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IVADAS

ArchajiSkai monofiletinei pataisiniy (Lycopodiaceae P. Beauv. ex Mirb.) Seimai
priklauso apie 400 dabarties sporiniy induociy rusiy (Qllgaard and Windisch,
2014; Christenhusz and Byng, 2016). Homosporiniai Zoliniai pataisiniai pasizymi
oportunistine, partizanine gyvenimo strategija (Harper, 1985). Vidutiniy platumy
miskuose jy viszaliai daugiameciai sporofitai sudaro jvairaus dydZio klonus. IS
viso Lietuvoje pataisiniy Seimai priklauso septynios riisys.

Pataisiniy sporofitai atsiranda 1§ pozeminiy bechlorofiliy saprotrofiniy
gametofity, savo audiniuose turin€iy endofitiniy gryby (Read et al., 2000).
Gametofitai susidaro i§ haploidiniy (n) spory, kurios, subrendusios sporofity
sporangése, yra véjo iSplatinamos ir, patekusios ] tinkamas dirvozemio sglygas,
sudygsta. Nustatyta, kad pataisy sporos dygsta tik tamsoje (Whittier, 1977), o
patys gametofitai dirvoZzemyje sékmingai vystosi tik esant Glomeromycota ir
Mucoromycotina grybams (Rimington et al., 2014). Gamtoje pataisiniy gametofity
raida nuo sporos sudygimo iki anteridziy ir archegoniy subrendimo bei
kiauSialgs€iy apvaisinimo, po kurio susidaro naujas sporofitas, gali uZtrukti
SeSerius ir daugiau mety (Bruchmann, 1910; Horn et al., 2013). Gametofitai
(Iytiné karta) ir sporofitai (nelytiné karta) yra savarankiSki organizmai: paprastai
juvenilinés pataisiniy populiacijos yra erdviskai izoliuotos nuo seny klony.
Juvenilinés pataisiniy populiacijos dazniau susidaro ten, kur aplinka yra Siek tiek
sutrikdyta (Bruchmann, 1898; Degener, 1924; Naujalis, 1995). Daznai jos yra
aptinkamos buvusiose miSky gaisravietése (Eames, 1942; Oinonen, 1968).

Pastaraisiais metais mokslininky démesys pataisiniy gametofity sandarai ir
raidai gerokai iSaugo (Whittier et al., 2005; Renzaglia and Whittier, 2013), bet
duomeny apie pataisiniy juvenilinius sporofitus ir gametofitus gamtoje labai
truksta. Iki $iy dieny aprasant gametofity sandarg vis dar remiamasi klasikiniais
Bruchmann (1898) ir Treub (1884) darbais. Pataisiniy embriogenez¢ néra nei
pakankamai iStirta, nei tinkamai moksliSkai dokumentuota (Bierhorst, 1971).

PoZeminiai pataisiniy gametofitai susidaro dirvoZzemyje, humuso horizonte, 1-9
cm gylyje (Bruchmann, 1898; Degener, 1924; Eames, 1942; Naujalis, 1995).
Tipiski Lycopodium L. genties riiSiy gametofitai yra netaisyklingo dubenélio
pavidalo, o daug retesni Diphasiastrum Holub genties rusiy gametofitai yra
morkos ar runkelio Sakniavaisio pavidalo (Bruchmann, 1898; Thomas, 1975).
Juveniliniy sporofity raidai labai svarbus keleriy mety laikotarpis, kai per placentg
jie gauna maistmedziages i$ gametofito (Renzaglia and Whittier, 2013).

Siuolaikiniy pataisiniy poZeminius gametofitus vidutinio klimato platumose
pirmg karta rado ir apras¢ Fankhauser (1873). Véliau Bruchmann (1898)
apibendrino savo ir kity pteridology darbus ir iSskyré penkis struktirinius
pataisiniy gametofity tipus: Lycopodium clavatum L. — | tipas, L. complanatum L.
(=Diphasiastrum complanatum (L.) Holub) — II tipas, L. selago L. (=Huperzia
selago (L.) Bernh. ex Schrank et Mart) — Il tipas, L. inundatum L.
(=Lycopodiella inundata (L.) Holub) — IV tipas ir L. phlegmaria L. (=Huperzia



phlegmaria (L.) Rothm. arba Phlegmariurus phlegmaria (L.) Holub — V tipas). Si
klasifikacija vis dar naudojama apraSant pataisiniy gametofitus (Bruce, 1979a,b;
Naujalis, 1995; Renzaglia and Whittier, 2013). Pataisiniy sporofitai, palyginti su
gametofitais, pasiZymi pastovesniais pozymiais (Bower, 1894). Taksonoming
gametofity formy verte pirmasis jvertino Rothmaler (1944). Po ilgos pertraukos
Siaurés Amerikos pataisiniy klasifikacijai Wagner ir Beitel (1992) pritaiké ir
gametofity formos pozymj. Véliau S§ig klasifikacijg jtvirtino chloroplasto rbclL
geno sekoskaitos rezultatai (Wikstrom and Kenrick, 1997, 2000), toks pozitris
taikomas ir kituose naujausiuose pataisiniy ir Sertvainiy taksonomijos darbuose
(Dllgaard, 2012; Bllgaard and Windisch, 2014; PPG I, 2016).

Lycopodium ir Diphasiastrum gentims priskiriami augalai yra gana placiai
paplite sausuose Lietuvos puSynuose. Lietuvoje pirmieji pataisiniy pozZeminiy
gametofity populiacijy struktiros tyrimai buvo atlikti XX a. pabaigoje (Naujalis,
1995). Taciau veliau tokie tyrimai nebuvo tesiami.

DARBO TIKSLAS. Tirti Lycopodium ir Diphasiastrum genciy gametofity bei
juveniliniy sporofity populiacijy struktirg ir funkcionavimo désningumus
sausuose Pietry¢iy Lietuvos puSynuose.

TYRIMU UZDAVINIAI

e [Stirti erdving pataisiniy poZeminiy gametofity ir juveniliniy sporofity
populiacijy struktiirg.

e Nustatyti pataisiniy gametofity raidos stadijas ir raSing sudétj, jvertinti
pozeminiy gametofity populiacijy kompozicija.

e  [stirti bendrijy su juveniline pataisiniy sporofity populiacija augalinés dangos
specifiSkuma.

e [stirti augalinés dangos pokyCius bendrijoje su juveniline pataisiniy
populiacija.

e Jvertinti dirvozemio cheminiy savybiy jtaka pataisiniy juveniliniy sporofity
ir poZzeminiy gametofity populiacijy gausai ir jvairovei.

e [stirti pataisiniy populiacijy geneting struktiirg.

Darbo moksliné ir praktiné reik§mé. Moksliniai duomenys apie juveniliniy
pataisiniy populiacijy struktiirg ir funkcionavimg kaupiasi itin létai. Ir XXI a.
juveniliniy pataisiniy populiacijy tyrimai gamtoje yra itin reti, o $iy augaly
gametofitai yra vieni reciausiai tiriamy botaniniy objekty pasaulyje. Miisy tyrimy
rezultatai suteikia ziniy apie gausias ir gyvybingas juveniliniy pataisiniy
populiacijas Pietry¢iy Lietuvos puSynuose, o sukaupti duomenys leidzia aktyviai
dalyvauti mokslingje diskusijoje apie pataisiniy lytinj dauginimasi, naujy
populiacijy susidarymg.

[vairtis miSko paklotés trikdymai yra svarbus veiksnys juvenilinéms pataisiniy
populiacijoms susidaryti, bet néra zinomi juveniliniy pataisiniy populiacijy



sarysiai su augalija. Miisy tyrimy rezultatai gali reikSmingai prisidéti iSaiSkinant
lokalius veiksnius, turin¢ius jtakos pataisiniy populiacijy susidarymui. Juveniliniy
pataisiniy populiacijy susidarymo, struktiiros ir funkcionavimo désningumy
nustatymas suteikia svarbiy duomeny rengiant gamtotvarkos planus Siems
evoliuciSkai archajiSkiems augalams iSsaugoti. Gautus tyrimy duomenis biity
galima kur kas placiau nei iki Siol taikyti botanikos studijoms universitetuose.

Darbo naujumas. Pataisiniy gyvenimo ciklg sudaro dviejy karty — lytinés
(gametofito) ir nelytinés (sporofito) — Kkaita. Mokslinés Zinios apie pozeminiy
gametofity populiacijy gausumg ir jvairove iSlieka pavirSutiniS$kos, nes néra
metodikos lokalioms gametofity populiacijoms miSkuose arba kitose augavietése
aptikti. Ypac stinga duomeny apie pataisiniy pozeminiy gametofity populiacijy
struktirg ir dinamikg gamtoje. Pataisiniy gametofity tyrimai gamtoje iki Siol yra
tik apraSomieji ir pateikia informacijg apie retus gametofity radimo gamtoje faktus
(Horn et al., 2013). Kur kas dazniau pataisiniy gametofity tyrimai atlickami
laboratorijose daiginant sporas (Whittier, 1998), analizuojant gamtoje surinkty
gametofity anatomija (Renzaglia and Whittier, 2013) arba molekuliniais metodais
tiriant jy endofitinius grybus (Rimington et al., 2014).

Miisy atlikty tyrimy metu pirma kartg pasaulyje gamtoje buvo jvertinta erdvine
poZeminiy pataisy ir padraiky gametofity santalky ir juveniliniy pataisiniy
sporofity populiacijy struktiira, analizuoti juveniliniy pataisiniy populiacijy
sarySiai su augaliniu ribu ir dirvoZzemio cheminémis savybémis. Taip pat pirmag
karta dirvoZemio bestuburiams iSrankioti skirtas metodas (Ghilarov and
Striganova, 1987) buvo adaptuotas ir pritaikytas gauti tikslias pataisiniy
gametofity koordinates dirvozemio meéginyje. Gauti tyrimy rezultatai leidzia
jvertinti, koks kiauSialgs¢iy apvaisinimo biidas gali biiti vyraujantis gamtinése
pataisiniy gametofity populiacijose. Taip pat pirmag kartg Lietuvoje marSrutinis
taskinis metodas (Korchagin, 1964) pritaikytas lokaliy pataisiniy populiacijy
gausumui ir jvairovei jvertinti miSkuose. Pirmg kartg Lietuvoje buvo rasti
Diphasiastrum genties pataisiniy pozeminiai runkelio Sakniavaisio pavidalo
gametofitai. Pirmg kartg Lietuvoje tirta pataisy populiacijy genetiné struktiira.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Pietry¢iy Lietuvos sausuose puSynuose juvenilinése pataisiniy populiacijose
vyrauja Lycopodium genties gametofitai.

2. Juvenilinéms pataisiniy pozeminiy gametofity populiacijoms budinga
heterogeniska struktiira ir jas sudaran¢iy komponenty asinchronin¢é branda.

3. PoZeminiai pataisiniy gametofitai dirvoZzemio humuso horizonte néra
iSsidéste visiskai atsitiktinai.

4. Juveniliniy pataisiniy populiacijy susidarymas yra susijgs su padidé€jusiu
Deschampsia flexuosa (L.) Trin. projekciniu padengimu.

5. Lycopodium clavatum ir L. annotinum populiacijoms buidinga nedidelé DNR
lokusy genetiné jvairoveé.



Darbo aprobavimas. Atlikty tyrimy pagrindu paskelbti keturi moksliniai
straipsniai: du i$ jy Zurnaluose, indeksuojamuose ISI Web of Science duomeny
bazéje, vienas zurnale, indeksuojamame ISI Master Journal List duomeny bazéje
Ir vienas recenzuojamame tarptautinés mokslinés konferencijos straipsniy
rinkinyje. Tyrimy rezultatai taip pat pristatyti vienoje nacionalinéje ir penkiose
tarptautinése mokslinése konferencijose.

Darbo apimtis. Darba sudaro Sios dalys: Ivadas, Literatiiros apzvalga, Tyrimo
medZiaga ir metodika, Rezultatai, Diskusija, ISvados, Moksliniy darby saraSas,
Padékos, Literatiiros sarasas. Disertacija parengta angly kalba, jos apimtis — 110
puslapiy (su priedais). Darbe pateikta 15 lenteliy, 19 paveiksly ir 5 priedai.
Naudotas 182 literatiiros Saltiniali.

TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

Tyrimo objektas — pataisiniy juveniliniy populiacijy komponentai: pozeminiai
gametofitai, pataisy daigai ir juveniliniai sporofitai. Fotosintetinantys jauni
sporofitai su gametofitu arba jo liekanomis ir turintys plagiotropinj tigli vadinami
juveniliniais sporofitais. Sporofitai su gyvu gametofitu vadinami pataisy daigais
neatsizvelgiant | jy dydj ar geb¢jima fotosintetinti.

Lietuvoje pataisiniy Seimai priklauso septynios rasSys: pataisas varincius
(Lycopodium annotinum L.), Sarkakojis pataisas (Lycopodium clavatum L.),
dvisakeé padraika (Diphasiastrum complanatum (L.) Holub), trivarpé padraika
(Diphasiastrum tristachyum (Pursh) Holub; GudzZinskas, 1999), tarpin¢ padraika
(Diphasiastrum x zeilleri (Rouy) Holub; Tup&iauskaitée ir Zemgulyte, 2012),
patvankinis pataisiukas (Lycopodiella inundata (L.) Holub) ir statusis atgiris
(Huperzia selago (L.) Bernh. ex Schrank et Mart.). Pastarosios dvi pataisiniy
rusys jradytos j Lietuvos raudonaja knyga (Tupéiauskaité, 2007a, b). Siame darbe
buvo tiriamos L. annotinum, L. clavatum, D. complanatum sensu lato pozeminiy
gametofity ir juveniliniy sporofity populiacijos (1 pav.).

Zygote (2n)

a -
Sporophyte (2n
o (20

Gametophyte (n)

Spores (n)

Archegonium
Antheridium

Archegonium
Antheridium

1 pav. Modelinis pataisinio gyvenimo ciklas: a — Lycopodium annotinum
sporofitas ir gametofitas, b — Diphasiastrum sp. sporofitas ir gametofitas
(Rimgailé-Voicik et al., 2015)



Tyrimy vietos. Tyrimai atlikti PietryCiy Lietuvoje, Varénos r., sausuose
miskuose, kuriose dominuoja Pinus sylvestris L. Tyrimy vietos: Maskauka I
(N54.28547, E024.60547, WGS), Maskauka I1 (N54.28029, E024.59781), Varéné
| (N54.26412, E024.53109), Varéné II (N54.26451, E024.53276), Puvociai
(N54.11251, E024.31869), Bingeliai (N54.17616, E024.26510), Berzupis
(N54.23603, E024.59468), Zilinéliai (N54.32018, E024.64004), Glébas
(N54.24304, E024.46539). Maskaukos tyrimo vietoje (N54.28202, E024.59892)
su didZiausia juveniliniy pataisiniy populiacija buvo irengtas 100 m? pastovus
tyrimy laukelis.

Miskai uzima apie 68,9 % Varénos r. ploto. Tirtos miSky bendrijos su
pataisiniais gali biiti priskirtos ass. Peucedano-Pinetum W. Mat. (1962) 1973
(Matuszkiewicz, 2001). Varénos r. daugiau nei 53 % misko nuokrity sudaro pusy
spygliai (Balevi¢iené ir Vaicys, 2001), tod¢l vyrauja riigScios reakcijos smélio
dirvoZemiai, kuriuose bakterijy néra gausu (6,8—10 mln. 1gst./1 g sauso dirv.); tarp
mikroorganizmy vyrauja mikromicetai (Raguotis, 2001). Dauguma Varénos r.
miSky yra pradéti sodinti apie 1950 m.

Tirtos teritorijos vidutiné absoliuti temperatiira sausio ménesj yra —4,2 °C ir
+17 °C liepa. Vidutinis metinis krituliy kiekis yra 670 mm, sniego danga iSsilaiko
iki 90 dieny. Kalvoto moreninio reljefo dirvozemiai daugiausia jauriniai, lengvi
(smélis arba priesmélis; Anonimas, 2015).

Tyrimy eiga. 2012 m. vasarg miSkuose prie Senosios Varénos kaimo buvo
atlikta juveniliniy pataisiniy populiacijy paieska. Tolesniems tyrimams pasirinktos
devynios vietos. Kiekvienoje tyrimy vietoje juvenilinés pataisiniy sporofity
populiacijos buvo nustatytos naudojant standartinj apzvalginj metodg. Véliau
visose tyrimy vietose, naudojant adaptuotg taskinj marSrutinj metoda, buvo
nustatomas juveniliniy, subrendusiy ir sporifikuojan¢iy L. annotinum, L. clavatum
ir D. complanatum sensu lato pasitaikymas. Bendrijy geobotaniniai apraSymai
atlikti tipiskose juveniliniy pataisiniy augimo vietose, 10 x 10 m? laukeliuose,
dalyvavimo dydziui jvertinti naudota procentin¢ skalé. Geobotaninio apraSymo
laukelio ribose poZeminiy gametofity paieskai buvo imami trys 0,25 m* dydzio
dirvozemio meéginiai su paklote. Siuose maZuose laukeliuose augaly riisiy
dalyvavimas taip pat vizualiai vertintas naudojant projekcinio padengimo
procenting skalg. Gametofity paieSkai pasirinktose teritorijose buvo renkami
nesiribojanciy suaugusiy L. annotinum ir L. clavatum augaly pavyzdziai DNR
1§skyrimui.

Pataisiniy pasitaikomumo sausuose puSynuose Vvertinimas. Pataisiniy
sporofity pasitaikomumas vertintas devyniose tyrimy vietose 2013 ir 2014 m.
rugpjiti. Naudotas pataisiniy tyrimui miisy adaptuotas taskinis marSrutinis
metodas (2 pav.; Korchagin, 1964; Rimgailé-Voicik et al., 2015). Kiekvienoje
vietoje vertinimas atliktas statiakampiame barelyje, kurio plotas buvo 4 590 m?.
Kiekviename barelyje marSrutiniy eiliy skaicius buvo 17, atstumas tarp eiliy ir
tarp taSky eilése — po tris metrus. Kiekvienoje eil¢je pataisiniy pasitaikomumas
vertintas 30 karty. IS viso viename tyrimo barelyje pasitaitkomumas jvertintas 510



tasky. Pasitaikomumo vertinimo metu pataisiniai skirstyti i tris grupes: 1) brandiis
sporofitai su strobilais, 2) brandas sporofitai be strobily ir 3) juveniliniai
sporofitai.

—=> 17 rows
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2 pav. Adaptuoto marSrutinio metodo pataisiniy pasitaikomumui tirti ir
dirvozemio méginiy paémimo viety gametofity paieSkai pasirinkimo schema.
Raudoni taskai Zymi juveniliniy sporofity iSsidéstyma

PoZeminiy gametofity ir juveniliniy sporofity populiaciju struktiros
nustatymas. Maskaukos tyrimy vietoje 2012 m. metodikai iSbandyti paimti du 50
x 50 x 10 cm dydzZzio dirvoZzemio meéginiai su miSko paklote. Laboratorijoje
méginiai perziliréti mechaniSkai ardant dirvoZzemj. Pataisiniy gametofity paieskai
taikytas miisy adaptuotas metodas, skirtas dirvozemio bestuburiy apskaitai
(Ghilarov and Striganova, 1987; Rimgailé-Voicik and Naujalis, 2015). Nustatyti
juveniliniy sporofity ir gametofity skaiCius, taip pat jy raidos stadijos.

2013-2014 m. devyniose tyrimo vietose su juvenilinémis pataisiniy
populiacijomis paimti dvideSimt astuoni 50 x 50 x 10 cm dydzio dirvoZzemio su
misko paklote méginiai. Laboratorijoje, pasalinus samany sluoksnj, kiekvienas
méginys smeigtukais buvo padalintas | mazesnius 10 x 10 cm dydZzio plotelius.
Gametofity koordinatés (x, y, z) fiksuotos nuosekliai ardant plotelius, véliau gauti
duomenys perskai¢iuoti ] koordinates visame 0,25 m’ dydzio dirvoZemio
meginyje. Gametofito lokalizacijos gylis vertintas lyginant su artimiausia
nenuardyta méginio dalimi. Nustatytas kiekvieno gametofito skersmuo, pagal
iSorinius poZymius rasti gametofitai suskirstyti j SeSias grupes: rutuliski, disko
pavidalo, netaisyklingo dubenélio pavidalo, netaisyklingo dubenélio pavidalo su
tgliu, runkelio $akniavaisio pavidalo, runkelio Sakniavaisio pavidalo su tigliu (3
pav.).

Pakartotinis augalinés dangos vertinimas sauso pusSyno bendrijoje su
juveniline Lycopodium populiacija. Pastoviame Maskaukos tyrimo laukelyje
kasmet (nuo 2012 iki 2015 m.) rugpjicio ménesj buvo atlickamas pakartotinis
augaly risiy dalyvavimo dydzio vertinimas ir renkama informacija apie
juvenilinius pataisiniy sporofitus. Kad vertinimas buty tikslesnis, 100 m® ploto
laukelis mediniais kuoliukais buvo padalintas j Simtg 1 m? laukeliy. 20132014 m.
pataisiniy juveniliniy sporofity raida buvo papildomai jvertinta nustatant Siy
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augaly tgliy virStiniy skai¢iy vir§ samany dangos. 2015 m. rugpjit] buvo atliktas
medziy lajy suglaustumo kartografinis vertinimas ir iSmatuotas ] laukelj
patenkanciy medziy kamieny skersmuo 130 cm aukstyje. P. sylvestris kamienai
pateko ] septynis tiriamuosius plotelius 1§ 100, jie buvo 18imti 1§ tolesnés analizés.

he .
a 'J“b

.
&& sﬁ ¥,

ey \

1cm
3 pav. Dirvozemio méginiuose rasty pataisiniy gametofity jvairové: 1 tipo
(Lycopodium sp.) keturios grupés: a — rutuliski, b — disko pavidalo, ¢ —
netaisyklingo dubené¢lio pavidalo, d — netaisyklingo duben¢lio pavidalo su tgliu;
Il tipo (Diphasiastrum sp.) dvi grupés: e — Sakniavaisiy morkos ar runkelio
pavidalo, f — Sakniavaisiy morkos ar runkelio pavidalo su tigliu (Rimgailé-Voicik
etal., 2015)

2015 m. rudenj visi pataisiniy juveniliniai sporofitai, buve Maskaukos
pastoviame laukelyje, buvo iSkasti imant 10 x 10 %X 10 cm dydzio dirvoZzemio
méginius. I§ méginiy pincetu buvo iSrinkti gametofitai ir juveniliniai sporofitai.
Analizés metu nustatytas juveniliniy sporofity dydis, augimo pobiidis (ortotropinis
arba plagiotropinis) ir amzius pagal metiniy lapy sutankéjimy skaiciy (Primack,
1973; Naujalis, 1986, 1995; Rimgailé-Voicik and Naujalis, 2016).

Cheminé dirvoZzemio analizé. 2015 m. Vilniuje, Nacionalinéje visuomenés
sveikatos prieziiiros laboratorijoje, nustatytas dirvozemio pH vandeningje
suspensijoje, bendras azoto kiekis, spektrofotometriskai nustatytas bendras fosforo
kiekis meéginyje 1§ pastovaus Maskaukos tyrimo laukelio. 2013-2014 m.,
analizuojant gametofity paieskai devyniose tyrimy vietose paimtus dirvozemio
meéginius, taip pat suformuoti méginiai cheminei dirvoZemio analizei. 2016 m.
Kaune, Lietuvos agrariniy ir misky mokslo centro Agrocheminiy tyrimy
laboratorijoje, devyniuose méginiuose nustatytas organinés anglies kiekis, suminis
azotas, NOs, NH,, pH, judriyjy P,Os, K,0, Ca?* ir Mg** koncentracijos.

DNR iSskyrimas ir PGR reakcijos vykdymas. DNR buvo skiriama i§ jauny,
ka tik nuskinty L. annotinum ir L. clavatum tgliy vir$tiniy, juveniliniy sporofity ir
gametofity. Naudotas adaptuotas CTAB metodas (Doyle and Doyle, 1990). ISSR-
PGR reakcijos ir jy analizé atlikta kaip aprasé Patamsyté et al. (2010). ISSR-PGR
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buvo naudojama 10 pl reakcijos misinio (1 pl 10 x Tag MgCl, buferio, 1.2 ul 25
mM MgCl,, 1 ul 2 mM dNTP, 0.4 ul pradmens, 4.32 ul dejonizuoto H,O, 0.08 pl
Taq DNR polimerazés ir 2 pl pataisy DNR). Amplifikacija termocikleryje
Eppendorf vydyta tokiomis salygomis: 7 min pradiné denatiiracija 94 °C
temperatiiroje, 32 ciklai, kuriuos sudaro 30 s 94 °C, 5 min 55/39/46 °C ir 2 min 72
°C temperatiiroje, galutiné stadija — 7 min 72 °C temperattroje. Panaudoti keturi
pradmenys.

PGR produktai analizuoti atliekant elektroforeze 1.5 % TBE agarozes gelyje.
Rezultatai registruoti naudojant geliy dokumentavimo sistemg BioDocAnalyse
(Biometra, Vokietija). DNR fragmenty ilgiui nustatyti naudoti GeneRulerTM
DNA Ladder Mix (10000-100 bp) ir MassRulerTM DNA Ladder Mix (10000-250
bp) DNR fragmenty dydziy standartai.

Duomeny analizé. Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant programos R
paketa ‘BiodiversityR’ Vegan (Oksanen et al., 2016). Nemetrinis daugiamaciy
skaliy metodas su Bray-Curtis indeksu (angl. Nonmetric multidimensional scaling,
NMDS) naudotas siekiant nustatyti augalijos ir dirvoZzemio savybiy skirtumus
devyniose tyrimo vietose ir analizuoti galimus poZeminiy gametofity formavimosi
désningumus, susijusius su augalijos struktiira. Analizei naudota permutaciné
daugiamaté dispersiné analizé (angl. permutational multivariate analysis of
variance, permutational MANOVA) su Bray-Curtis indeksu, taip pat funkcija
‘adonis’ (Oksanen et al., 2016) pakete ‘vegan’. Pastovaus laukelio augalijos
Shannon ir Simpson indeksai lyginti naudojant pakartotiniy matavimy ANOVA
(angl. repeated measures ANOVA), skai¢iavimai atlikti su funkcija ‘ezANOVA’
pakete ‘ez’ (Lawrence, 2011).

Naudojant Vegan programinj paketa, sugeneruotos ris§iy gausumo
akumuliacinés kreivés (angl. species richness accumulation curves) ir Chao riisiy
gausumo statistinis jvertinimas. [vairovei palyginti ir jvertinti taikyti Renyi
jvairovés profiliai, kurie sujungia kelis jvairovés indeksus ir atvaizduoja juos
kartu. Yra Zinoma, kad daugelis jvairovés indeksy yra Hill skai¢iaus atvejai (Hill,
1973). Renyi indeksas nustato bendra rusiy skaiciy gausuma, kai a = 0, Shannon-
Weiner indeksa, kai a = 1, Simpson-Yule indeksa, kai o = 2 ir 1/Berger-Parker,
arba dominavimo, indeksa, kai a = Inf.

Koreliacijos matricos buvo sugeneruotos ieSkant statistiSkai reikSmingy rysiy
tarp skirtingy rasiy dalyvavimo dydziy tyrimo vietose, rasty gametofity ir
sporofity skaiciaus.

Erdvine gametofity ir sporofity pasiskirstymo analiz¢ atlikta naudojant
CrimeStatsIII (Levine, 2010). Si programa ir anks¢iau naudota vertinant erdvinius
ry$ius tarp individy bendrijose (Bosiacka et al., 2008; Webster and Jenkins, 2008).
Kiekvienam gametofitui ir sporofitui buvo nustatytos koordinatés méginyje. IS jy
apskaiCiuotas tikétinas atstumas tarp gametofity méginyje, jei jie iSsidésto
atsitiktinai. Tuomet Artimiausio kaimyno indeksas (NNI, angl. Nearest Neighbor
index) buvo suskai¢iuotas dalinant nustatytg vidutinj atstumg i§ tikétino atstumo
meginyje. Indekso vertés interpretuojamos: jei NNI = 1, individai iSsidésto
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atsitiktinai; jei NNI < 1, individai grupuojasi; jei NNI > 1, individai i$sidésto
tolygiai.

DNR juosty pasiskirstymu paremta analizé buvo atlikta sudarius aiskiy,
atsikartojan¢iy DNR fragmenty pasiskirstymg atspindincig binaring duomeny
matricg. Naudojant programg POPGENE, v. 1.31 apskaiciuotas polimorfizmas,
polimorfiniy lokusy skai¢ius, Nei geny jvairové, Shannon indeksas. PCoA (angl.
Principal Coordinate Analysis) analizé, molekulinés genetinés jvarovés analizé
AMOVA (angl. Analysis of Molecular Variance; Excoffier et al., 1992) atliktos
naudojant GenAlEx v. 6.5 (Peakall and Smouse, 2006).

Genetinés diferenciacijos koeficientas (Gst) apskaiciuotas pagal formule:

Hp— Hg
ST TH,
kur Hs ir Hy yra atitinkamai tikétinas heterozigotiSkumo laipsnis subpopuliacijose
ir populacijoje bendrai. Hr > Hs, todél Gst negali virsyti 1 — Hs (Ryman and
Leymar, 2009).
Genetiniai atstumai buvo suskaiciuoti pagal Nei ir Li (1979) formule:
1- 2N,
GD,, = NI N
x+ N,
kur N,y — x ir y augalams bendry DNR juosty skaicius, Nx — DNR juosty skaicius,
biidingas augalui X ir Ny, — DNR juosty skaicius, biidingas augalui y.

REZULTATAI

Augavietés su Lycopodium ir Diphasiastrum gen¢iy poZeminiy gametofity
ir juveniliniy sporofity populiacijomis. Per ketverius tyrimo metus lokalios
juveniliniy pataisiniy populiacijos buvo nustatytos 21 karta. Siose vietose atlikti
geobotaniniai apra§ymai véliau palyginti su geobotaniniais apraSymais, atliktais
sausuose Varénos r. puSynuose su brandziais L. clavatum (10) ir brandziais D.
complanatum (10). Bendras nustatytas raiSiy skaicius laukeliuose su suaugusiais
pataisiniais buvo 82 (Chao indekso tikétina maksimali jvairové — 92), 0
juveniliniy pataisiniy laukeliuose 1§ viso nustatytos 55 riiS§ys (Chao indekso
tikétina maksimali jvairové — 68). Renyi jvairoveés profiliai (Renyi, 1961) parode,
kad bendra laukeliy jvairové (Shannon-Weiner indeksas, atitinkantis o = 1) ir
bendras rsiy gausumas buvo didziausias laukeliuose su brandziais L. clavatum (4
pav.). O laukeliai su brandziais D. complanatum ir juvenilinémis pataisiniy
populiacijomis buvo panasiis savo jvairove ir risiy gausumu, taciau, atsizvelgiant
1 Simpson panasumo indeksa (o = 2), laukeliai su jaunais pataisiniais buvo
Jvairesni.
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A L clavatum

H_alpha

4 D. complanatum

4 pav. Trijy pataisiniy grupiy Renyi jvairovés profiliai: su brandziais L.
clavatum, brandziais D. complanatum ir juveniliniais pataisiniais. oo = 0 atitinka
rusiy gausumo indekso logaritmg; o = 1 — Shannon jvairovés indekso, o = 2 —
Simpsono jvairovés indekso algoritmuss. x ir y aSys atitinka Renyi formulés a
verte ir asocijuotg Renyi jvairoves profilio verte

Naudojant nemetrinés daugiamaciy skaliy analizés metodg (NMDS, angl. Non-
metric Multidimensional Scaling) ir Bray-Curtis indeksa, tirty sausy pusyny
bendrijose jvertintas vietoviy su brandziais L. clavatum, D. complanatum ir
juvenilinémis pataisiniy populiacijomis pasiskirstymas pagal augalijos pobidj (5
pav.). Nustatyta, kad juvenilinés pataisiniy populiacijos prieraiSios labai
panaSioms bendrijoms, o vietovés su brandziais L. clavatum ir D. complanatum
pasizymi didesne rii§ine jvairove ir néra panasios. Laukeliy su D. complanatum
augalija panasesn¢ ] laukeliy su jaunais pataisiniais augalijg.
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5 pav. Daugiamaté puSyny su juvenilinémis pataisiniy populiacijomis ir
brandziais L. clavatum ir D. complanatum sazalynais struktira (NMDS) pagal
Bray-Curtis indeksa

Varénos r. sausy puSyny bendrijos su juveniliniais pataisiniais néra gausios
rasiy, jose neiSreikStas kriimy ardas, nebuvo subrendusiy pataisiniy sazalyny, o
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zolinéje dangoje vyravo Deschampsia flexuosa (L.) Trin. (6 pav.). Renyi jvairovés
profiliai (Lovei et al., 2013) leidzia teigti, kad tirti miSkai buvo lengvai sutrikdyti.
Sios auk$Giau i§vardintos savybés yra svarbiausios naujoms juvenilinéms
pataisiniy populiacijoms susidaryti ir jsikurti.

rh .0 R B e A R T e 7y
6 pav. Tipiné tyrimy vieta su juveniliniais pataisiniais sausame pusSyne: a —
Lycopodium annotinum, b — Diphasiastrum complanatum

-

Lycopodium ir Diphasiastrum pataisiniy pasitaikomumo dazZnis. Didziausias
bendras pataisiniy daznis buvo Varénéje I1 (133 taskai i§ 510 vertinty, 26,07 %), 0
maziausias — Bingeliuose (du taskai, 0,39 %). Didziausias juveniliniy pataisiniy
pasitaitkomumas nustatytas Maskaukoje 1 (35 taskai, 6,86 %), maziausias —
Bingeliuose (du taskai, 0,39 %). Lygindami juveniliniy pataisiniy pasitaikomuma
visose devyniose tyrimy vietose, galime iSskirti keturias grupes. Dviejose tyrimy
vietose daugiau nei 80 % visy pataisiniy buvo juveniliniai: Bingeliuose (100 %) ir
Maskaukoje | (81 %). Trijose tyrimo vietose daugiau nei 50 % visy pataisiniy
buvo juveniliniai: Berzupyje (5 %), Varénéje (51 %) ir Glébe (51 %). Vienoje
tyrimo vietoje — Zilinéliuose (32 %) — daugiau nei 30 % pataisiniy buvo
juveniliniai. Likusiose trijose tyrimo vietose maziau nei 7 % pataisiniy buvo
juveniliniai: Varénéje II (6 %), Maskaukoje Il (5 %) ir Puvociuose (5 %).

Penkiose tyrimo vietose vyravo L. annotinum, o likusiose keturiose — L.
clavatum pasitaikomumas buvo didziausias. Visose devyniose tyrimo vietose
nustatytas didziausias L. annotinum pasitaikomumas (nuo 2 iki 33 tasky).
Juveniliniai L. clavatum pasitaikeé tik trijose, o D. complanatum — keturiose tyrimo
vietose (nuo 1 iki 3 tasky). Né vienoje 1§ devyniy tyrimo viety visos trys vertintos
sporifikuojancios pataisiniy riSys nebuvo rastos kartu. Trijy pataisiniy rusiy
suauge, bet nesporifikuojantys individai pasitaiké kartu vienoje tyrimo vietoje —
Puvociuose. Trijose tyrimo vietose — Maskaukoje I, Varénéje | ir Glébe —
juveniliniai trijy rasiy pataisiniai augo greta vieni kity. Sporifikuojantis L.
annotinum aptiktas tik vienoje tyrimo vietoje, o L. clavatum — penkiose,
pasitaikomumas jvairavo nuo 5 (Zilin¢liai) iki 87 tasky (Varéne II).
Sporifikuojantys D. complanatum pasitaiké tik trijose tyrimo vietose.
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Varénos rajono sausi puSynai pasizymi unikalia mozaikiSka pataisiniy
populiacijy struktira. Cia palyginti nedideliu atstumu issidésGiusias lokalias
pataisiniy populiacijas sudaro jvairiy rasiy ir skirtingos raidos stadijy pataisiniai.
Bingeliy ir Maskaukos [ pataisiniy populiacijos buvo jauniausios, o Varénés II,
Maskaukos II ir Puvo¢iy pataisiniy populiacijos — pasiekusios brandg. Klasteriné
analizé su Bray-Curtis indeksu (7 pav.) devynias tyrimo vietas padalino j dvi
grupes. Pirmg grupe sudaro brandZios pataisiniy populiacijos: Glébas, Puvociai,
Maskauka II, Varéné II, o antrg — jaunos pataisiniy populiacijos: BerzZupis,
Zilinéliai, Varéné I, Maskauka I ir Bingeliai. Artimiausios pataisiniy populiacijos
pagal bendrg pataisiniy pasitaikomuma buvo Maskauka II ir Varéné¢ II bei
Maskauka I ir Bingeliai.

Visose devyniose tyrimo vietose didziausias pasitaikomumo daznis buvo
juveniliniy L. annotinum. Dazniausia sporifikuojanti pataisiniy riiSis buvo L.
clavatum.

0.6
L

04

Glébas ——
Varéne|l—

Bray-Curtis dissimilarity
0.2

Berzupis j
Zilinéliai —‘

Puvctiai ——

Maskauka | —‘
Bingeliai —‘

Maskaukall

0.0
L
Varénéll —I

7 pav. Devyniy tyrimo viety klasteriné dendrograma pagal bendro skirtingy
raidos stadijy trijy pataisiniy risiy pasitaikomumo Bray-Curtis indeksa

Lycopodium ir Diphasiastrum poZeminiy pataisiniy ir juveniliniy sporofity
populiacijy jvairove. Per ketverius tyrimo metus rasti 595 gametofitai (1 lent.).
Rasty poZeminiy gametofity pasiskirstymas dirvozemio meéginiuose nebuvo
tolygus. Daugiausia viename meéginyje buvo rasti 133 gametofitai (Varéne I),
maZiausiai — 2 gametofitai (Zilin¢liai). PoZzeminiy gametofity ir antZzeminiy
sporofity santykis taip pat nebuvo tolygus. 12-oje méginiy i§ 31 juveniliniy
sporofity skaiCius buvo mazesnis nei dirvoZzemyje rasty gametofity, 10-yje
meéginiy juveniliniy sporofity skaicius buvo didesnis nei dirvoZemyje rasty
gametofity. Dviejuose méginiuose gametofity ir sporofity santykis buvo vienodas,
viename buvo rasta gametofity, nors juveniliniy sporofity neaptikta (Zilinéliai).
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1 lentele. Skirtingos raidos stadijos gametofity ir juveniliniy sporofity, rasty
dirvoZzemio méginiuose, skai¢ius

Gametofitai ir jaunatviniai sporofitai 2014 2013 2012 IS viso
Rutuliskas 5 3 8 16
Disko pavidalo 33 7 40 80
Dubenc¢lio pavidalo 69 183 120 372
Dubencélio pavidalo su sporofitu 12 22 20 54
Sakniavaisiy morkos ar runkelio pavidalo 3 33 31 67
Sakniavaisiy morkos ar runkelio pavidalo su

sporofitu 0 5 2 7
Gametofity skaicius i§ viso 122 253 221 595
L. annotinum juveniliniai sporofitai 108 26 21 155
L. clavatum juveniliniai sporofitai 0 1 2 3
D. complanatum juveniliniai sporofitai 1 0 3 4
Juveniliniy sporofity skaicius i$ viso 109 27 26 162

Erdviné gametofity ir juveniliniy sporofity populiaciju struktira.
Aukstesnés eilés artimiausio kaimyno analizé (angl. Higher order nearest
neighbor analysis) Maskaukos I, Varénés I ir Bingeliy méginiy pavyzdziu (8 pav.)
parode¢, kad pataisiniy gametofitai ir juveniliniai sporofitai yra linkg grupuotis ir jy
pasiskirstymas dirvoZemio meéginyje nebuvo visiSkai atsitiktinis. Juveniliniai
sporofitai buvo linke telktis labiau nei gametofitai.
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8 pav. Erdviné juveniliniy pataisiniy kaimyniSkumo struktira dirvozemio
meéginiuose (1-3) Pietry¢iy Lietuvos sausuose puSynuose: Maskaukos I, Varéneés I
ir Bingeliy tyrimo vietose. A — juveniliniai sporofitai, B — gametofitai. Vertés: < 1
rodo agregacija, = 1 — atsitiktinj pasiskirstyma, > 1 — tolygy pasiskirstyma
(Rimgailé-Voicik et al., 2015)

Artimiausio kaimyno indeksas (NNI, angl. Nearest neighbor index) Maskaukos
I ir Varénés I méginiuose buvo 0,44-0,55, o vidutinis atstumas (rn) tarp
juveniliniy pataisiniy — 1,65-3,78 cm. Visais atvejais atstumas buvo mazesnis nei
tikétinas, jeigu pasiskirstymas biity atsitiktinis. Gametofity grupavimasis buvo ne
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toks ryskus, artimiausio kaimyno indeksas visuose méginiuose buvo 0,51-0,84.
Didziausios NNI vertés buvo Varénés I méginiuose, viename NNI virSijo vieneta:
1,18.

Visi rasti gametofitai buvo humuso sluoksnyje, 0,1-2 cm gylyje. Rutuliski,
netaisyklingo duben¢lio pavidalo ir netaisyklingo dubené¢lio pavidalo su figliu
gametofity rasti 0,2-0,3 cm gylyje, o dauguma disko pavidalo gametofity — 0,2—
0,4 cm gylyje. Pavieniy disko pavidalo gametofity pasitaikée 1 cm gylyje.
Netaisyklingo dubenélio pavidalo gametofity su tigliais buvo rasta 1,7 cm gylyje,
o netaisyklingo dubenélio pavidalo gametofity — net 2 cm gylyje. DaZniausiai I
tipo gametofitai aptikti 0,2-0,4 cm gylyje. II tipo gametofity virStinés dazniausiai
buvo 0,2 cm, bet pasitaiké ir 1,2—1,8 cm gylyje. ReikSmingos koreliacijos tarp
gametofity ilgio ir gylio nenustatéme (r,, = 0,113, p = 0,06).

PoZeminiy gametofity ir juveniliniy sporofity pasitaikomumo ir
dirvoZemio savybiu rysiai. Priezastys, lemiancios lokaliy juveniliniy pataisiniy
populiacijy susidaryma miskuose, néra nustatytos. Mes atlikome dirvozemio
cheminés sudéties analize. Adonis funkcija Vegan pakete atskleidé, kad tik
mineralinio azoto kiekis devyniose tyrimo vietose skyrési reikSmingai (R2 =
0,135, p < 0,05). Dirvozemio pH visose vietovése buvo rugstus (3,1-3,7), Kiti
parametrai reikSmingai nesiskyré. Organinés anglies kiekis (0,84—-3,95) buvo
didZiausias Puvociuose, kur pH buvo Zemiausias (3,1) ir nebuvo rasta gametofity.
Zilinéliai i$siskyré daugelio vertinty savybiy auks¢iausiomis vertémis (P,0s, K50,
Ca, Mg, bendras N), bet Sioje tyrimy vietoje buvo rasta nedaug gametofity.
Varénés | tyrimo vietoje 1§ viso buvo rasti 207 gametofitai, bet dirvozemio
meéginiy cheminés analizés rezultatai nebuvo iSskirtiniai. Jvertinus Bingeliy ir
Maskaukos I tyrimo viety, kurios buvo panaSiausios pagal bendra pataisiniy
pasitaikomumg ir rasty gametofity skaiciy (45 Maskaukoje I ir 38 Bingeliuose),
matyti, kad Maskauka I i$siskyré maziausiais P,Os, K,O ir bendros C kiekiais, o
Bingeliuose nustatyti maziausi Ca, Mg bei antri maziausi P,Os ir K,O Kiekiai.
Tod¢l galime teigti, kad dirvozemis su gausiomis juvenilinémis pataisiniy
populiacijomis yra riig8¢ios reakcijos ir labai skurdus, turi maza maistmedZziagiy ir
mikroelementy kiekj. Statistiné analizé parodé, kad pH verté koreliuoja su rasty
gametofity skai¢iumi: pH vertei didéjant mazé¢ja mineralinio azoto kiekis (9 pav.).

PoZeminiy gametofity ir juveniliniy sporofity rySiai su augalija. Pearson
koreliacijos koeficientas parodé viduting teigiama koreliacijg tarp rasty pataisiniy
gametofity ir sporofity skaiciaus (ryy = 0,57; p < 0,05). Risiy dalyvavimo dydzio
duomenys buvo naudoti tikrinant, ar pataisiniy dalyvavimas koreliuoja su kitomis
augaly raSimis. Nustatyta silpna teigiama koreliacija tarp D. flexuosa ir L.
annotinum (ry, = 0,39; p < 0,05) ir vidutiné neigiama koreliacija tarp D. flexuosa ir
Vaccinium myrtillus L. (r,, = —0,41; p < 0,05), L. annotinum ir V. myrtilus (ry, = —
0,37; p <0,05).

Visi Berzupio, Puvo¢iy méginiai, du Bingeliy méginiai ir du Zilinéliy méginiai
buvo labiau iSsibarstg¢ NMDS diagramoje su 7 % Kendall streso verte. Kity
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meéginiy augalija buvo panaSi. Remiantis Renyi jvairovés profiliais, devynios
tyrimo vietos negali biiti suklasifikuotos pagal jvairove, nes ties skirtingy indeksy
vertémis jos ne kartg kerta viena kitg (10 pav.).

Mineral N
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9 pav. Daugiamaté sausy puSyny bendrijy su juvenilinémis pataisiniy
populiacijomis struktiira NMDS pagal Bray-Curtis indeksa: pH ir G vektoriai rodo
teigiama koreliacijg tarp rasty gametofity skaiCiaus ir didéjanCios pH vertés,
Mineral N rodo neigiamg koreliacija tarp mineralinio azoto kiekio méginiuose ir
pH bei gametofity skaiciaus

20+

site

& Berzupis
#\ Bingeliai
+ Glebas

< Maskauka_1
> Maskauka_2
7 Puvodai
B4 varene_1
¥ varene_2
> Ziinetiai

05+

0 o0z 05 i 2 i 8 nf
alpha

10 pav. Devyniy tyrimo viety augalijos Renyi jvairovés profiliai. a = 0 atitinka
rasiy gausumo indekso logaritma; o = 1 yra Shannon jvairovés indeksas, o = 2 yra
Simpsono jvairoves indekso algoritmas. x ir y aSys atitinka Renyi formulés alpha
vertg ir asocijuotg Renyi jvairovés profilio verte
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Augalijos kaita pastoviame tyrimy laukelyje su juveniline pataisiniy
populiacija. Pastoviame Maskaukos laukelyje flora nebuvo gausi rasiy ir per
ketverius metus trukusj tyrimg rasiy gausumas mazai jvairavo (2 lent.).

2 lentelé. Pastovaus 100 m? Maskaukos tyrimo laukelio (54.28202, 24.59892
WGS) su juveniliniais pataisiniais poZymiai

Pozymiai 2012 2013 2014 2015
Laukeliy* su juveniliniais pataisiniais skai¢ius 12 11 13 13
Vidutinis + SD Zoliy ir krimoksniy padengimas (%) 34+23 35+23 34 +23 36,3+15
Vidutinis + SD samany ir kerpiy padengimas (%) 95+14 95+13 95+14 98+9
Absoliuti dazniausiy rasiy gausa:

Pleurozium schreberi 52,1 51,7 54,4 52,9
Deschampsia flexuosa 20,6 21,3 20,3 20,4
Dicranum polysetum 17,5 17,5 15,1 14,0
Vaccinium myrtillus 1,1 1,1 14 2,7
Vaccinium vitis-idaea 0,7 0,7 0,8 15
Induociy augaly rasiy skaicius 7 8 10 13
Samany bei kerpiy rasiy skaiéius 6 4 6 5
Bendras riisiy skaiéius 13 12 16 18

* Bendras laukeliy skai¢ius — 100. SD — standartinis nuokrypis

Deschampsia flexuosa nustatyta 96 laukeliuose i$ 100, jos vidutinis projekcinis
padengimas buvo 46 %. Koreliacijos matrica atskleidé silpng teigiama koreliacija
tarp D. flexuosa ir L. annotinum dalyvavimo dydziy (ry,~ 0,22; p < 0,05). Kity
statistiSkai reik§mingy koreliacijy tarp L. annotinum ir kity rii$iy nebuvo nustatyta.

Statistine analizé parodé¢, kad laukeliai, kuriy nedengé¢ medziy laja, turéjo
stabilesng raiSiy jvairove ir gausumag bei reikSmingai nepakito per tyrimo
laikotarpj. Juveniliniai pataisiniai rasti tik neuZpavésintuose laukeliuose.
Nustatyta, kad medziy lajos uZpavésinti laukeliai reikSmingai skyrési nuo
neuzpavesinty laukeliy nuo 2012 iki 2014 m. (permutational MANOVA pagal
Bray-Curtis indeksg; R2 = 0,05; p <0,01), bet 2015 m. skirtumo nebuvo. Shannon
indeksas tarp laukeliy jvairiais metais skyrési reikSmingai (pakartotiniy matavimy
ANOVA su Greenhouse-Geisser korekcija; F = 19,1649; p < 0,0001). Post hoc
testais, naudojant Bonferroni korekcija, buvo nustatyta, kad tik 2015 metais
duomenys statistiSkai reikSmingai skyrési nuo kity mety (p < 0,01). Tolesné
analize atskleidé, kad tyrimo laikotarpiu Shannon indeksas reikSmingai skyrési ir
kai tik laukeliai be medziy lajy buvo jtraukti j analize (pakartotiniy matavimy
ANOVA; F = 18,08; p < 0,0001). Simpson indeksas taip pat reikSmingai skyrési
tarp tyrimo mety (pakartotiniy matavimy ANOVA; F = 18,17; p < 0,0001) ir post
hoc testai naudojant Bonferroni korekcijg atskleide, kad tik 2015 m. duomenys
reikSmingai skyrési nuo kity mety (p < 0,01). Simpson indeksas taip pat
statistiSkai reikSmingai skyrési jvairiais tyrimo metais (F = 18,08; p < 0,0001) ir
kai tik laukeliai su medziy lajomis buvo jtraukti j analize.

Daugelyje laukeliy zoliy ir kriimoks$niy projekcinis padengimas buvo didesnis
nei 50 % ir reikSmingai per tyrimo metus nepakito. IS viso juveniliniai pataisiniai
dengé apie 10 % bendro pastovaus laukelio ploto, augo 14-oje i§ 100 laukeliy, i$
viso vir§ samany sluoksnio uzfiksuoti 35 tigliai. Juveniliniai L. annotinum vyravo,
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L. clavatum augo tik viename laukelyje kartu su L. annotinum, Diphasiastrum
nepasitaikeé. Kiekvienais metais laukelyje atsirasdavo medziy daigy, bet dauguma
juy zodavo. Samany ir kerpiy projekcinis padengimas buvo artimas 100 %. Tik
Pleurozium schreberi (Brid.) Mitt. augo visuose laukeliuose kartu su juveniliniais
pataisiniais (2 lent.). Nors statistiné analizé parodé, kad laukeliy su juveniliniais
pataisiniais augalija tyrimo laikotarpiu reikSmingai nesikeité, biitent juose buvo
nustatytos negausios samany riiSys, pasitaikiusios tik vieng sezong.

2015 m. dvideSimt 10 x 10 cm dydZzio dirvozemio méginiy buvo iSanalizuota ir
rasti 22 L. annotinum ir 1 L. clavatum juveniliniai sporofitai. Taip pat samany
sluoksnyje rasti 3 Zuve juveniliniai sporofitai. Vieno méginio i§ 20
humusingajame horizonte, 0,2 cm gylyje, buvo rasti du netaisyklingo dubenélio
pavidalo gametofitai (I tipas, Lycopodium clavatum tipas pagal Bruchmann, 1898:
Lycopodium sp.; 1,5 x 1,8 cm ir 0,4 x 1,2 cm). Sporofity ilgis, Sakojimosi pobiidis
ir kiti augimo parametrai buvo netolygis (3 lent.). Chemin¢ analizé parode, kad
dirvozemis yra silpnai riigStus (pH 5), bendras azotas sudaro 1,3 £ 0,11 g / kg, o
bendras fosforas —10 £ 1 mg / kg.

3 lentelé. Duomenys apie juvenilinius pataisinius, surinktus i§ pastovaus
Maskaukos tyrimy laukelio 2015 m.

Pozymis Vidurkis ir SD Max Min
Samany sluoksnis, cm 4,65+ 1,87 9 2
Humuso sluoksnis, cm 2,36 £ 0,97 4 0,8
Juveniliniy sporofity skai¢ius méginyje* 1,21+0,71 4 1
Metiniy lapy sutankéjimy skaicius 3,68 £1,55 8 2
Sakny skai¢ius 2,52+1,16 6 1
Saky skaigius 4,04 £35 13 1
Atstumas tarp Saky, cm 243 1,77 17 0,8
Saky ilgis, cm 3,27 +2,97 12,3 0,2
Juveniliniy sporofity ilgis, cm 16,39 + 7,87 39,9 7,2

* 1§ viso rasti 23 juveniliniai sporofitai

Pataisy genetinés jvairovés tyrimai. Atliekant pataisy populiacijy Varénos r.
genetinés struktiiros tyrimus buvo istirti 103 augalai 1§ deSimties populiacijy: 50 L.
annotinum ir 53 L. clavatum augalai. ISSR analizei panaudoti keturi pradmenys:
B, C, 1-28 ir 1-50a. Lycopodium clavatum populiacijose bendras pagausinty DNR
juosty skai¢ius buvo 129, o L. annotinum — 127. DNR fragmenty dydis jvairavo
nuo 280 iki 1800 bp, sesi fragmentai buvo monomorfiniai (4 lent.).
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4 lentelé. L. clavatum ir L. annotinum populiacijy 103 pavyzdzy DNR

polimorfizmas
Pradmuo Seka 5°—3’ Nustatyty Monomorfiniy/ DNR Polimorfizmas,
lokusy Polimorfiniy lokusy fragmenty | %
skaiCius skaicius dydis (bp)
L. annotinum
ISSR B (AG)sCG 23 0 23 320-1800 100
ISSRC (AG)sTG 34 1 33 280-1800 97
ISSR 1-28 (GT)sCG 34 1 33 320-1800 97
ISSR 1-50a CCA(GCT), 36 0 36 380-1800 100
IS viso 127 2 125 280-1800 98
L. clavatum
ISSR B (AG)sCG 24 2 22 280-1200 91
ISSRC (AG)sTG 31 0 31 320-1800 100
ISSR 1-28 (GT)sCG 35 1 34 320-1600 97
ISSR I-50a CCA(GCT), 39 1 38 320-1800 97
I§ viso 129 4 125 280-1800 96

Tirty populiacijy tarpusavio giminingumas buvo jvertintas UPGMA klasterinés
analizés metodu. UPGMA analize suskirsté genotipus j dvi dideles grupes, kurios
atitiko tiriamas rasis. Pakartojus analize risiy lygmenyje, dendrograma taip pat
parod¢ didesnj genetinj panaSuma tarp augaly populiacijos ribose nei tarp
populiacijy (11 pav.)
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11 pav. Penkiy L. clavatum populiacijy genetinés jvairovés dendrograma pagal
ISSR lokusy polimorfizmg. Dendrograma sudaryta UPGMA metodu, naudojant
Nei ir Li genetiniy atstumy matricg su 1000 interacijy. LC — L. clavatum, LA — L.
annotinum populiacijos: V — Varéné, G — Glébas, Z — Zilinéliai, P — Puvociai, M —
Maskauka
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Genetinés jvairovés rodikliai pateikti 5 ir 6 lentelése. Vidutinis polimorfizmas
L. clavatum populiacijose buvo Zemesnis (18.37 %) nei L. annotinum (22.97 %).
DidZiausias polimorfizmas nustatytas Maskaukos L. annotinum populiacijoje.
PCoA koordinaciy analizé atskleidé, kad Maskaukos ir Varénés L. annotinum bei
Maskaukos ir Puvociy L. clavatum populiacijos labiausiai skiriasi nuo likusiy tirty
populiacijy (12 pav.).
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A

Coord. 1

Coord. 1
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# Puvotiai LA
Zilinéliai LA

A Varéné LA
Maskauka LA

Glébas LA

# Puvotiai LC
Zilinéliai LC

A Varéné LC
Maskauka LC

Glébas LC

12 pav. Principiniy koordinaciy analizé (PC0A), atlikta naudojant Nei genetiniy
atstumy 103 individy matricg ir rodanti genetinj penkiy L. clavatum (B) bei
penkiy L. annotinum (LA) populiacijy panasuma

5 Lentelé. Penkiy L. clavatum (LC) ir penkiy L. annotinum (LA) genetinés

jvairovés rodikliai pagal keturis 4 ISSR Zymenis

Populiacija | Indiv. | Loku- | Unikaliy | Polimorfiniy | Polimor- Na’ Ne+ | h®+SD | I°+SD
sk. sy sk. lokusy lokusy sk. fizmas, % +SD SD
sk.

Puvodiai 10 60 1 20 13,51 1,135+ 1,080+ 0,047+ 0,070+
LC 0,343 0,232 0,129 0,188

Zilinéliai 10 55 1 22 14,86 1,149+ 1,112+ 0,062+ 0,090 +
LC 0,357 0,282 0,154 0,220

Varéné LC 12 60 1 29 19,59 1,196+ 1,134+ 0,074+ 0,109 +
0,398 0,309 0,163 0,233

Maskauka 10 82 8 34 22,97 1,230+ 1,159+ 0,091+ 0,133+
LC 0,422 0,313 0,173 0,250

Glébas LC 11 66 3 31 20,95 1,210+ 1,126+ 0,073+ 0,108 +
0,408 0,286 0,157 0,226

Puvociai 10 49 0 23 15,54 1,155+ 1,101+ 0,059+ 0,087 +
LA 0,364 0,258 0,144 0,209

Zilinéliai 10 58 0 36 24,32 1,243+ 1,131+ 0,081+ 0,123+
LA 0,431 0,265 0,154 0,229

Varéné LA 10 56 0 27 18,24 1,182+ 1,099+ 0,060+ 0,091 +
0,388 0,245 0,138 0,204

Maskauka 10 95 11 52 35,14 1,351+ 1,220+ 0,130+ 0,193+
LA 0,479 0,335 0,187 0,273

Glébas LA 10 62 2 32 21,62 1,216+ 1,123+ 0,073+ 0,110+
0,413 0,275 0,153 0,224

1 — nustatyty aleliy skaiCius, 2 — efektyviy aleliy skai¢ius; 3 — Nei genetiné jvairove; 4 — Shannon indeksas, 4 — Nei ir
Li genetinis atstumas
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6 lentelé. Lycopodium clavatum ir L. annotinum populiacijy genetiniai

panaSumai (vir$ jstrizainés) ir genetiniai atstumai (po jstrizaine)
L. clavatum
Puvodiai LC Zilinéliai LC Varéné LC Maskauka LC Glébas LC
Puvociai LC falaiaad 0,784 0,728 0,629 0,770
Zilinéliai LC 0,244 Fkkx 0,819 0,643 0,819
Varéné LC 0,318 0,200 Frxk 0,645 0,844
Maskauka LC 0,463 0,442 0,438 Fkxk 0,694
Glébas LC 0,262 0,201 0,170 0,365 Fxxk
L. annotinum
Puvocdiai LA Zilinéliai LA Varéné LA Maskauka LA Glébas LA
Puvociai LA falaiaad 0,841 0,752 0,684 0,816
Zilinéliai LA 0,173 Fkkx 0,783 0,657 0,834
Varéné LA 0,285 0,245 Fxxk 0,736 0,775
Maskauka LA 0,375 0,420 0,306 Fkxk 0,676
Glébas LA 0,204 0,182 0,255 0,391 Fhkx

DISKUSIJA

Moksliniy duomeny apie pataisiniy populiacijy funkcionavimg ir ekologijg yra
palyginti mazai, tod¢l daug Siy augaly biologijos fundamentiniy klausimy lieka
neatsakyty. Nuo 1873 m. iki dabar buvo paskelbta maziau nei 25 moksliniai
straipsniai apie gamtoje rastus pataisiniy poZeminius gametofitus ir juvenilinius
sporofitus. Misy Ziniomis, nebuvo publikuotas né vienas darbas apie juveniliniy
pataisiniy populiacijy struktiirg ir dinamikg. Misy tyrimai parod¢, kad sausuose
PietryCiy Lietuvos puSynuose lokaliose teritorijose gali susidaryti gana gausios
poZeminiy pataisiniy gametofity populiacijos (iki 500 individy 1 m?). Kiti tyréjai
taip pat yra aptike gausiy pataisiniy gametofity populiacijy. Pavyzdziui,
Masacusetse, JAV, Degener (1924) surado apie 300 Lycopodium annotinum ir L.
clavatum gametofity, o Stokey ir Starr (1924) rado daugiau nei 100 juveniliniy
Diphasiastrum complanatum sporofity. Daugelis pteridology (Bruchmann, 1898;
Oinonen, 1968; Horn et al., 2013) mano, kad pataisiniy gametofity susidarymas
yra labai retas ir unikalus reiskinys, o patys gametofitai dirvozemyje iSlicka
gyvybingi nuo keleriy mety iki deSimtmeciy (Bruchmann, 1898; Eames, 1942).
Tinkamiausiais poZeminiy gametofity indikatoriais tebéra juveniliniai sporofitai.
IS 31 dirvozemio pavyzdzio, paimto devyniose Varénos r. pusyny tyrimo vietose
su juveniliniais sporofitais, 20-yje radome gametofity. Nustatyta vidutiné
statistiSkai patikima sgsaja tarp rasty poZeminiy gametofity ir juveniliniy sporofity
skaiCiaus. Jvairlis autoriai (Bruchmann, 1898; Degener, 1924; Gauthier and
Dumais, 1938) teige, kad pataisiniy gametofitai gali biti rasti tik tose vietose, kur
néra brandziy sporofity. Papar¢iy Athyrium filix-femina, Gymnocarpium
dryopteris, Phegopteris connectilis pozeminiy propaguliy taip pat pasitaiké
dirvozemyje, kur brandziy sporofity nebuvo (Rydgren and Hestmark, 1997).

Kol kas néra sukurto neinvazinio metodo, kuriuo biity galima nustatyti
poZeminiy gametofity populiacijy ribas, tod¢l nesuardant populiacijos jmanoma
vertinti tik juveniliniy sporofity paplitimg. PoZeminiy pataisiniy gametofity ir
antzeminiy sporofity santykis dirvozemio méginiuose nebuvo tolygus. 12-0je
dirvozemio méginiy 1§ 31 antZeminiy sporofity skaiius buvo maZesnis nei
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poZeminiy gametofity, o 10-yje méginiy nustatytas atvirkSc¢ias santykis. Tiriant
Botrychium populiacijas, pozeminiy gametofity buvo nustatyta kelis Kkartus
daugiau nei antzeminiy sporofity (Johnson-Groh et al., 2002). Kartais pataisiniy
gametofity prie juveniliniy sporofity nepavyksta rasti. Tik labai jauni ortotropinio
augimo sporofitai yra patikimi poZeminiy gametofity indikatoriai. Sékminga
gametofty paieska priklauso ir nuo méginiy dydzio. Norint atlikti gametofity
erdving analize, reikia imti didesnius, 25 x 25 cm ar 50 x 50 cm dydZio,
dirvoZzemio méginius. Vieno tokio dirvoZemio méginio analizé uZtrunka nuo
dviejy iki keturiy dieny (Rimgailé-Voicik et al., 2015).

Juveniliniy pataisiniy gametofitu populiaciju jvairové ir struktara. Siaurés
pusrutulyje 1 tipo, arba Lycopodium clavatum, (pagal Bruchmann, 1898) susidaro
dazniau nei II tipo, arba Diphasiastrum complanatum, gametofitai. Skirtingo
1§sivystymo juveniliniai pataisiniy sporofitai, rasti pastoviame Maskaukos tyrimy
laukelyje, leidzia daryti prielaida, kad pataisiniy juveniliniy populiacijy
vystymasis yra asinchroninis. Miisy tyrimo rezultatai sutampa su Eames (1942)
duomenimis. Asinchroning pataisiniy jaunatviniy populiacijy raidg gali lemti dvi
pagrindingés prieZastys: 1) spory sudygimas konkrecioje vietoje néra vienalaikis, 2)
gametofity vystymosi laikas jvairuoja. Galima teigti, kad juvenilinés pataisiniy
populiacijos yra sudarytos 1§ skirtingo amziaus sporofity, atsiradusiy 1§ jvairaus
kalendorinio amziaus gametofity. Todél juveniliniai sporofitai neturéty biiti
genetiSkai identiski.

0,25 m? dirvoZzemio meginiuose pataisiniy gametofity gausumas buvo jvairus.
Gausiausia grupé buvo I tipo netaisyklingo dubené¢lio pavidalo gametofitai (372).
Viename dirvozemio meéginyje radome nuo 5 iki 133 gametofity ir nuo 4 iki 45
juveniliniy sporofity. AntZeminiy juveniliniy sporofity ir poZeminiy gametofity
santykis dirvozemio méginiuose taip pat jvairavo. Pavyzdziui, méginyje su 45
juveniliniais sporofitais rasti tik 24 gametofitai, o0 méginyje su 15 juveniliniy
pataisiniy rasti net 133 gametofitai. DirvoZzemio meéginys su 133 gametofitais
iSsiskyré itin tankia Deschamsia flexuosa veja ir nesusivérusiu samany sluoksniu.
Panasu, kad D. flexuosa galéjo lemti specifinio mikroklimato, itin palankaus
gametofitams vystytis, susidaryma.

Moksliniy duomeny apie poZeminiy pataisiniy gametofity populiacijy
funkcionavimg beveik néra paskelbta. Tyrimy metu dirvozemyje randama tiek
pavieniy (Bruchmann, 1898; Stokey and Starr, 1924; Horn et al., 2013), tiek |
jvairaus dydzio santalkas susitelkusiy (Stokey and Starr, 1924; Eames, 1942)
gametofity ir juveniliniy sporofity. Juveniliniai sporofitai su nesuirusiais
gametofitais randami jvairiy raidos stadijy: nuo pozeminiy nefotosintetinanciy iki
iSsiSakojusiy fotosintetinanciy. Miisy tyrimai parodé, kad humusingajame
horizonte pataisiniy gametofitai: 1) gali augti atskirai, 2) gali priartéti vieni prie
kity be tiesioginio kontakto, 3) gali tiesiogiai kontaktuoti (Rimgailé-Voicik et al.,
2015). Dazniausiai grupés susidaro i§ 2-5 skirtingos raidos stadijos pataisiniy
gametofity. Manoma, kad tokios gametofity grupés susidaro palaipsniui (Naujalis,
1995). Nors dvily¢iai gametofitai gali bti laikomi optimaliausia dauginimosi
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sistema dél daug didesnés apvaisinimo tikimybés, kai anteridZiai ir archegonés
iSsidésto labai arti vieni kity, bet dél didéjanc¢io homozigotiSkumo gali kilti
inbrydingo depresija (Charnov, 1982).

Dauguma poZzeminiy gametofity buvo rasti 0,2-0,4 cm gylyje. Tos pacios arba
panasios vystymosi stadijos gametofity rasta visose humuso sluoksnio dalyse.
Artimiausio kaimyno indeksas parodé, kad juveniliniai sporofitai linke labiau
telktis nei gametofitai. Tikétina, kad tokio juveniliniy sporofity iSsidéstymo
pagrindin¢ prieZastis — netolygus maistmedZiagiy pasiskirstymas. Gali buti, kad
rasti juveniliniai sporofitai susidaro po tarpgametofitinio apvaisinimo, bet
daugeliu atvejy gametofitai nesudaré grupiy, tad apvaisinimas tame paciame
gametofite labiau tikétinas.

Dabartiniy (Rimgailé-Voicik et al., 2015) ir ankstesniy (Naujalis, 1995) tyrimy
Lietuvoje metu buvo rasti keli gametofitai su dviem ar daugiau sporofity tigliy, tad
apvaisinimas gametofite gali jvykti pakartotinai, jeigu pirmas sporofito tglis
neziva. Reiskinys, kad daugiau nei vienas sporofitas auga 1§ to paties gametofito,
buvo nustatytas ir anks¢iau. Eames teigimu (1942), du sporofity figliai pasitaiko
daznai, 3-5 — reCiau, o 1§ vieno didelio gametofito buvo iSauge net septyni
normaliai i$sivyste sporofity tgliai. Bruce ir Beitel (1979) rado 26 gametofitus,
kurie tur¢jo vieng sporofito tiglj, o dar 25 tur¢jo daugiau nei po vieng. Daugiausiai
1§ vieno gametofito buvo iSauge 13 sporofity tigliy!

Juveniliniy pataisiniu populiaciju augavietés. Juveniliniy pataisiniy
populiacijy susidarymas sausuose puSynuose yra lokalus reiSkinys, nulemtas
specifiniy aplinkos salygy. Pagrindinis juveniliniy pataisiniy populiacijy
stabilumo veiksnys gali biiti nuolatinis jy papildymas naujais gametofitais ir jy
ilgaamZziSkumas. Tikeétina, kad aplinkos salygos, biitinos juvenilinéms pataisiniy
populiacijoms jsikurti, néra trumpalaikés. DirvoZemio heterogeniSkumg lemia
mikrotopografijos, mikroklimato, téviniy individy, mikorizés ir mikroorganizmy
jvairoveé (Stark, 1994). NeaiSku, ar nauji gametofitai susidaro kasmet ir kas —
mikoriz¢ ar fotosintez¢ — yra svarbiausi veiksniai, lemiantys sékmingg juvenilinio
pataisinio vystymgsi. Tinkamose augavietése pozeminiai gametofitai ir
juveniliniai sporofitai sudaro gausias 1-6 rasiy individy grupes, greta kuriy néra
sporifikuojan¢iy klony (Fankhauser, 1873; Bruchmann, 1898; Lang, 1899;
Spessard, 1922; Stokey and Starr, 1924; Degener, 1924; Gauthier and Dumais,
1938; Eames, 1942). Misy tyrimy rezultatai patvirtina Siuos rezultatus (Rimgailé-
Voicik and Naujalis, 2015, 2016).

Lictuvoje, Varénos rajone, buveinés su brandziais D. complanatum pasizymi
mazesne floristine jvairove nei vietos su L. clavatum. Juveniliniy pataisiniy
augavieCiy augalija panaSesné | brandziy D. complanatum augavieciy. Juveniliniy
pataisiniy augavietés nepasizymeéjo rasiy jvairove, netur¢jo iSreikSto kriimy ardo,
o zoliy ir krimoksniy arde vyravo Deschampsia flexuosa. Ankstesni tyrimai
(Strengbom et al., 2004; Ruotsalainen et al., 2007) parodé, kad sutrikdytuose
miskuose sumazéjusi konkurencija dél Sviesos sukelia D. flexuosa sgzalyny plétra.
Pastoviame Maskaukos tyrimy laukelyje nustatéme silpng teigiamg koreliacijg
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tarp D. flexuosa ir L. annotinum dalyvavimo dydzio, kity reikSmingy koreliacijy
nepavyko nustatyti (Rimgailé-Voicik and Naujalis, 2016). Odor (1996) teigé, kad
L. clavatum ir D. complanatum gali lengvai egzistuoti kartu su V. myrtillus.
Palyginus devyniy tyrimo viety augalija, nustatéme silpng neigiamg koreliacija
tarp L. annotinum ir V. myrtillus, bet silpng teigiama koreliacija tarp L. annotinum
ir D. flexuosa dalyvavimo dydzio (Rimgailé-Voicik and Naujalis, 2016). Tirtuose
Varénos r. sausuose puSynuose vykstanciy bendrijy kaitos procesy metu D.
flexuosa nukonkuruoja V. myrtillus ir V. vitis-idaea L., nors pries 40 mety D.
flexuosa Lietuvoje priskirta retoms riiSims (Natkevicaité-Ivanauskiené, 1963).

Tikétina, kad pataisiniy, kaip ir paparciy (Miller, 1968; Windham et al., 1986)
spory bankams budingas ilgaamziSkumas. Tarp juveniliniy pataisiniy sporofity
Varénos r. vyravo L. annotinum individai, o Lycopodium gametofitai sudaré
daugiau nei 80 % visy rasty gametofity (Rimgailé-Voicik et al., 2015). Toks
santykis buvo nustatytas ir tyrimais, atliktais prie Glébo eZero Varénos r., 1986—
1989 m. (Naujalis, 1995). Klasteriné analizé su Bray-Curtis indeksu sugrupavo
visas devynias tyrimy vietas ] dvi dideles grupes, atspindincias pataisiniy
populiacijy brandg. PanaSiausios buvo Maskaukos II ir Varénés Il, taip pat
Maskaukos I ir Bingeliy tyrimo vietos. Tai, kad tarp juveniliniy individy vyravo L.
annotinum, o tarp sporifikuojan¢iy — L. clavatum, gali reiksti, jog L. clavatum
sporos nesudaro gyvybingy spory banky arba tai, kad susidariusiuose
gametofituose dél neZinomy priezasCiy nejvyksta apvaisinimas. Duomeny apie
pakitusia L. clavatum sporifikacija neturime. Atavizmas, kai tglio virSingje
susidaro vegetatyvinés struktiros po generatyviniy struktiry susidarymo, yra
zinomas tik L. annotinum (Gola et al., 2015) ir Sis reiskinys yra susijes su LAMB1
geno raiSka sporogeniniame audinyje (Svensson et al., 2000).

Kai kuriose vietose su juvenilinémis pataisiniy populiacijomis pusSy kamienai
buvo apangléje. PavirSiniai misky gaisrai gali biti pagrindinis tinkamas buveinés
juveniliniy pataisiniy populiacijoms jsikurti formuojantis veiksnys. AnksCiau
poZeminiai gametofitai ir juveniliniai sporofitai buvo rasti greta keliy, taky, miSko
kvartaliniy linijy, slidinéjimo trasy (Bruchmann, 1898; Degener, 1924; Stokey and
Starr, 1924; Muller et al., 2003; Horn et al., 2013). Lietuvoje juvenilinés pataisiniy
populiacijos taip pat aptiktos labiau ar maZiau sutrikdytose misko vietose
(Naujalis, 1995; Rimgailé-Voicik et al., 2015; Rimgailé-Voicik and Naujalis,
2016). Pasak Stokey ir Starr (1924), visos vietos, kuriose pavyko rasti juvenilines
pataisiniy populiacijas, gali biiti apibudintos kaip ,,skurdzios* ir didesné
juveniliniy pataisiniy populiacijy susidarymo tikimybé yra tada, kai 10—12 mety
nebiina katastrofiniy sausry. Juveniliniy pataisiniy populiacijy buveiniy
dirvozemiy cheminés sudéties palyginimas su ilgalaikiy dirvoZemio tyrimy
rezultatais (BeniusSis, 2008; Armolaitis et al., 2011) leidzia teigti, kad tyrimy
vietos niekada nebuvo naudojamos kaip dirbami laukai ir nebuvo treSiamos.
Eames (1942) pabréze, kad gausios juveniliniy pataisiniy populiacijos buvo rastos
5-25 mety medynuose, susiformavusiuose po misko gaisro, kuris kilo i8kirtus
miska.
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Per septeriy mety stebéjimus (1985-1991) sausuose puSynuose buvo nustatyta,
kad daugiau nei 50 % rasty L. annotinum juveniliniy sporofity Zuvo, metinis
iSgyvenusiy sporofity prieaugis buvo 1-3 cm (Naujalis, 1995). Per ketveriy mety
tyrimus pastoviame Maskaukos laukelyje (Rimgailé-Voicik and Naujalis, 2016)
nustatyta, kad pagrindiné juveniliniy pataisiniy Zities prieZastis gali biti
konkurencija su samany sluoksniu.

Pagrindiné juveniliniy pataisiniy funkcija — naujy augavieciy kolonizavimas. Ar
klonai yra genetiSkai unikaliis individai ar juos sudaro misSkotvarkos ar kity
procesy metu suskaidyto to paties individo dalys néra zinoma. ISSR polimorfizmo
analizé parodé, kad tarpopuliaciné genetiné jvairové yra gerokai didesné nei
populiacijy viduje. Tad vegetatyvinis dauginimasis yra labiau tikétinas. PCOA
analizé parodé, kad Maskaukos tyrimo vietos L. annotinum ir L. clavatum
populiacijos ryskiausiai skyrési nuo likusiy populiacijy, jos pasizyméjo ir
didZiausiu unikaliy lokusy skai¢iumi. Tai gal¢jo nulemti vykstantis lytinis pataisy
dauginimasis ir naujy klony formavimasis i§ unikaliy, lytinio dauginimosi keliu
susidariusiy individy.
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ISVADOS

1.

Devyniose tyrimo vietose sausuose Varénos r. pusSynuose tarp juveniliniy
pataisiniy vyravo Lycopodium annotinum, o tarp sporifikuojanciy pataisiniy —
Lycopodium clavatum.

Sausuose Pietry¢iy Lietuvos puSynuose vyravo | tipo Lycopodium clavatum
(pagal Bruchmann klasifikacijg) gametofitai. I tipo gametofitai (rasti 522 vnt.)
i§sivysto kur kas dazniau nei II tipo Diphasiastrum complanatum gametofitai
(rasti 74 vnt.), kartais i$ vieno gametofito iSauga daugiau nei vienas sporofitas.
Tyrimas pastoviame Maskaukos laukelyje parodé¢, kad juveniliniy pataisiniy
populiacijy formavimasis yra ilgalaikis procesas, kurio metu vyksta
nesinchronizuotas naujy lytinés kilmés sporofity susidarymas i§ pozeminiy
gametofity ir daliné juveniliniy sporofity eliminacija.

Tarp rasty pataisiniy gametofity ir juveniliniy sporofity skaiiaus nustatyta
vidutiné teigiama koreliacija (ryy = 0,57; p < 0,05), patvirtinanti hipotezg¢, kad
didZiausia tikimybé surasti pozeminius gametofitus yra ten, kur pastebeéti
juveniliniai sporofitai.

Juveniliniai sporofitai yra linke labiau telktis nei gametofitai. Juveniliniy
pataisiniy artimiausio kaimyno indeksas (NNI) buvo 0,44-0,55, vidutinis
atstumas (ra) tarp individy — 1,65-3,78 cm. Gametofity grupavimasis nebuvo
toks rySkus: NNI jvairavo nuo 0,51 iki 1,18.

Juvenilinéms pataisiniy populiacijoms buidingas asinchroninis vystymasis, nes
jvairavo dirvozemio méginyje rasty gametofity dydis, forma ir pasiskirstymas
dirvoZzemio humuso sluoksnyje.

Maskaukos pastovaus tyrimy laukelio augalijos koreliacijos matrica parodé
silpng teigiamg koreliacijg tarp Deschampsia flexuosa ir L. annotinum
projekcinio padengimo (ry,~= 0,22; p < 0,05). Devyniy tyrimo viety augalijos
analizés metu taip pat nustatyta silpna teigiama koreliacija tarp D. flexuosa ir
L. annotinum (ry, = 0,39; p < 0,05) ir silpna neigiama Koreliacija tarp D.
flexuosa ir Vaccinium myrtillus L. (ry, = —0,41; p < 0,05), L. annotinum ir V.
myrtillus (ry, = -0,37; p <0,05).

Varénos r. pataisy populiacijoms buvo charakteringas zemas ISSR lokusy
polimorfizmas: vidutinis polimorfizmas L. clavatum populiacijose buvo
zemesnis (18.37 %) nei L. annotinum (22.97 %) populiacijose.

Tarp L. clavatum ir L. annotinum populiacijy nustatyta didelé molekuliné

genetiné jvairové (atitinkamai 78 % ir 69 %) rodo, kad geny srautas tarp
populiacijy yra labai ribotas.
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Summary

Archaic monophyletic Lycopodiaceae s. lat., comprise approximately 400
living species (@llgaard and Windisch, 2014; Christenhusz and Byng, 2016). In
various temperate forests, homosporous herbaceous lycophytes have an
opportunistic, guerrilla-type growth strategy (Harper, 1985) and their evergreen
perennial vascular sporophytes form large clones. Club moss sporophytes
originate from subterranean, achlorophyllous gametophytes (also called prothallia)
that are associated with fungal endophytes (Read et al., 2000). Spores of club
mosses only germinate in the dark (Whittier, 1977) and subterranean
gametophytes of club mosses do not develop without a specific group of
endophytic fungi (Rimington et al., 2014; Pressel et al., 2016). The development
of gametophytes from spore germination to fertilization and new sporophyte
formation can take five to six or more years (Bruchmann, 1910; Horn et al., 2013).
Gametophyte and sporophyte generations are separated. Therefore, juvenile club
moss populations are spatially isolated from old clones, have different abiotic and
biotic habitat requirements, and emerge in sites with limited habitat disturbance
(Bruchmann, 1898; Degener, 1924; Naujalis, 1995). The presence of fire
adaptations is also expected (Eames, 1942; Oinonen, 1968).

The Main Obijective: to study organization and functioning patterns of

Lycopodium and Diphasiastrum populations with an emphasis on gametophytes

and juvenile sporophytes of emerging in dry pine forests of southern Lithuania.

Objectives:

e To investigate spatial structure of club moss subterranean gametophyte and
juvenile sporophyte populations

e To determine developmental stages and species composition of club moss
gametophytes and evaluate subterranean gametophyte population composition

e To study the specificity of habitats required by juvenile club moss populations

e To study vegetation cover change in a habitat with juvenile club moss
sporophytes

e To assess relationships of soil properties with juvenile sporophyte and
subterranean gametophyte abundance

e To assess genetic structure of club moss populations

Habitat disturbance is thought to be an important determinant of juvenile club
moss population occurrence, yet there have been few exploratory studies on
juvenile club moss populations. No studies have investigated the relationships
among subterranean gametophytes with or without incipient sporophytes and
aboveground vegetation. Understanding how vegetation determines the
development of a juvenile club moss population is crucial for establishing
protection for these archaic plants.

This novel research presents the first spatial structure analysis of club moss
subterranean gametophyte and juvenile sporophyte populations. Detailed juvenile
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club moss population characteristics are presented. The results obtained provide
the possibility to propose the predominant fertilization pathway. The relationships
among juvenile club moss populations, soil parameters and vegetation cover are
addressed and primary data on population genetic structure are presented.
Additionally, this research presents the first instance of Diphasiastrum
gametophytes in Lithuania.

During our research, juvenile club moss sporophytes were discovered in 21
localities. The dry pine forests with juvenile club moss populations in the Varéna
District of Lithuania were not species rich and had no shrub layer. In sites with
juvenile club mosses grass Deschampsia flexuosa dominated and no adult club
moss clones were present in close proximity. The Renyi diversity index (Lovei et
al., 2013) indicated that forest sites were slightly stressed and disturbed. We
propose that all of the above listed characteristics made the researched forests
suitable to support juvenile club moss populations.

The highest rate of total club moss occurrence was recorded in Varéne II (133
points of 510 assessed, 26.07%). The lowest rate of total club moss occurrence
was recorded in Bingeliai (two points, 0.39%). When the occurrence rates of
sporulating club mosses were compared, we noticed that in zero out of nine sites
all three species were sporulating together. Adult club mosses of the three species
were detected growing together in one site (Puvociai). In all sites juvenile L.
annotinum was the most prevalent.

In total, 595 club moss gametophytes were found in 31 soil samples. The
distribution of gametophytes in soil samples and the ratio of aboveground and
belowground structures were uneven. The largest number of gametophytes found
in one soil sample was 133 (Varéné I) and the lowest was two (Zilinéliai). The
Pearson correlation coefficient showed moderate positive association between the
number of gametophytes and sporophytes (ry, = 0.57; p < 0.05). We split the
diversity of Type | gametophytes into four groups (globular, disk shape, irregular
bowl shape and irregular bowl shape with sprout). Type Il gametophytes were
categorized into two groups (carrot shape and carrot shape with sprout). These
groups represent different developmental stages of gametophytes.

Higher order nearest neighbor analysis of Maskauka, Varéné and Bingeliai
samples showed that gametophytes and juvenile sporophytes tend to cluster and
their distribution in the soil is not absolutely random. Juvenile sporophytes tend to
cluster more. All gametophytes found were located in the humus layer from 0.1-2
cm in depth. No correlation was found between the length of gametophytes and
the depth in which they were found (r,, = 0.11322, p = 0.06).

We determined the main soil components that might influence club moss
population development. Adonis function in R revealed that only the amount of
mineral nitrogen differed signiicantly among sites (R2 = 0.135, p < 0.05). Sites
with abundant juvenile club moss populations were extremely acidic and
outstanded as poor, with low level of humus and nutrients.
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We used species cover data to test for a correlation among different species. A
weak positive correlation was found between Deschampsia flexuosa and L.
annotinum (ry, = 0.39; p < 0.05). Deschampsia flexuosa and Vaccinium myrtillus
L. (ryy = -0.41; p < 0.05), L. annotinum and V. myrtillus (r,, = -0.37; p < 0.05) and
D. flexuosa and Dicranum polysetum (ry, = -0.45; p < 0.05) had moderately
negative Pearson correlations.

Statistical analysis revealed that subplots in permanent Maskauka plot not
shaded by the tree canopy were more stable in regards to species diversity and
abundance, and did not change significantly during the research period. Juvenile
lycopods were identified in subplots that were not shaded. The subplots with and
without tree canopy shading differed significantly from 2012 to 2014
(permutational MANOVA on Bray-Curtis distances; R2 = 0.05; p < 0.01), but not
in 2015. Species composition in the permanent Maskauka site did not change over
our four-year study, but reappearing tree seedlings showed the presence of open
microniches. The correlation matrix showed a weak, but positive correlation
between D. flexuosa and L. annotinum cover (r,= 0.22; p<0.05) using average
cover from permanent Maskauka plot over four years in the calculation. No
significant correlation was detected between L. annotinum and any other species.
Cousens et al. (1985) suggested that sites for gametophyte development were rare
and lead to many different species spores clustering in a small territory. This
hypothesis is supported by the present study, as we found diverse developmental
stages of gametophytes of different species in close proximity to each other.

During the genetic analysis, 103 individuals from ten Varéna District
populations were examined: 50 L. annotinum and 53 L. clavatum individuals. The
UPGMA method revealed that all populations analysed fell into two large groups
that represent species L. clavatum and L. annotinum. All plants were more similar
within the populations. Analysis of molecular variance (AMOVA), calculated
based on a genetic distance matrix showed that among L. annotinum populations
the total molecular variance was 69% while within populations the variance was
31%. Total molecular variance among L. clavatum was higher (78%) while the
variance within the population was 22%.

All populations had low DNA polymorphisms. Average polymorphism was lower
in L. clavatum (18.37%) populations than in L. annotinum (22.97%) populations.
PCoA plots generated separately for L. clavatum and L. annotinum populations
showed that L. annotinum Varéné and Maskauka populations and L. clavatum
Puvociai and Maskauka were the most divergent. The highest polymorphism was
measured within L. annotinum collected from the Maskauka population (35.14%).
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CONCLUSIONS

1. Among the juvenile club moss sporophytes discovered, Lycopodium
annotinum dominated while among sporulating club mosses, Lycopodium
clavatum was the most common at nine research sites in dry pine forests of
the Varéna District.

. Among the gametophytes discovered, the genus Lycopodium dominated. Type
| (Lycopodium clavatum type) gametophytes developed more often than Type
Il (Diphasiastrum complanatum type) in dry pine forests of the Varéna
District. Five-hundred and twenty-two Lycopodium and 74 Diphasiastrum
gametophytes were found; more than one sporophyte sprout was discovered
emerging from a gametophyte.

. Research conducted in the permanent Maskauka site showed that the
development of the juvenile club moss populations is a long-term process,
during which the unsynchronized occurrence of juvenile sporophytes from
subterranean gametophytes takes place and partial elimination of juvenile
sporophytes occurs.

4. There was a moderately positive correlation (r,, = 0.57; p < 0.05) between the
number of club moss gametophytes and juvenile sporophytes present in the
soil sample, supporting the hypothesis that the best place to look for
gametophytes is where juvenile sporophytes are present.

. Juvenile sporophytes tend to cluster more than the gametophytes. The Nearest
Neighbor Index (NNI) for juvenile sporophytes varied from 0.44—0.55 with an
average distance (ra) between sproutlings of 1.65-3.78 cm. Clasterization of
gametophytes was not that apparent; the NNI for gametophytes varied from
0.51-1.18.

. Asynchronous development was discovered within juvenile club moss
populations. Gametophytes varied in size and shape, and were distributed only
in the soil humus layer.

. In the permanent Maskauka research site, the correlation matrix showed a
weak, but positive significant correlation between Deschampsia flexuosa and
L. annotinum cover (ry, = 0.22; p < 0.05). However, when comparing the nine
research sites, a weak positive correlation was found between D. flexuosa and
L. annotinum (r,, = 0.39; p < 0.05) and a weak negative correlation was
determined between D. flexuosa and Vaccinium myrtillus L. (r,, = -0.41; p <
0.05), L. annotinum and V. myrtillus (r., = -0.37; p < 0.05).

8. Club moss populations in Varéna District were characterised by low ISSR
polymorphism: average percentage of polymorphic loci in L. clavatum
populations was lower than in L. annotinum populations (18.37 % and 22.97
%, respectively).

9. L. clavatum and L. annotinum populations were highly differentiated (78% and
69% respectively), which imply that gene flow among populations is very
limited.
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