaitos duomenimis (19 pav.), tick duomeny bazése esanciomis giminingy
taksony pavyzdziy homologiskomis sekomis (20 pav.) rodo, kad valgomojo
sausmedzio taksonai sudaro monofileting grupe. Taciau L. caerulea L. porisiai
nesuformuoja vienos klados monofiletinéje grupéje, kaip bty galima tikétis,
jeigu juos laikyti zemesnio rango taksonais, nei keleto autoriy siilomos rusys.

Apibendrindami gautus sausmedziy tyrimo rezultatus ir pateikdami
rekomendacijas, turétume atsizvelgti j tai, kad VU Botanikos sodo sausmedziy
kolekcija turi Augaly nacionaliniy genetiniy iStekliy ex situ kolekcijos statusa.
Tod¢l tolimesniam  kolekcijos tvarkymui (pvz., naujy pavyzdziy
genotipavimui, jy genetinio savitumo jvertinimui) rekomenduotume panaudoti
DNR Zymenis, nustatytus Siame darbe. Remiantis musy tyrimy rezultatais, biity
galima atsisakyti ty kolekcijos pavyzdziy, kuriy taksonominis statusas ar kilmé
kelia abejoniy. Tai padéty efektyviau panaudoti turimus Zzemés plotus
kolekcijai auginti ir plésti. Sitlytume pilniau iSnaudoti turimy sausmedzio
genetiniy linjjy ir elitiniy veisliy genetinj potencialg selekciniame ir

tirlamajame darbe.
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ISVADOS

1. RAPD metodas yra tinkamas Lonicera L. genties augaly
kolekciniams pavyzdziams genotipuoti. Panaudojus dvylika
oligonukleotidiniy pradmeny genotipuota Simtas skirtingo
taksonominio rango sausmedzio pavyzdZziy.

2. Melsvauogis sausmedis Lonicera caerulea L. pasizymi dideliu
(83,2%) DNR polimorfizmu.

3. Melsvauogio sausmedzio L. caerulea L. veisliy UPGMA
dendrograma, sudaryta naudojant RAPD Zymenis, neprieStarauja
Siy veisliy kilmés duomenims.

4. ldentifikuotas ir sekvenuotas L. caerulea L. polimorfinei
kompleksinei rtsiai savitas RAPD Zymuo.

5. Du chloroplasty DNR regionai — trnH-psbA ir 5 ’'rpS12-rpL20 — i$
SeSiy iStirty (trnH-psbA, 5 ’rpS12-rpL20, trnL-trnF, trnS-trnG,
rpS16, trnS-psbZ) yra tinkamiausi Lonicera L. genties atstovy
filogenetiniams tyrimams.

6. Pirma karta Caprifoliaceae Seimos augaly filogenetiniams
tyrimams panaudoti cpDNR 5 °rpS12-rpL20 regiono sekoskaitos
duomenys. Si seka pasizyméjo didziausiu vieno nukleotido
polimorfizmy skaic¢iumi palyginti su kity cpDNR regiony tirtomis
sekomis.

7. Filogenetinés  dendrogramos, sudarytos remiantis RAPD
zymenimis ir cpDNR sekoskaitos duomenimis, yra panasios.

8. L. caerulea L. porisiai L. subsp. kamtschatica, L. subsp. stenantha
ir L. subsp. pallasii, L. subsp. altaica nesudaro vienos klados
filogenetin¢je dendrogramoje ir savo taksonominiu Statusu
nesiskiria nuo L. venulosa (Maxim.) Worosh., L. edulis Turcz. ex
Freyn, L. emphyllocalyx (Maxim.) Nakai ir L. boczkarnikowae

Plekhanova, kurias kai kurie autoriai vertina kaip atskiras raisis.
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9. Filogenetiné analizé, atlikta pagal cpDNR trnH-psbA, 5'rpSi2-
rpL20, trnL-trnF, trnS-trnG, rpS16 ir trnS-psbZ regiony
sekoskaitos duomenis rodo, kad visi iStirti Lonicera L. genties
valgomyjy sausmedziy atstovai sudaro monofileting grupe.

10. VU Botanikos sodo kolekcijoje saugomos melsvauogio sausmedzio
genetinés linijos, pasizymincios savitais RAPD lokusais, gali biti
naudojamos sausmedzio selekcijoje naujy veisliy genetinei
jvairovei didinti. Kai kurios 1§ Siy linijjy pasiZymi ir geromis

tkinémis savybémis.
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1 priedas. Lonicera caerulea L. genetiniy linijy ir elitiniy veisliy genetiniai

atstumai, apskai¢iuoti naudojant RAPD analizés duomenis
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0,361 0,372 0,349 0,400 0,382 0,413 0,377 0,298 0,389 0,364 0,299 0,355 0,479 0,339 0,417 0,362 0,365 0,344 0,339 0,376 0,345 0,301 0,364 0,366 0,339 0,255 0,259 0,231 0,208 0,193 0,157 0,146 0,286 0,322 0,333 0,304 0,287 0,305 0,333
0,333 0,297 0,293 0,386 0,323 0,338 0,349 0,289 0,374 0,353 0,274 0,282 0,429 0,297 0,370 0,317 0,323 0,271 0,299 0,288 0,254 0,246 0,316 0,308 0,296 0,211 0,285 0,279 0,274 0,190 0,266 0,273 0,244 0,262 0,323 0,262 0,262 0,264 0,306
0,356 0,350 0,344 0,412 0,344 0,392 0,388 0,292 0,364 0,344 0,276 0,333 0,475 0,333 0,395 0,322 0,344 0,322 0,333 0,355 0,305 0,279 0,321 0,361 0,316 0,168 0,252 0,146 0,143 0,186 0,149 0,091 0,351 0,316 0,361 0,316 0,298 0,316 0,345
0,367 0,344 0,339 0,405 0,371 0,386 0,366 0,304 0,358 0,354 0,288 0,328 0,450 0,410 0,372 0,333 0,354 0,350 0,359 0,381 0,283 0,306 0,333 0,371 0,311 0,223 0,282 0,219 0,234 0,235 0,204 0,173 0,327 0,310 0,372 0,276 0,293 0,311 0,305

0,313

0,188 0,302

0,256 0,231 0,228

0,234 0,256 0,190 0,260

0,265 0,270 0,269 0,244 0,239

0,206 0,339 0,194 0,296 0,226 0,227

0,339 0,393 0,277 0,400 0,311 0,354 0,368

0,304 0,414 0,292 0,351 0,345 0,273 0,261 0,226

0,230 0,398 0,233 0,306 0,300 0,328 0,220 0,274 0,271
0,316 0,374 0,250 0,381 0,286 0,317 0,291 0,162 0,131
0,276 0,453 0,263 0,391 0,316 0,344 0,250 0,234 0,168 (
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2 priedas. Lonicera caerulea L. elitiniy veisliy genetiniai atstumai apskaiciuoti
naudojant RAPD analizés duomenis

‘Narymskaya > 1
‘Desertnaya > 2] 0,213
‘Salyut ° 3] 0,318 0,230
‘Sinyaya Ptitsa > 4] 0,213 0,200 0,259
‘Lazurnaya ’ 5] 0,197 0,185 0,274 0,108
‘Start> 6] 0,185 0,263 0,275 0,098 0,143
‘Fialka > 7] 0,271 0,121 0,270 0,197 0,197 0,230
‘Roksana > 8| 0,228 0,231 0,304 0,215 0,169 0,218 0,258
‘Morena 9] 0,297 0,252 0,235 0,313 0,267 0,313 0,293 0,313
‘Volshebnica > 10| 0,232 0,234 0,338 0,219 0,172 0,206 0,246 0,188 0,302
‘Chernichka > 11| 0,254 0,240 0,284 0,271 0,225 0,318 0,267 0,256 0,231 0,228
‘Goluboje Vereteno > 12| 0,280 0,219 0,293 0,219 0,172 0,237 0,262 0,234 0,256 0,190 0,260
‘Kuvshinovidnaya * 13] 0,233 0,191 0,262 0,206 0,162 0,223 0,203 0,265 0,270 0,269 0,244 0,239
‘Zolushka > 14| 0,171 0,159 0,282 0,111 0,143 0,147 0,188 0,206 0,339 0,194 0,296 0,226 0,227
‘Bakcharskaya * 15| 0,373 0,355 0,397 0,372 0,322 0,355 0,398 0,339 0,393 0,277 0,400 0,311 0,354 0,368
‘Viola > 16} 0,286 0,322 0,333 0,304 0,287 0,305 0,333 0,304 0,414 0,292 0,351 0,345 0,273 0,261 0,226
‘Vasyuganskaya ° 17| 0,244 0,262 0,323 0,262 0,262 0,264 0,306 0,230 0,398 0,233 0,306 0,300 0,328 0,220 0,274 0,271
‘Tomichka > 18] 0,351 0,316 0,361 0,316 0,298 0,316 0,345 0,316 0,374 0,250 0,381 0,286 0,317 0,291 0,162 0,131 0,226

“Leningradskii Velikan * 19| 0,327 0,310 0,372 0,276 0,293 0,311 0,305 0,276 0,453 0,263 0,391 0,316 0,344 0,250 0,234 0,168 0,259 0,16
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9R’
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9.1
3-79°
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10-32°
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3 priedas. Lonicera caerulea L. genetiniy linijy genetiniai atstumai apskaiciuoti

naudojant RAPD analizés duomenis

0,114

0,131 0,088

0,266 0,248 0,260

0,169 0,125 0,114 0,301

0,255 0,211 0,184 0,247 0,235

0,248 0,217 0,122 0,296 0,228 0,189

0,158 0,156 0,171 0,299 0,241 0,271 0,235

0,228 0,209 0,224 0,375 0,206 0,313 0,292 0,164

0,216 0,240 0,200 0,248 0,289 0,161 0,152 0,245 0,328

0,191 0,159 0,147 0,285 0,143 0,273 0,237 0,160 0,168 0,260

0,175 0,131 0,133 0,278 0,116 0,240 0,233 0,174 0,167 0,294 0,078

0,333 0,300 0,255 0,180 0,324 0,255 0,277 0,368 0,433 0,257 0,353 0,329

0,243 0,254 0,197 0,248 0,250 0,197 0,231 0,230 0,364 0,200 0,246 0,241 0,271

0,295 0,262 0,233 0,286 0,273 0,205 0,225 0,284 0,359 0,168 0,241 0,278 0,252 0,191

0,170 0,168 0,183 0,324 0,165 0,239 0,232 0,200 0,210 0,228 0,158 0,200 0,333 0,299 0,235

0,145 0,129 0,145 0,219 0,168 0,184 0,216 0,214 0,269 0,187 0,189 0,187 0,283 0,252 0,233 0,127

0,234 0,189 0,189 0,239 0,228 0,230 0,264 0,250 0,338 0,258 0,180 0,205 0,248 0,161 0,239 0,261 0,189

0,219 0,176 0,176 0,197 0,253 0,203 0,221 0,234 0,333 0,179 0,250 0,245 0,233 0,189 0,252 0,259 0,137 0,114

0,264 0,192 0,205 0,255 0,284 0,205 0,252 0,266 0,368 0,195 0,268 0,275 0,264 0,219 0,228 0,277 0,192 0,156 0,118

0,159 0,114 0,103 0,281 0,141 0,200 0,206 0,173 0,244 0,216 0,132 0,133 0,319 0,214 0,223 0,170 0,145 0,177 0,178 0,208

0,239 0,194 0,195 0,217 0,192 0,208 0,241 0,226 0,298 0,224 0,157 0,170 0,296 0,181 0,259 0,252 0,195 0,131 0,160 0,176 0,155

0,240 0,191 0,176 0,277 0,188 0,265 0,242 0,194 0,254 0,309 0,118 0,149 0,318 0,282 0,277 0,190 0,206 0,227 0,285 0,304 0,147 0,233

0,211 0,167 0,114 0,315 0,192 0,221 0,159 0,226 0,252 0,197 0,200 0,211 0,296 0,264 0,259 0,223 0,154 0,228 0,200 0,162 0,155 0,219 0,233

0,124 0,108 0,139 0,275 0,163 0,236 0,214 0,182 0,222 0,224 0,185 0,169 0,358 0,295 0,304 0,149 0,111 0,257 0,200 0,245 0,153 0,248 0,219 0,191

0,289 0,268 0,313 0,328 0,312 0,328 0,387 0,224 0,309 0,328 0,244 0,270 0,438 0,333 0,344 0,271 0,250 0,258 0,287 0,339 0,256 0,264 0,286 0,344 0,267

0,289 0,270 0,254 0,324 0,324 0,268 0,275 0,262 0,339 0,241 0,263 0,286 0,363 0,270 0,250 0,303 0,225 0,232 0,245 0,277 0,259 0,252 0,317 0,266 0,254 0,169

0,285 0,312 0,292 0,419 0,323 0,338 0,333 0,288 0,357 0,308 0,273 0,313 0,431 0,344 0,339 0,317 0,292 0,317 0,344 0,364 0,285 0,307 0,333 0,307 0,295 0,170 0,183

0,280 0,323 0,288 0,397 0,318 0,333 0,313 0,283 0,333 0,289 0,285 0,323 0,424 0,323 0,333 0,295 0,288 0,328 0,338 0,359 0,312 0,302 0,345 0,318 0,290 0,185 0,180 0,055
0,293 0,244 0,214 0,313 0,255 0,300 0,294 0,250 0,311 0,301 0,221 0,232 0,368 0,244 0,299 0,292 0,271 0,235 0,262 0,281 0,218 0,226 0,274 0,241 0,242 0,190 0,138 0,220 0,200
0,355 0,333 0,313 0,361 0,360 0,375 0,371 0,276 0,382 0,344 0,277 0,333 0,421 0,285 0,344 0,356 0,359 0,306 0,333 0,339 0,306 0,280 0,339 0,344 0,350 0,192 0,186 0,189 0,185 0,138
0,361 0,339 0,318 0,382 0,349 0,349 0,344 0,282 0,351 0,333 0,300 0,323 0,443 0,323 0,366 0,345 0,333 0,344 0,323 0,359 0,311 0,302 0,327 0,333 0,322 0,200 0,210 0,178 0,174 0,162 O
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4 priedas. Lonicera L. genties raSiy genetiniai atstumai apskai¢iuoti naudojant

RAPD analizés duomenis

Lonicer a caerulea L. subsp. kamtschatica (Pojark.) Plekhanova
Lonicera caerulea L. subsp. stenantha (Pojark.) Skvortsov
Lonicera caerulea L. subsp. pallasii (Ledeb.) Browicz
Lonicera caerulea L. subsp. altaica (Pall.) Plekhanova
Lonicera xylosteum L.

Lonicera chrysantha Turcz. ex Ledeb.

Lonicera venulosaa (Maxim.) Worosh.

Lonicera emphyllocalyx (Maxim.) Nakai

Lonicera orientalis Lam.

Lonicera boczkarnikowae Plekhanova

Lonicera caerulea L.

Lonicera edulis Turcz. ex Freyn

Lonicera vesicaria Kom.

Lonicera alpigena L.

Lonicera xbella Candida?

Lonicera praeflorens Batalin

168

© 00 N o OB W N

e N S N
o oA w N P O

0,2129

0,2180 0,2258

0,1946 0,2568 0,2215

0,5338 0,5455 0,5790 0,5556

0,4685 0,4930 0,4965 0,5147 0,2000

0,2740 0,2966 0,2603 0,2374 0,5772 0,5338

0,2105 0,2318 0,2237 0,2276 0,5659 0,5396 0,2535

0,4199 0,4923 0,4657 0,4516 0,5185 0,5085 0,5703 0,4803

0,1875 0,2327 0,2250 0,2549 0,5037 0,4830 0,2933 0,2436 0,4667

0,2432 0,2245 0,2568 0,2908 0,5680 0,5259 0,2319 0,2361 0,6098 0,2632
0,2564 0,2645 0,2436 0,2081 0,5338 0,5105 0,2740 0,2632 0,4962 0,2875 0
0,5807 0,4959 0,5161 0,5556 0,5644 0,5315 0,5965 0,5500 0,4950 0,5625 0
0,6135 0,5593 0,6807 0,6607 0,7083 0,6226 0,5596 0,5826 0,6596 0,6260 O
0,5038 0,5000 0,5338 0,5556 0,5455 0,5500 0,5447 0,4729 0,5185 0,5037 0
0,4615 0,5194 0,5231 0,5122 0,5888 0,5556 0,5500 0,4921 0,6000 0,5224 0
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