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SANTRUMPOS

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

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

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

bp — baziy pora

Ch. — charakteringos riiSys

CPDNR — chloroplasty DNR

CTAB — cetiltrimetilamonio bromidas

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas

EDTA - etilendiaminotetraacto ragstis

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

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

MANOVA - daugiamaté dispersiné analizé (angl. Multivariate Analysis
of Variance)

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

NMDS — nemetrinis daugiamatis mastelio nustatymas (angl. Non-Metric
Multidimensional Scaling)

ML — didziausio tikétinumo algoritmas (angl. Maximum Likelihood)

nt — nukleotidai / nukleotidas

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

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

rDNR — ribosominés RNR geny lokusas

s.l. — placigja prasme (lot. Sensu lato)
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SSR - paprastosios pasikartojancios sekos (angl. Simple Sequence
Repeats)

s.str. — siaurgja prasme (lot. Sensu stricto)

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas (angl. SNP, Single Nucleotide
Polymorphism)

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



IVADAS

Kurklé (Batrachium, Ranunculaceae Juss.) taksonominiu pozilriu yra
viena 1§ sudétingiausiy Ziediniy vandens augaly grupiy, kurios taksonominis
rangas tebéra diskutuotinas ir kito nuo védryno genties sekcijos (Ranunculus
sect. Batrachium DC.), pogentés (Ranunculus subgen. Batrachium (DC.)
Peterm.) iki atskiros kurklés genties (Batrachium (DC.) S.F. Gray).
Remdamiesi Tzvelev (1998) ir Lietuvos autoriais (Lekavicius, 1989;
Gudzinskas, 1999) siame darbe Batrachium traktuojame kaip gentj.

Sios genties sistematika komplikuoja ypa¢ didelis augaly fenotipinis
plastiSkumas, poliploidija ir hibridizacija. Kurklés gentis evoliuciskai yra gana
jauna palyginti su kitomis védryniniy Seimos gentimis, todél raiSiy
morfologiniai pozymiai dar nenusistovéje ir labai varijuoja priklausomai nuo
augalo iSsivystymo stadijos ir ekologiniy salygy. Tose pacCiose salygose
augantys augalai gali biiti labai skirtingai, o skirtingose salygose augantys —
labai panasis. Tai parodo, kad riisies nustatymo pagal morfologinius pozymius
galimybés praktiniam naudojimui gali biti labai ribotos. Dél to, Sios genties
risiy identifikavimui nepakanka tik biometrinés analizés, butina panaudoti ir
Kitus biosistematinius metodus. Molekuliniai metodai (DNR sekoskaita, SSR,
AFLP, ISSR ir kt.), kuriais analizuojamas individy panasumas makromolekuliy
lygmenyje, vis placiau naudojami augaly taksonomijoje ir filogenetikoje
(Simpson, 2010). AFLP (Bradley ir kt., 2013; Lambertini ir kt., 2017), ISSR
(Wang ir kt., 2010; Coppi ir kt., 2015) molekuliniy zymeny bei branduolio
rDNR ir chloroplasty DNR regiony sekoskaitos (Telford ir kt., 2011;
Zalewska-Gatosz ir kt., 2015; Bobrov ir kt., 2017; Lambertini ir kt., 2017)
panaudojimas jau suteiké vertingos informacijos apie kurkliy taksonomijg ir
Siy augaly populiacijy sandara.

Europa yra svarbiausias Batrachium riisiy jvairovés centras, taciau atskiri
regionai labai skiriasi pagal rasiy iStirtumg. Daugiausia sistematiniy tyrimy
atlikta vakary ir Siaurés vakary Europoje — Jungtinéje Karalystéje, kur tyrimai

neapsiriboja vien tik $iy Saliy teritorija. Pastaruoju metu tyrimai suintensyveéjo
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ir ryty Europoje (Zalewska-Gatosz ir kt., 2014; Bobrov ir kt., 2015; Bobrov ir
kt., 2017). Daugelis S§iy tyrimy autoriy pabrézia, kad bitini iSsamesni
Batrachium riisiy jvairovés ir jy paplitimo tyrimai (Telford ir kt., 2011;
Zalewska-Gatosz ir kt., 2014).

Lietuva, kaip ir visas Baltijos Saliy regionas, priskiriama prie pras¢iausiai
Siuo pozitiriu iStirty teritorijy, kuriose Batrachium rasiy jvairové iki Siol
nenustatyta. Daugiausia klausimy iSkyla identifikuojant tekanciy vandeny
kurkliy raisis. Paskutiniame Baltijos regiono Saliy sgvade ,,Flora of the Baltic
Countries” (Laasimer ir kt., 1993), nurodoma, kad Lietuvoje auga keturios
rasys. IS Lietuvos floros buvo visiSkai eliminuota tekanciy vandeny rasis
Batrachium fluitans (Lam.) Wimm., kuri nurodoma tik kaip galinti augti
pietines dalies upése, nors §ios rusies paplitimg dabartingje Lietuvos teritorijoje
nurodo visi 19 ir 20 a. botanikai (Jundzitt, 1830; Kuprevicius, 1934; Snarskis,
1954; Apalia, Lekavicius, 1961; Lekavicius, 1989). Viename i§ paskutiniyjy
tyrimy, kurio metu buvo analizuojami herbariumy pavyzdziai, teigiama, kad
Lietuvos tekanc¢iuose vandenyse aptinkamos SeSios Batrachium genties riiSys:
B. circinatum (Sibth.) Spach., B. trichophyllum (Chaix) Bosch., B. aquatile
(L.) Dum., B. peltatum Schrank, B. fluitans (Lam.) Wimm. ir B. penicillatum
Dumort. Pastaroji rasis iSskiriama j du porasius: B. penicillatum Dumort.
subsp. penicillatum ir B. penicillatum subsp. pseudofluitans (Laurinavi¢iate,
2007).

Lietuvoje Batrachium tyrimai yra batini norint jvertinti ne tik rasiy
jvairove, bet ir organizuojant Europinés svarbos buveiniy apsauga bei
jgyvendinant Vandens buveiniy direktyvos nuostatas. Upése augancios kurkliy
rasys yra svarbiausia Europinés svarbos buveiniy ,,Upiy sraunumos su kurkliy
bendrijomis* augalijos sudedamoji dalis ir geros Saltavandeniy upiy ekologinés
biiklés indikatorius. Tod¢l jy tyrimai svarbiis moksliniu ir gamtosauginiu

pozitiriu ne tik Lietuvoje, bet ir visoje Europoje.



DARBO TIKSLAS

Nustatyti Batrachium riisiy, paplitusiy Lietuvos tekanéiuose vandenyse,
jvairove, populiacijy genetinj, morfologin] kintamumag ir jvertinti juos

lemianciy veiksniy jtaka rasiy paplitimui.

PAGRINDINIAI TYRIMU UZDAVINIAI

1. Remiantis Batrachium rasiy pavyzdziy, esanéiy Vilniaus
universiteto herbariume (WI) ir Gamtos tyrimy centro Botanikos
instituto herbariume (BILAS), analizés rezultatais parinkti augaly
rinkimo vietas.

2. Ivertinti Batrachium augaly rtSing jvairove ir morfologinj
kintamuma pasirinktose Lietuvos upiy populiacijose.

3. ISSR metodu istirti Batrachium rGsiy, paplitusiy tekanciuose
vandenyse, populiacijy geneting sandarg ir jvertinti jai jtakg
darancius veiksnius.

4.  Atlikti taksonoming Batrachium analiz¢ naudojant branduolio ITS ir
chloroplasty trnH-psbA regiony sekoskaita.

5. Jvertinti tekanciuose vandenyse auganciy Batrachium rasiy
augavieCiy ekologines salygas ir jy jtakg bendrijy su Batrachium
augalais jvairovei.

6. Parengti rekomendacijas dél Batrachium riisiy ir jy buveiniy

apsaugos.
DARBO NAUJUMAS IR PRAKTINE REIKSME
Pirmakart atlikti Batrachium augaly gamtiniy populiacijy tyrimai,

panaudojant morfologinius ir DNR (ISSR, cpDNR ir rDNR) Zymenis, jvertinta

Sios genties augaly riisiy bei populiacijy jvairové.



Sekoskaitos metodu nustatytos istirty augaly cpDNR trnH-psbA regiono
pilnos sekos buvo uzregistruotos GenBank”™ duomeny bazéje.

Isskirta nauja augaly su kurklémis Ranunculetum pseudofluitantis
bendrija, kuri skiriasi nuo kity autoriy apraSyty bendrijy su Sia rii§imi, nustatyti
regioniniai bendrijy savitumai.

Pateiktos rekomendacijos Valstybinei saugomy teritorijy tarnybai prie
Aplinkos ministerijos dél kurkliy buveiniy i§saugojimo ir B. fluitans jtraukimo

1 saugomy riisiy sarasus.

GYNIMUI PRISTATOMI TEIGINIAI

1.  Vidutinis vainiklapiy ilgis, antrojo ir $eStojo lapo ilgis, ziedsosCio
plaukuotumas — pagrindiniai Batrachium augaly morfologiniai
pozymiai, kurie yra tinkami rusiai Lietuvos upése nustatyti.

2. Mazas DNR polimorfizmas ir klony paplitimas rodo, kad kai kuriy
Lietuvos upiy Batrachium populiacijose vyrauja nelytinis
dauginimasis.

3. ISSR polimorfizmo tyrimai leidzia daryti prielaida, kad kiekvienoje
tirtoje Lietuvos upéje yra savita Batrachium genties risiy
populiacijy genotiping jvairove.

4.  Chloroplasty trnH-psbA ir branduolio ITS regiony sekoskaita rodo,
kad tirtose Lietuvos upése auga B. fluitans, B. pseudofluitans, B.
trichophyllum ir B. penicillatum s.str.

5. Morfologiskai panaSios rasys (B. fluitans ir B. pseudofluitans) ir
augaly bendrijos su jomis paplite skirtingose pagal fizikinius ir
hidrocheminius rodiklius augavietése.

6. Vandens turizmas daro neigiamg jtaka Batrachium sazalynams ir

bendrijoms su kurklémis.

NlON



DARBO APROBAVIMAS

Disertacijos tema paskelbtos dvi publikacijos: viena — ISI Master Journal
List sarase esan¢iame zurnale ,,Botanica Lithuanica®, kita — Clarivate Analytics
Web of Science referuojamame, citavimo indeksg turin¢iame, zurnale ,,Aquatic
Botany®. Vienas straipsnis iSspausdintas recenzuojamame leidinyje ir vienas —
mokslo populiarinimo Zurnale. Tyrimy rezultatai buvo pristatyti vienoje
respublikinéje ir keturiose tarptautinése konferencijose. Buvo perskaitytas
praneSimas Valstybinéje saugomy teritorijy tarnyboje. Aplinkos ministerijai
pateiktos rekomendacijos jtraukti B. fluitans | saugomy risiy sarasus ir

parengti priemones $iy risiy bendrijoms i§saugoti.



|. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Batrachium gentis ir jos taksonomijos problemos

Kurklés — Batrachium (DC.) A. F. Gray (Ranunculaceae) genciai
priklauso védryniniy (Ranunculaceae Juss.) Seimos baltaziedZiai vienmeciai ir
daugiameciai vandens augalai. Jie auga tekancio ir stovinio vandens
telkiniuose. Vienmeciai augalai daZniau auga upése, mazuose upeliuose,
grioviuose, kanaluose, tvenkiniuose, ezeruose, 0 daugiameciai — didelése,
srauniose upése (Poynter, 2011). Batrachium gali augti nedidelémis grupémis
arba sudaryti didelius plotus apimancias bendrijas, kurios uzima visg vandens
turj sudarydamos klititis vandens transportui (Cook, 1966; Dawson, 1984).
Retkarciais, sumazéjus vandens kiekiui sausros metu, kai kuriy Batrachium
genties rusiy augalai dalj vegetacijos laiko gali biiti iSnir¢ vir§ vandens.
Batrachium augalams yra bidingos ir terestrinés (antzeminés) formos
(Dahlgren, 1995).

Daug riipesCiy sistematikams kelia didelis kurkliy morfologiniy poZymiy
kintamumas. Esant nevienodom salygom tos pacios riiSies individai gali
atrodyti labai skirtingi, o skirtingy rai$iy augalai, esant panasSiom sglygom, gali
biiti labai panasiis. Sios genties rii§iy identifikavima apsunkina heterofilija (1
pav.): dalis augaly suformuoja ir povandeninius suskaldytus lapus, ir vandens
pavirSiuje pliduriuojancius, kita dalis — tik povandeninius suskaldytus (1 pav.
b). Sios genties augalams yra biidingi ir tarpiniai lapai (1 pav. a), tadiau jie ne
visada iSauga. Tai gali priklausyti nuo aplinkos sglygy (Cook, 1966; Wiegleb,
Herr 1983; Dahlgren 1992, 1993, 1995; Preston, Croft, 2001). Webster ir Rich
(1998) teigia, kad B. penicillatum augalai, augantys paunksméje létai
tekan¢iame vandenyje, turi ilgesnius lapus ir jy fenotipas biina panaSesnis i B.
fluitans. Taciau B. fluitans augaly, auganciy stipresnéje srovéje ir labiau
apSviestose upése, lapai gali biiti trumpesni ir tvirtesni.

Batrachium taksonominj jvertinimg labai apsunkina augalams biuidingas

jvairiy tipy lytinis (apvaisinimo buidai: alogamija, autogamija, kleistogamija) ir
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vegetatyvinis dauginimasis (Cook, 1966; Dahlgren, 1992, 1993, 1995; Bobrov,
2003) bei poliploidija (Cook, 1966; Zalewska-Gatosz ir kt., 2014). Siy augaly
bazinis chromosomy skaiCius yra 8, taciau yra Zinomos diploidings,
tetraploidinés ir heksaploidinés formos, o taip pat spontaniniai tri- ir
pentaploidai (Bobrov, 2003) bei hibridai (Zalewska-Gatosz ir kt., 2014;
Bobrov ir kt., 2015).

1 pav. Batrachium genties augaly
heterofilija (z. Sinkevigienés nuotraukos)
a Batrachium aquatile
pliduriuojantys ir tarpiniai lapai
b Batrachium fluitans sitliskai

suskaldyti lapai

[vairiy autoriy nuomone, Batrachium gentyje yra nuo 17 iki 30 raiSiy
(Cook, 1966; Pizarro, 1995; Dahlgren, 1995; Kadota, 1996; Horandl ir kt.,
2005; Wiegleb ir kt., 2017) (2 pav.). Taksonoming jvairove didina ir keletas
tarprusiniy hibridy (Cook, 1966; 1975; Vollrath, Kohler 1972; Webster, 1988;
Webster, Rich, 1998; Lansdown, 2007; Zalewska-Gatosz ir kt., 2014).
Didziausia Sios genties augaly jvairové yra vakary ir Siaurés-vakary Europoje,
taCiau paplitimo ribos nusitesia ryty kryptimi per Azijg ir kaip kitas jvairovés
centras yra nurodomos Kinija ir Japonija. Siaurés Amerikoje ir Siaurés
Afrikoje taip pat yra didelé Siy augaly rasiy jvairové, daug mazesné — piety
Afrikoje, Piety Amerikoje, pietryCiy Australijoje ir Tasmanijoje (Cook, 1966;
Dahlgren, 1993; Lumbreras ir kt., 2011).
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2 pav. Batrachium rasiy skaicius skirtinguose Zemynuose (pagal Cook, 1966)

Batrachium taksonominis rangas jvairiais laikotarpiais kito nuo védryno
genties sekcijos (Ranunculus sect. Batrachium DC.), pogentés (Ranunculus
subgen. Batrachium (DC.) Peterm.) iki atskiros kurklés genties (Batrachium
(DC.) S.F. Gray). Cook‘o monografijoje (1966), kuri yra vienas svarbiausiy
veikaly apraSanéiy $ig gentj, Batrachium traktuojama kaip Ranunculus
(védryno) genties pogenté. Siuo autoriumi remiasi véliau kurkles tyre ir $iuo
metu tiriantys mokslininkai (Laasimer, 1993; Rich, Jermy, 1998; Dahlgren,
Jonsell, 2001; Lansdown, 2007; Lumbreras ir kt., 2009; Lumbreras ir kt.,
2011), kurie Batrachium taip pat traktuoja kaip Ranunculus (védryno) genties
pogente. Naudojant molekulinius metodus nustatyta, kad Batrachium yra
monofiletiné grupé Ranunculus genties viduje (Emadzade ir kt., 2010;
Horandl, Emadzade, 2012). Naujausioje savo publikacijoje Horandl ir
Emadzade (2012) Batrachium traktuoja kaip sekcija Ranunculus viduje.
Pastaraisiais autoriais remiasi ir paskutiniyjy publikacijy apie Batrachium
autoriai (Zalewska-Gatosz ir kt., 2014; Bobrov ir kt., 2015; Englmaier, 2016;
Lambertini ir kt., 2017). Tzvelev (1998) Batrachium apraSo kaip atskirg gent;.
Remiantis Siuo autoriumi Lietuvoje Batrachium taip pat laikoma atskira
gentimi (Gudzinskas, 1999).



Tokia, galutinai nenusistovéjusi, Batrachium nomenklatiira tik parodo,
kad S§i augaly grupé taksonominiu poziiiriu yra viena i§ sudétingiausiy tarp
vandens augaly ir néra istirta iki galo. Jos sistematika iki Siol néra nusistovéjusi

tiek Europoje, tiek ir visame pasaulyje.

1.1.1. Batrachium rasiy jvairoveé Lietuvoje

Nors pasaulio floroje yra priskai¢iuojama apie 30 Batrachium rasiy,
taciau Lietuvos teritorijoje nurodomos ne daugiau kaip keturios: B. fluitans, B.
circinatum, B. aquatile ir B. trichophyllum (Apalia, Lekavicius, 1961;
Lekavicius, 1989). Pirmosios zinios apie Batrachium rasis Lietuvos upése
aptinkamos dar 18-0j0 amziaus Saltiniuose. Tuo metu Gilibert’as (1782)
minéjo tokias raisis kaip R. diversifolius Gilib. (dabar vadinama B. aquatile), R.
peucedanifolius (dabar — B. fluitans) ir R. foeniculaceus Gilib. (dabar — B.
circinatum arba B. trichophyllum). Véliau Jundzitt’as (1830) aprasé tik dvi
Batrachium genties rusis: R. peucedanifolius (dabar — B. fluitans) ir R.
aquatilis (dabar — B. aquatile). Jis taip pat nurodé, kad pastaroji rtsis auga
tiesiog vandenyse, o B. fluitans aptinkama tik upése. Slawinski’s (1924) taip
pat minéjo dvi Batrachium genties raiSis — R. circinatus ir R. fluitans, o
Mowszowicz’ius (1938, 1958) prie Ranunculus genties nurodé R. fluitans, R.
circinatus, R. aquatilis ir R. flaccidus (dabar vadinama B. trichophyllum). 1934
m. Kupreviius aprasé tris rasis — B. fluitans, B. aquatile ir B. divaricatum
(dabar — B. circinatum). Pastarosios riiSies augaly augavietémis nurodomos tik
lotinés vandens sistemos. Snarskis (1954) aprasé keturias Batrachium genties
rasis: B. trichophyllum ir B. circinatum aptinkamas stovinfiuose ir létai
tekanCiuose vandenyse, B. fluitans augancig tekanciuose vandenyse ir B.
aquatile aptinkamg stovinCiuose ir létai tekanciuose vandenyse bei Slapiose
pakrantése. Sios keturios Batrachium rasys buvo aprasytos ir ,,Lietuvos
floroje* (Apalia, Lekavicius, 1961). Reikia paminéti, kad autoriai iSskiria du
Lietuvos teritorijoje aptinkamus B. aquatile variatetus: var. submersum Gren.

et Godr. — be pladuriuojanc¢iy lapy ir var. heterophyllum Freyn. — su



pluduriuojanciais lapais. Jie pabrézia, kad kiti autoriai §ios riiSies pordiSius ir
variatetus laiko atskiromis raiSimis, taCiau net atskiry poriisiy paplitimo
Lietuvoje nustatymui ir literatiiroje apraSomy smulkesniy rusiy iSskyrimui kol
kas duomeny neuztenka. B. trichophyllum, B. circinatum, B. fluitans ir B.
aquatile raisis aprasé ir Lekavicius (1989). Laasimer su kolegomis isleistame
leidinyje ,,Flora of the Baltic Countries* (1993) pateikia dar vieng ris; — B.
penicillatum. Siame darbe i§ Lietuvos floros buvo ,.eliminuota B. fluitans
rusis, su pastaba, kad ji gali augti Lietuvos, ypac pietinés dalies, tekan¢iuose
vandenyse. Taigi, iki tol laikyta labiausiai paplitusia Lietuvos tekanciuose
vandenyse, B. fluitans buvo nurodoma tik kaip ieskotina, taciau pazymint, kad
biitini detalesni Sios genties riiSiy jvairoves ir paplitimo tyrimai.

Batrachium genties rii$iy tyrimy rezultatus 2007 m. savo darbe pateiké ir
padaryta iSvada, kad Lietuvos tekanc¢iuose vandenyse auga SeSios Batrachium
genties ruSys: B. aquatile, B. circinatum, B. fluitans, B. trichophyllum, B.
trichophyllum ir B. penicillatum. Autoré nurodo du B. penicillatum porasius: B.
penicillatum subsp. penicillatum augalai paplit¢ iSimtinai greitai tekanc¢iuose
vandenyse, o B. penicillatum subsp. pseudofluitans paplitimui jvertinti triiksta

duomeny.

1.1.2. Batrachium rasiy morfologiniai poZymiai, biologija ir

paplitimas

Nors Batrachium genties risiy pozymiai pasizymi dideliu kintamumu,
taciau jie svarbis identifikuojant tam tikras Sios genties raisis. Pats rySkiausias
Batrachium genties daugumos rasiy skiriamasis pozymis — balti vainiklapiai.
Ivairiy ris$iy augaly ziedy vainiklapiy skaiCius labai varijuoja, taciau
dazniausiai jy buina 5, i$skyrus B. fluitans, kurios augalai turi jy daugiau nei
penkis. Vainiklapio forma pastovi ir budinga visoms Batrachium rasims.
Zydéjimo metu kai kuriy rasiy augaly vainiklapiai persidengia, kity rasiy —

nesusilie¢ia. Kiekvienai riisiai yra budingas savitas vainiklapio ilgis, kuris
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dazniausiai keiciasi priklausomai nuo gamtiniy salygy (Cook, 1966; Bobrov,
2003). Labai svarbus sistematinis Batrachium genties augaly poZymis —
nektarinés forma (Dahlgren, 1992; Bobrov, 2003). Taciau ne visada galima
nustatyti iSdzitivusiy augaly nektariniy formg (Cook, 1966), o kai kurios
nektarinés gali biti redukuotos ir tuomet labai sudétinga tiksliai jvertinti jy
formg (Bobrov, 2003). Atskiriant kai kurias Batrachium riisis gali biiti svarbi ir
vaisiy forma, kuri biina nuo apvalios iki placiai kiau$iniSkos (Rich, Jermy,
1998). Vaisiy ilgis varijuoja nuo 1,25 mm iki 2,5 mm; dazniausiai, jie yra Siek
tieck suploti i§ Sono, turi briauneles. Vaisiy plaukuotumas néra svarbus
pozymis, taciau, dazniausiai nesubrendg, jie biina negausiai plaukuoti, o Kkai
kuriy raisiy subrende — gana gausiai plaukuoti (Cook, 1966). Apibiidinimg
apsunkina ir tai, kad ne visos Batrachium rasys formuoja vaisius Lietuvos
klimato salygomis. Identifikuojant rtsis kitas svarbus poZymis yra Ziedsos¢io
plaukuotumas. Ziedsostis biina arba tankiai plaukuotas, arba visai be plaukeliy,
nors kartais pasitaiko ir negausiai plaukuotas ar tik su pavieniais plaukeliais
(Cook, 1966; Rich, Jarmy, 1998). Visoms Batrachium genties rasims yra
budingi povandeniniai suskaldyti lapai, taciau skirtingy rasiy lapai skiriasi
lapalakscio ilgiu, skil¢iy skai¢iumi, galiniy lapo skil¢iy ilgiu ir skai¢iumi. Taip
pat svarbus pozymis yra pluduriuojan¢iy lapy buvimas / nebuvimas ir tarpiniai
lapai, nors pastarieji iSauga ne visada. IS tekanciuose Lictuvos vandenyse
auganciy Batrachium genties rusiy tarpinius lapus gali iSauginti tik kelios rasys
(Rich, Jermy, 1998).

Misy darbe buvo tiriamos Sios upinés Batrachium rasys:

1. Batrachium fluitans (Lam.) Wimm. (R. fluitans Lam.) — pladiné kurklé
(3 pav., 4 pav.). Tai daugiametis vandens augalas, kuris iSaugina ilgus stiebus,
kuriy ilgis gali siekti daugiau nei 6 m. Stiebai mazai Sakoti, 2-5 mm storio.
Povandeniniai lapai 8-25 cm ilgio, ilgesni uz tarpubamblius, 3-4 kartus
suskaldyti, lapkotis apie 8 mm ilgio (Englmaier, 2016). Ziedai dideli,
vainiklapiy daZniausiai yra daugiau nei penki (3 pav.). Vainiklapiai balti su
geltonu nageliu, atvirks¢iai kiauSiniski, Zydéjimo metu susilieCiantys,

dazniausiai 7-13 mm ilgio. Nektariné kriausés formos (Rich, Jermy, 1998;



Dahlgren, Jonsell, 2001). Kuokeliy skaicius svyruoja nuo 20 iki 30. Taurélapiai
yra 4-6 mm ilgio, i$siskéte. Ziedkotis bina 5-10 cm ilgio, plikas arba su
pavieniais plaukeliais. Budingi elipsiski, Siek tiek suploti, besparniai, su
skersinémis briaunomis vaisiukai (Cook, 1966). Sios rii§ies augalai dauginasi
dazniausiai vegetatyviniu ir lytiniu budu, tac¢iau Lietuvoje vaisiy nesuformuoja

(Butkuviené ir kt., 2014), jie ,,mumifikuojasi* (5 pav.).

3 pav. B. fluitans ziedai 4 pav. B. fluitans sazalynai Neryje

Augalai zydi liepos-rugpjucio ménesiais. B. fluitans augalai geriausiai
prisitaike augti didelése upése su stabiliu Zvirgzdétu gruntu, taciau gali
pasitaikyti ir sekliuose, eutrofiniuose, greitai tekan¢iuose upeliuose su smelétu
gruntu. Nors Sios riisies augalai gana pakantts uzterStumui, taciau jie yra
Sviesiamégiai (Spink ir kt., 1997) ir, padidéjus vandens drumstumui, nunyksta
(Cook, 1966).

o
5 pav. Nesusiformaves ,,mumifikuotas® B. 6 pav. Pilnai iSsivystes B. trichophyllum

fluitans vaisynas vaisynas su subrendusiais vaisiais
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B. fluitans yra paplitusi Siaurés ir Centrinéje Europoje (Dahlgren, Jonsell,
2001). Remiantis herbariumuose esanciais pavyzdziais matyti, kad S§i rasis
paplitusi Pietry¢iy ir Ryty Lietuvoje. Dazniausiai B. fluitans auga
nekalkinguose vandenyse, o Pietry¢iy Lietuvos upés ir yra maZiausiai
mineralizuotos. Vis délto pagrindinis B. fluitans paplitima ribojantis veiksnys
yra substratas ir jo savybés, 0 ne vandens cheminiai rodikliai. Kaip jau buvo
minéta ank$¢iau, B. fluitans augalams reikalingas stabilus substratas. Sios
rasies augalai geriausiai prisitaiké augti didesnése upése su zvirgzdétu dugnu
(Cook, 1966).

2. Batrachium penicillatum s.I. Dumort. — tai daugiametis augalas, kurio
stiebo storis yra 4 mm, o ilgis — apie 3 m. Povandeniniai suskaldyti lapai yra
ploni, 15-30 cm ilgio. Galiniy lapo skil¢iy, kurios dazniausiai biina sukibg, 12-
25 mm ilgio ir kietos, gali pasitaikyti iki keleto Simty. Lapkocio ilgis varijuoja
nuo 1 cm iki 3 cm. Penki baltos spalvos su geltonu nageliu, kiausiniski
vainiklapiai dazniausiai susiliecia zZydéjimo metu, jy ilgis varijuoja nuo 5 mm
iki 10 mm. Kuokeliy biina apie 20 ar daugiau. Gali pasitaikyti kleistogaminiy
ziedy. Ziedsostis gausiai plaukuotas. Vaisiai §iek tiek suploti, besparniai su
skersinémis briaunomis, subrende pliki ar retai plaukuoti. Zydi liepos —

rugpjii¢io ménesiais (Cook, 1966; Rich, Jermy, 1998; Dahlgren, Jonsell, 2001).

7 pav. B. penicillatum subsp. pseudofluitans 8 pav. Batrachium penicillatum subsp.

penicillatum (Neville McKee nuotrauka)

~19~



B. penicillatum s.l. sudétingas taksonas. Cook (1966) apraso tris jo
variatetus: var. penicillatus (Dumort.) Bab., var. calcareus (Butcher) C. Cook
ir var. vertumnus C. Cook. Véliau Webster (1988) iSskyré du Sios riisies
portsius: subsp. pseudofluitans (7 pav.) ir subsp. penicillatum (8 pav.) bei du
portsio subsp. pseudofluitans variatetus: var. pseudofluitans (Syme) S.Webster
ir var. vertumnus C. Cook. Cook (1966) savo monografijoje nurodo ir
nevaisingus Ranunculus fluitans x Ranunculus peltatus ir Ranunculus fluitans
x Ranunculus aquatilis / Ranunculus trichophyllus hibridus, kurie pagal savo
morfologinius poZzymius labai panasis j B. penicillatum s.I. Véliau S$iuos
hibridus aprasé Webster (1988) ir Zalewska-Gatosz (2014).

Misy darbe yra vartojami B. penicillatum s.str. ir B. pseudofluitans
pavadinimai (Tzvelev, 1998).

B. penicillatum s.str. (B. penicillatum subsp. penicillatum, Ranunculus
penicillatus subsp. penicillatus (Dumort.) Bab.) priklausantiems augalams yra
buidingi pluduriuojantys lapai, kurie biina skelti j tris ar penkias skiltis, krastai
gali buti lygts arba dantyti; lapkotis 4-10 cm ilgio (8 pav.). Augalai gali turéti
ir tarpinius lapus, taciau jie gali bati ir neiSreiksti. Povandeniniai suskaldyti
lapai biina 6-8 kartus skelti. Vainiklapiy ilgis varijuoja nuo 10 mm iki 16 mm,
ziedko¢io — nuo 0,2 cm iki 11 cm (Englmaier, 2016). B. penicillatum s.str.
auga vakarinéje Didziosios Britanijos dalyje ir Airijoje, taciau Siose teritorijose
§i rusis nedazna. Didziojoje Britanijoje Sios ruSies augalai auga upése, kuriy
substratas skurdus, o Airijoje jsikuria daugiau maisto medziagy turinéiose
augavietése. Dazniausiai B. penicillatum s.str. auga upése, taciau geba jsikurti
ir mazuose upeliuose, grioviuose, net ten, kur vanduo didzigja laiko dalj biina
stovintis (Rich, Jermy, 1998). Lietuvoje B. penicillatum s.str. taksonui
priklausanciy augaly paplitimas neaiSkus, taCiau kitose Salyse jie aptinkami
labai greitai tekanciuose vandenyse, gali augti ir ne ant tokio stabilaus
substrato, nes jsisaknija ir ties tarpubambliais (Cook, 1966).

B. pseudofluitans (B. penicillatus subsp. pseudofluitans, Ranunculus
penicillatus subsp. pseudofluitans (Syme) S. D. Webster) augalai neturi

pliduriuojanc¢iy lapy. Tai yra pagrindinis poZymis, kuris leidzia juos atskirti
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nuo B. penicillatum s.str. Povandeniniai suskaldyti B. pseudofluitans lapai yra
skelti 4-8 kartus. Ziedkotis gali biti nuo 0,2 cm iki 11 cm ilgio. Vainiklapiy
ilgis — 5-10 mm (Cook, 1966; Dahlgren, Jonsell, 2001). B. pseudofluitans
daZniausiai auga upeliuose ir mazesnése upése, kuriose jprastomis saglygomis
vanduo teka létai. Taciau tokioms upéms budingi dazni vandens lygio
padidéjimai, dél kuriy paspartéja ir vandens tékmé (Englmaier, 2016). B.
pseudofluitans augalai paplite kalkingose ir daug maisto medziagy turinciose
upése piety Anglijoje, retai ir Siauringje jos dalyje (Rich, Jarmy, 1998). Risis
aptinkama ir pietvakariy Lenkijoje (Zalewska-Gatosz ir kt., 2014). Duomeny
apie risies paplitimg kitose Europos vietose néra.

3. Batrachium trichophyllum (Chaix) Bosch (Ranunculus trichophyllus
Chaix) — siauralapé kurklé (9 pav.). Vienmetis vandens augalas, kurio stiebas
gali bti iki 1 m ilgio. Pluduriuojanciy lapy neturi, 0 povandeniniy suskaldyty
lapy ilgis varijuoja nuo 1,5 cm iki 4 cm. Ziedkotis retai kada bina ilgesnis nei
1,5-3,5 cm. Penkiy, siaurai atvirk$c¢iai kiauSinisky, Zydé¢jimo metu
nesusilie¢ianéiy, vainiklapiy ilgis — nuo 3,5 mm iki 5,5 mm. Ziedsostis gausiai
plaukuotas. Vaisiai elipsiski, Siek tiek suploti, besparniai, plaukuoti (6 pav.).

Augalai zydi birzelio-liepos ménesiais (Englmaier, 2016).

9 pav. Zydintys B. trichophyllum augalai

Sios rasies augalai dazniausiai auga laikinuose ar dirbtiniuose vandens

telkinivose: tvenkiniuose, grioviuose, sezoniSkai uzliejamose Vietose, létai
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tekanciuose kanaluose, mazuose upeliuose. Retai kada btina randami vandens
telkiniuose, kurie yra gilesni nei 1 m (Dahlgren, Jonsell, 2001). Sie augalai
nepakencia Se$élio ar labai srauniai tekancio vandens. Dazniausiai B.
trichophyllum aptinkama eutrofiniuose vandenyse, ta¢iau gali bati randama ir
oligotrofiniuose (Cook, 1966). B. trichophyllum riiSies augalai placiai paplite.
Paplitimo ribos apima visg Europa, iSskyrus pacig Siauring dalj, piety Azija,
Siaurés ir vakary Kinijg, Japonija, pietryCiy Australijg, Tasmanijg bei centrine
Siaurés Amerikos dalj (Cook, 1966). Lekavi¢ius (1989) nurodo, kad Lietuvoje
Sios rusies augalai aptinkami stovincio ir 1étai tekanéio vandens telkiniuose,

taCiau pazymi, kad raisis yra reta.

1.1.3. Tekancio vandens augaly bendrijos su Batrachium

Augaly bendrijos su kurklémis yra svarbios moksliniu ir gamtosauginiu
pozitriu ne tik Lietuvoje, bet ir visoje Europoje, nes jos yra reikSmingiausias
Europinés svarbos buveiniy ,,Upiy sraunumos su kurkliy bendrijomis*
(buveinés kodas 3260) augalijos komponentas (Council of the European
Communities, 2007).

Sios buveinés aptinkamos natiiraliose upiy atkarpose, kuriose srovés
greitis didesnis nei 2 m/s, gruntas yra akmenuotas gargzdingas ir zZvyringas. JOS
gali pasitaikyti ir upése, kuriose sroveé greitis mazesnis nei 2 m/s ir vyrauja
sme¢lio gruntas (RaSomavicius, 2012). Buveinése gausu pakrantéje auganciy
augaly, kurie prisitaiko prie sroves salygy ir iSaugina ilgus pasroviui
nutjstancius lapus kaip Sparganium spp., Sagittaria sagitifolia, Schoenoplectus
lacustris, raukslétus — kaip Veronica anagallis-aquatica, Berula erecta arba
siaurus linijiskus — kaip pladés. Siose buveinése vyrauja upés vagoje panirusi
augalija, dazniausiai su Batrachium, Potamogeton, Stuckenia genties augalais
(10 pav.). Taip pat pasitaiko ypa¢ ant akmeny auganciy vandens samany
(Fontinalis antipyretica), raudondumbliy, o pakrantése — helofity, viksvy
bendrijos. Mazy upeliy pakrasciuose $io tipo buveinés ribojasi su zemaiigiy

varpiniy (Glycerietum notatae, Catabrosetum aquaticae) bendrijomis, o
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dideliy upiy — su Butometum umbelatae bendrijomis. Tipinés augaly rtsys
Siose buveinése yra Batrachium fluitans, Batrachium penicillatum, Berula
erecta, Butomus umbelatus var. vallisneriifolia, Calitriche cophocarpa,
Potamogeton alpinus, Potamogeton perfoliatus, Stuckenia x fennica,
Potamogeton x fluitans, Potamogeton x nitens, Sagittaria sagitifolia, Veronica
anagalis-aquatica, Fontinalis antipyretica. Taip pat budingos rasys yra
Batrachium trichophyllum, Myriophyllum spicatum, Nuphar luteum var.

submersum, Potamogeton natans ir Sparganium emersum.

10 pav. Augaly bendrija (3260) PerSoksnos upéje

Bendrijos su Batrachium augalais yra svarbios, nes keifia upés srovés
greit], maisto medziagy ir nuosédy judéjima. Kurkleés teikia prieglobstj ir yra
svarbios ne tik lasiSinéms zuvims, bet ir jvairiems bestuburiams, kuriems jos
sudaro salygas prisitvirtinti ir maitintis (Pointer, 2014).

Tekancio vandens sroveje auganciy kurkliy bendrijos daZniausiai slepiasi
po vienu sintaksonominiu pavadinimu — Ranunculion fluitantis Neuh&usl
(1959) (eilée Callitricho hamulatae-Ranunculetalia aquatilis Passarge ex
Theurillat ir kt. 2015, klasé Potamogetonetea Klika in Klika, Novak 1941)

(Mucina ir kt., 2016). Siam sintaksonominiam rangui priskirtas bendrijas



formuoja ir B. fluitans, ir B. penicillatum s.I. radys (Oberdorfer, 1977). Sios
bendrijos pasizymi skurdzia raSine sudétimi (Lumbreras ir kt., 2011) ir
Callitriche genties rusiy gausa (Rodwell, 1995; Lumbreras ir kt., 2009). Véliau
kilo poreikis atskirti Sias bendrijas ir iSskirti atskiras bendrijas su B.
penicillatum s.str. bei B. pseudofluitans (Dethioux, Noirfalise, 1985). Siuo
metu yra iSskiriamos bendrijos su B. pseudofluitans: Callitricho brutiae-
Ranunculetum pseudofluitantis Pizarro & Rivas-Martinez 2002, Callitricho
lusitanicae-Ranunculetum pseudofluitantis Melendo, Cano & Valle 2003
(Lumbreras ir kt.,, 2009). Taciau reikia paminéti, kad Siauriau (Didziojoje
Britanijoje) ir pie¢iau Lietuvos (Iberijos pusiasalyje) esancios Batrachium
bendrijos skiriasi rasiy sudétimi (Rivas-Martinez, ir kt, 2002;. Melendo ir kt.,
2003). Didziosios Britanijos Ranunculus penicillatus ssp. pseudofluitans
bendrijose aptinkamos tokios augaly riiSys kaip Stuckenia pectinata, Berula
erecta ir Elodea canadensis (Rodwell, 1995), o pieCiau Lietuvos esanciose
bendrijose — gausu Calitriche genties risiy (Rivas-Martinez, ir kt, 2002;.
Melendo ir kt., 2003).

Ranunculetum fluitantis bendrijos biidingos didesnéms, sraunesnéms,
vidutinj kiekj maisto medziagy turin¢ioms upéms (Rodwell, 1995). Taciau Pott
(1995) ir Cook (1966) pastebi, kad R. fluitans yra pakankamai tolerantiska
tarSai tol, kol vanduo iSliecka skaidrus. Cook (1966) nurodo, kad substrato
sudétis, bet ne vandens hidrochemija, yra bendrijas su Batrachium fluitans
limituojantis veiksnys.

B. pseudofluitans bendrijos aptinkamos tik kalkingose upése, kuriy
vanduo pasizymi aukStomis savitojo elektrinio laidzio ir Sarmingumo vertémis
(Rodwell, 1995; Spink ir kt., 1997; Hatton-Ellis, Grieve, 2003; Poynter, 2014).
Danijoje Sio tipo bendrijos aptinkamos srauniose upése su moreniniu molingu
substratu (Dahlgren, Jonsell, 2001).
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1.2. Molekuliniy Zymeny taikymas genetinés jvairoveés jvertinimui

Molekulinis Zymuo yra specifiné DNR nukleotidy seka, kuri nustatoma
polimorfiniame DNR lokuse naudojant jvairius molekulinés genetikos
metodus. Siuo metu yra taikoma daug molekuliniy Zymeny rasiy, kuriy esme
sudaro genetinio kintamumo konvertavimas ] skirtingo dydzio DNR
fragmentus. Palyginti su morfologiniais Zymenimis, molekuliniai zymenys turi
svary privalumg — objektyvy duomeny jvertinimg (Conner, Hartl, 2007).
Molekuliniai DNR Zymenys naudojami genetinei jvairovei apibiidinti,
sgsajoms tarp genotipy ir fenotipiniy pozymiy nustatyti, filogenetiniams
rySiams tirti, homozigotisSkumui ir heterozigotiskumui, genetiniam populiacijy
polimorfiskumui jvertinti ir kt. (Widén ir kt. 1994; Henry, 2013). Naudojant
molekulinius Zymenis gali biiti sprendziami sudétingi klausimai, susij¢ ne tik
su genetiniu kintamumu, bet ir su augaly prisitaikymu, evoliucija, rasiy

iSsaugojimu ir autoriniy teisiy apsauga selekcijoje.

1.2.1. Genetinés jvairovés tyrimai ISSR metodu

Vienas 1§ metody, kuriuo tiriama genetiné jvairove, yra paprasty
pasikartojan¢iy seky intarpy metodas — ISSR (angl. Inter Simple Sequence
Repeat). Jo esmé — DNR seky, esanciy tarp mikrosatelitiniy lokusy,
pagausinimas naudojant pasikartojanc¢iy di-, tri-, tetra-, pentanukleotidy
motyvy pradmenis ir polimerazing grandining reakcija (Zietkiewicz ir kt.,
1994). Sis metodas yra RAPD (angl. Random Amplified Polymorphic DNA)
metodo modifikacija, kai vietoje atsitiktinés sekos pradmens naudojamas
mikrosatelinés sekos pradmuo. Taciau ISSR atskleidZia didesng geneting
jvairove ir produkuoja labiau polimorfiskus DNR juosty profilius palyginti su
RAPD (Crawford ir kt., 1998). Tai parodo ir natiiraliy augaly populiacijy
tyrimai, kuriy metu ISSR metodas buvo jvertintas Zymiai geriau nei RAPD,
nes atskleidé didesng geneting jvairove bei paskatino padaryti iSvada, kad Sis

metodas gali buti labai sékmingai naudojamas augaly populiacijoms tirti
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(Robinson ir kt., 1997; Wolfe ir kt., 1998 a, b; Crawford ir kt., 1998; Coppi ir
kt., 2015; Kupcinskiene ir kt., 2015).

Vienas i§ pagrindiniy $io metodo privalumy yra tas, kad nereikalinga
informacija apie tiriamo objekto DNR sekas. Metodas yra greitas, santykinai
pigus, nereikalauja brangios jrangos ir didelio jdirbio ruosiant pradmenis. Be to
ISSR Zymenys yra labai polimorfiski, 0 dé¢l naudojamy ilgesniy pradmeny,
aukStesnés jy jungimosi prie DNR temperatiiros, $ie Zymenys patikimai
atsikartoja nepriklausomuose eksperimentuose. Sio metodo privalumai rodo,
kad jis yra perspektyvus filogenetinéje analizéje, evoliuciniuose bei genetinés
jvairovés tyrimuose (Nybom, 2004; Xing ir kt., 2015).

ISSR metodas yra placiai naudojamas augaly populiacijoms tirti visame
pasaulyje (Crawford ir kt., 1998; Camacho, Liston, 2001; Archak ir kt., 2003;
Ge ir kt., 2005; Vysniauskiené ir kt., 2015; Xing ir kt., 2015; Pahlevani ir kt.,
2017). Sis metodas buvo panaudotas Kinijoje Potamogeton malaianus
populiacijoms, esancioms deSimtyje skirtingy eZery, sujungty viena Yangtze
upe, tirti (Chen ir kt, 2009). Autoriai analizavo P. malaianus geneting jvairove
ir populiacijy struktiira. Rezultatai parodé, kad tirtoms Sios rasSies
populiacijoms yra budinga vidutiné genetiné jvarové palyginti su kity rasiy
populiacijomis, kurios jsikiire tokio tipo buveinése. Vidutiné genetiné
diferenciacija tarp tirty populiacijy sudaré¢ 20 % visos genetiné€s jvairoves.
Remiantis tyrimy rezultatais teigiama, kad geny srautas turi didesne reikSme P.
malaianus genetinei struktiirai palyginti su geny dreifu (Chen ir kt, 2009).
Panaudojus ISSR metoda, taip pat buvo tiriamos endeminés rasies Blysmus
sinocompressus devynios populiacijos Kinijos Siaurés vakaruose. Jvertinus
genetine jvairove ir nustacius populiacijy geneting struktiira, paaiskéjo, kad
augalams budinga didelé¢ genetiné jvairove risies lygmenyje, tac¢iau santykinai
maza — populiacijos lygmenyje. Zemas genetinés jvairovés lygis populiacijose
ir aukstas genetinés diferenciacijos lygis paskatino padaryti iSvada, kad B.
sinocompressus augalams turéty bati numatyta tam tikra apsaugos strategija
(Li ir kt., 2016). Siaurés Graikijoje auganciy Lotus corniculatus augaly tyrimy

ISSR metodu rezultatai parodé nedidele geneting diferenciacijg tarp tirty
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populiacijy, o vidupopuliaciné genetiné jvairové sudaré net 90 % (Abraham ir
kt., 2015). Coppi ir kt. (2015) atliko Batrachium baudotii tyrimus Capraia
saloje natliraliose gamtinése populiacijose, o taip pat Sios augaly riiSies ex Situ
kolekcijos tyrimus. Gauti rezultatai atskleidé, kad ISSR metodas labai tinka ne
tik B. baudotii genetiniams iStekliams jvertinti, bet ir moksliskai pagrjstam
populiacijy atktirimui upése vykdyti. (Coppi ir kt., 2015). Taigi, atlikti tyrimai
dar kartg patvirtina, kad ISSR metodas puikiai tinka augaly populiacijy
genetinei jvairovei tirti.

ISSR metodas naudojamas sprendziant ir taksonominius klausimus (Sun
ir kt., 2005; Celka ir kt., 2012; Fajardo ir kt., 2014; VysSniauskiené ir kt. 2015).
Celka ir kt. (2012) analizavo dviejy Malva genties rusiy taksonomines
problemas. Pagal morfologinius pozymius Malva alcea ir M. excisa labai
panasios risys, taciau paplitimo arealas skiriasi. Naudojant ISSR metoda buvo
identifikuotos ISSR specifinés juostos: M. alcea — 4, M. excisa — 2, taciau
pastaryjy atsikartojamumas buvo mazas. Analizuojant geneting jvairove tarp
Siy dviejy rusiy populiacijy Centrinéje ir ryty Europoje nebuvo nustatyta jokiy
statistiSkai reikSmingy skirtumy. Taigi, nors M. excisa ir M. alcea yra
traktuojamos kaip dvi atskiros raSys, Sio tyrimo rezultatai to nepatvirtino ir
labiau tikétina, kad M. excisa galéty biti traktuojama kaip M. alcea porisis
(Celka ir kt., 2012). Fajardo ir kt. (2014 ) taip pat nagrinéjo taksonomines
problemas naudodami ISSR metoda. Autoriai band¢ iSsiaiSkinti filogenetinius
rySius tarp Cattleya granulosa, kuri yra saugoma Brazilijoje ir keturiy kity
vietiniy rusiy: Brassavola tuberculata, Cattleya bicolor, C. labiata ir C.
schofieldiana. Atlikti tyrimai atskleidé, kad vienlapés (Cattleya labiata) ir
dvilapés (Brassavola tuberculata, Cattleya bicolor, C. granulosa ir C.
schofieldiana) rasys skiriasi genetiSkai. Genetiné jvairové tarp rasiy sudaré
23,26 % (Fajardo ir kt., 2014). Taip pat buvo nustatyta, kad dvi rusys, C.
granulosa ir C. Schofieldiana, yra artimai susijusios ir manoma, kad C.
schofieldiana gali bti traktuojama kaip C. granulosa variatetas ir zinoma kaip
Cattleya granulosa var. schofieldiana (Fajardo ir kt., 2014). ISSR metodas

buvo panaudotas tiriant Pueraria genties penkias rasis: P. lobata, P. edulis, P.
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montana, P. phaseoloides ir P. thomsoni. Rezultatai parodé aiskius $iy rtsiy
skirtumus (Sun ir kt., 2005). Istyrus P. lobata augalus surinktus Kinijoje ir
JAV, buvo nustatyta, kad JAV populiacija genetiSkai artimesn¢ Kinijos
populiacijai nei JAV esanCioms giminingy rasiy populiacijoms. Kinijoje
esancios P. lobata, P. montana ir P. thomsoni populiacijos pasizyméjo didele
genetine diferenciacija, o0 JAV esanti P. lobata populiacija — maza genetine
diferenciacija, tac¢iau didele genetine jvairove. Tai patvirtina hipoteze, kad Sios
risies individai § JAV buvo atvezti i§ Japonijos ar Kinijos, véliau geneting
jvairove didino geny mainai ir rekombinacija (Sun ir kt., 2005). VySniauskiené
ir kt., (2015) nustaté filogenetinius rySius bei geny srautg tarp Medicago subsp.
sativa, M. subsp. falcata ir jy hibrido M. subsp. varia. Tyrimy rezultatai parodé
maza geneting diferenciacijg tarp S$iy porisiy, taciau didele diferenciacijg tarp
populiacijy. Buvo nustatyta, kad visy tirty porusSiy populiacijy genetine
jvairové yra panasi. Taigi, tokie glaudiis rysSiai tarp populiacijy atskleidé, jog
vyksta intensyvus geny srautas tarp skirtingy poriiSiy populiacijy
(VySniauskiené ir kt., 2015).

1.2.2. Chloroplasty DNR specifiniy regiony sekoskaita

Vienas i$ $iuo metu placiai naudojamy DNR Zymeny metody organizmy
genetinei jvairovei tirti yra sekoskaita (De Vere ir kt.,, 2012). Gali buti
sekvenuojami genai ar geny atkarpos branduolio, mitochondrijy ar chloroplasty
DNR, o taip pat istisi genomai. Augaly taksonomijoje vis plac¢iau naudojami
cloroplasty DNR ir branduolio rDNR seky tyrimai (Shaw ir kt., 2005;
Hollingsworth ir kt., 2011; Telford ir kt., 2011; Zalewska-Gatosz ir kt., 2015).

Kaip jau yra gerai zinoma, augaly lastelése esantys chloroplastai turi
savo atskirai replikuojamg DNR ir baltymy sintezés sistemg. Nors augaly
chloroplasty genomy sandara yra konservatyvi, taCiau nepaisant to, galimi
jvairls joS poky¢iai: gali pasitaikyti iskrity, intarpy, inversijy ir kt. (Yukawa ir
kt., 2005). Cloroplasty DNR (cpDNR) molekuléje yra koduojancios ir

nekoduojancios sritys (11 pav.). Nors néra vienareikSmiy rezultaty apie

~28~



mutacijy ar kity pokyC€iy daznj koduojanciose ir nekoduojanciose cpDNR
srityse, taiau manoma, kad jvairlis pokyc¢iai yra daznesni, biitent,
nekoduojanciose srityse (intronuose ir tarpgeniniuose tarpikliuose) (Kelchner,
2000; Matsuoka ir kt., 2002). Manoma, kad nekoduojanti DNR kinta greiéiau,
o joje atsirade mutacijos kaupiasi, nes jy neveikia atranka (Scarcelli ir kt.,
2011). Nors chloroplasty DNR tam tikry regiony sekoskaita yra nepigus
metodas, taciau dél galimybés identifikuoti atskirus taksonus ar nustatyti keliy
taksony filogenetinius rySius sekoskaita pla¢iai naudojama visame pasaulyje
(Shaw ir kt., 2005; Theis ir kt., 2008; Wang ir kt., 2017). Sis metodas tapo
ypa¢ populiarus tada, kai cpDNR tyrimuose buvo pritaikyta automatizuota

sekoskaita (Raubeson, Jansen, 2005).

trnL
trnF o oq trnT trnS

trnV
trnM ex2 ex1

rbcL ath

psal accD

rps4

psaA psaB
[ | J

psbD

]

trnH psbA matK

prH-N.T s == ex2 ex1
LI = trnK trnK
- trnG
rPOA = ——— ex2 ex1
1 S ~— o]
\\\‘ rpoC2
—1
ITSdITS:I‘TSZ
[ egzonas
W intronas trnR 584.5S 23S

11 pav. cpDNR koduojantys ir nekoduojantys regionai (pagal Stech, Quandt, 2010)

Atlieckama jvairiy cpDNR regiony sekoskaita, taciau dazniausiai
analizuojami yra trnC-ycf6 (Telford ir kt., 2011), rpsl6-rpsl6, trnK-trnK,
trnL-trnF (Koga ir kt., 2008), psbE-petL, rpl32-trnL (Bobrov ir kt., 2015),
trnH-psbA (Janzen ir kt., 2009; Telford ir kt.,, 2011) regionai. Pastarasis
regionas pasizymi dideliu polimorfizmu (Hollingsworth ir kt., 2011; Telford ir
kt., 2011).
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1.2.3. Branduolio ribosominés DNR regiony sekoskaita

Ne tik chloroplasty, bet ir branduolio DNR yra plac¢iai naudojama augaly
risiy identifikavimui ir filogenetiniuose tyrimuose. Branduolio ribsominés
DNR geny vidinis transkribuojamas tarpiklis (ITS) (12 pav.) yra vienas i$
dazniausiai naudojamy DNR zymeny augaly ir kity organizmy molekulinéje
sistematikoje genciai ir rasiai nustatyti (White ir kt., 1990; Baldwin ir kt.,
1995; Cheng ir kt., 2016). Ziediniai augalai, ypa¢ Amelancher ir Calycadenia
genciy atstovai, buvo vieni i$ pirmyjy augaly, kuriy filogenetiniai ry$iai buvo
tiriami naudojant ITS (Baldwin ir kt., 1995; Campbell ir kt., 1997; Kress ir kt.,
2005). ITS sékmingai buvo panaudota nustatant ir kity augaly, pavyzdziui,
Betula genties kai kuriy rasiy hibriding kilme¢ (Nagamitsu ir kt., 2006b),
Carpinus genties kai kuriy riiSiy geneting jvairove ir populiacijy filogenetinius

ry$ius (Sun ir kt., 2011).

NS5 TSt S2
» » «
5.85
I 188 rRNR genas rRNR 285 rRNR genas .
genas
« <
NS5 \ / T4
ITS regionai

12 pav. Branduolio ribosominés DNR ITS regionai (pagal Lilley, Chinabut, 2000)

ITS kartu su kai kuriais chloroplasty genomo regionais buvo pradéti
naudoti bruksniniam kodavimui (Valentini ir kt, 2009). Pirma kartg Sis
terminas buvo pavartotas 1993 metais (Arnot ir kt., 1993). Taciau Sio pobiidzio
darby ,,aukso amzius* prasidéjo nuo 2003 mety (Hebert ir kt., 2004), kai vis

daugiau tyréjy pradéjo naudoti §] metoda, dazniausiai, skirtingy risiy
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identifikavimui, o geny bankai vis pasipildydavo jvairiy riiSiy papildomais
konkre¢iy DNR regiony sekoskaitos duomenimis (Janzen ir kt., 2009;
Hollingsworth ir kt., 2011; De Vere ir kt., 2012). Pirmiausia ITS buvo
panaudotas ziediniy augaly rasims nustatyti (Kress ir kt., 2005). Po daugelio
darby S$ia tema rezultaty paskelbimo atsirado tam tikras nusivylimas ITS
tinkamumu dél nevisisSkai suderintos geny Seimos evoliucijos, per didelio
pradmeny universalumo (1990 m. White ir kt. sukaré pradmenis gryby
tyrimams), DNR fragmento pagausinimo kai kuriose riiSyse problemy ir kt.
(Cheng ir kt.,, 2016). ITS naudojimas molekulinéje sistematikoje vél
suintensyvéjo nuo 2011 m. (Hollingsworth ir kt., 2011). Dabar
rekomenduojama ITS naudoti kartu su cpDNR regionais. Pagrindiniai
reikalavimai keliami DNR sekai, kuri tikty bruksniniam kodavimui, yra Sie: i
turi biiti biidinga daugumai augaly, neilga, polimorfiné, lengvai pagausinama ir
identifikuojama. Vieni i§ pirmyjy ir dabar dazniausiai naudojamy regiony yra
ankséiau minéti trnH-psbA bei ITS (White ir kt., 1990; Telford ir kt., 2011;
Lambertini ir kt., 2017).

1.3. Batrachium genties augaly molekuliniai tyrimai

Pastaruoju metu padaugéjo Batrachium genties augaly molekuliniy-
genetiniy tyrimy (Telford ir kt., 2011; Bradley ir kt., 2013; Jopek, Dabrowska,
2014; Zalewska-Gatosz ir kt., 2014; Bobrov ir kt., 2015; Coppi ir kt., 2015;
Lambertini ir kt., 2017). Sios genties rasiy morfologinis plastiskumas,
taksonominis neapibréztumas ir kitos jau minétos priezastys pagrindzia
molekuliniy Zymeny naudojimo biitinybe Siy augaly tyrimuose.

Batrachium genties augaly molekuliniy tyrimy yra nedaug. Pirmuosius
tyrimus 2007 m. atliko Ku su kolegomis. Japonijoje. Jie nustaté endeminés
rasies Ranunculus kadzusensis populiacijy geneting jvairove panaudodami
atsitiktinai pagausintos polimorfinés DNR (RAPD) metodg. Tyrimus
Japonijoje taip pat vykdé Koga su bendradarbiais (Koga ir kt., 2008). Sie

autoriai analizavo 46-ias Batrachium genties augaly populiacijas, naudodami
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keturiy CPpDNR regiony sekoskaitg, ir nustaté kai kurioms rasims savitus 8
haplotipus. Telford ir kt. (2011) atliko Sios genties riiSiy Jungtingje Karalystéje
taksonominius tyrimus naudodami cpDNR keliy regiony ir branduolio 18S-
5.85S-26S ribosominés DNR ITS regiono sckoskaitg. Jie nustaté galimus B.
circinatum, B. fluitans, B. peltatus, B. penicillatum subsp. pseudofluitans, B.
trichophyllum filogenetinius rySius ir kai kurioms i§ tirty rusiy savitus
haplotipus (Telford ir kt., 2011). Bradley ir kt. (2013), naudodami amplifikuoty
fragmenty ilgio polimorfizmo (AFLP) metoda, iStyré R. fluitans vienos Airijos
populiacijos geneting jvairove. Tyrimy rezultatai parodé, kad populiacijoje
vyravo lytinis dauginimasis. Vieno nukleotido polimorfizmo (VNP) tyrimy
rezultatai neatskleidé R. fluitans ir R. penicillatus hibridizacijos populiacijoje.
Vienus naujausiy tyrimy atliko Lenkijos mokslininkai, kurie, naudodami
cpDNR matK regiono ir branduolio 5.8S ribosominés DNR ITS sekoskaita,
nustaté genotipo, priskiriamo heterogeniskai Ranunculus penicillatus grupei,
tévines rasis — Ranunculus fluitans ir R. peltatus (Zalewska-Gatosz ir kt.,
2014). Bobrov ir kt. (2015) istyré 26-ias Siaurés ir europinés Rusijos dalies bei
Suomijos Batrachium genties augaly populiacijas. I$tyre dviejy nekoduojanéiy
CcpDNR regiony polimorfizma nustaté, kad Ranunculus schmalhausenii savo
CcpDNR paveldéjo i§ dviejy skirtingos kilmés Batrachium linijy. Tai parodé,
kad $is taksonas susidaré jvykus maziausiai dviem hibridizacijos procesams.
Norédami nustatyti skirtumus tarp taksony, mokslininkai tyrimo metu
panaudojo ir branduolio 5.8S ribosominés DNR ITS rajono sekoskaita, taciau
cpDNR sekoskaitos rezultatai buvo informatyvesni. 2017 m. Lambertini ir Kkt.,
panaudodami AFLP zymenis ir ITS bei matK sekoskaitg, i$tyré tris Ranunculus
baudotii vienos Danijos upés populiacijas. Autoriai noréjo issiaiskinti
vegetatyvinio ir lytinio dauginimosi reik§me riiSies plitimui bei $iy augaly
genetings jvairoves pasiskirstyma upéje. Gauti rezultatai parode, kad visos trys
populiacijos yra genetiskai skirtingos nepaisant mazos genetinés jvairoveés.
Taip pat buvo padaryta iSvada, kad vegetatyvinis dauginimasis dominuoja R.
baudotii metapopuliacijoje (Lambertini ir kt., 2017).
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II. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Batrachium augalinés medZiagos morfologiniams ir

molekuliniams tyrimams surinkimas

Tyrimo vietos buvo pasirinktos atlikus Vilniaus universiteto herbariume
(WI) ir Gamtos moksly centro Botanikos instituto herbariume (BILAS) esanéiy
kurkliy pavyzdziy analize (13 pav.). Didzioji dalis tyrimo viety buvo rytinéje
Lietuvos dalyje, kur yra tankus upiy tinklas (vidutiniskai 1 km/km?).

Didziausias upiy tankis (1,55 km/km?®) yra Vidurio Lietuvos Zemumoje,
kurioje vyrauja vandeniui nelaidis molio dirvozemiai, 0 maziausias (0,45
km/km?) — gerai drenuojamuose Piety Lictuvos smélivose (Gailiusis ir kt.,
2001). Lietuvos upéms budingi pavasario potvyniai ir Zemas vandens lygis
vasarg bei ziema, taciau laikinai jis gali padidéti dél pastoviy ir gausiy krituliy.
Vakary Lietuvos upés pasizymi didZiausiais vandens lygio svyravimais, 0 ryty
— maziausiais. Lietuvos upiy vandens mineralizacija yra gana jvairi, Nuo
maziau nei 200 mg/l, iki daugiau nei 700 mg/l. Pietry¢iy ir Vakary upéms
biidinga santykinai maZa ir pastovi mineralizacija (200-300 mg/l), o Siaurés
Lietuvoje esanciy upiy vandens mineralizacija gali Kisti nuo 200 mg/l pavasarj
iki 1700-2000 mg/l vasara, kai yra Zemas vandens lygis. Tokie upiy vandens
mineralizacijos svyravimai yra dél dirvozemiy sandaros skirtumy (Siaurés

Lietuvoje vyrauja silikatines uolienos) (Kilkus, Stonevicius, 2011).
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13 pav. Batrachium genties augaly paémimo vietos: TA — Tatula, SI — Sirvinta, PE —
Per§oksna, ZE — Zeimena, ZA — Zalesa, VE — Verzuva, NE — Neris, VO — Vokeé, VI — Vilnia,
ME — Merkys, GA — Gauja, GR — Griida, UL — Ula, SK — Skroblus, VER — Verkné¢, VIE —

Viesvile

Kiekvienoje tyrimy vietoje paimty individy skaiCius priklausé nuo
populiacijos dydzio ir svyravo nuo 8 iki 12 (1 lentel¢). Morfologiniy pozymiy
analizei ir molekuliniams tyrimams buvo surinkti i§ viso 185 Batrachium
individai. Keletas kiekvieno augalo lapy buvo vezama | laboratorija
molekuliniams tyrimams, o likes augalas buvo herbarizuojamas ir atlickami

morfometriniai jo matavimai.
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1 lentelé. Batrachium augaly populiacijos, jy kodavimas, tirty individy skaiéius ir

koordinateés
Nr. Populiacija Popklé)l(ig;ij 0s Pavyzd(%/irl];t.s)kaiéius Koordinatés (ilg.R; plat.S)
1 Tatula TA 8 523 g% 1377%17
2 Sirvinta SI 12 522 219 371,’(;55 K
3 Per$oksna PE 12 52 55 . (;%, 52 1”561’3
4 Zeimena ZE 12 52 "‘50 i 96 , 225,6682 ;
5 Zalesa ZA 12 52 "‘50 52 B, 2%599‘;”;
6 Verzuva VE 12 52‘;0 ‘;53 , 22755’(;57 ”;
T : L
s v = e
9 Vilnia VI 12 52‘;‘;17 1356357;
o e : .
5ok o - L
12 Grida GR 12 52‘;0278’ 01972;2 K
s mw - SR
14 Skroblus SK 12 52‘;(;075366122 K
15 Verkné VER 12 52‘;0 3055 , 5219’,(;25”’
16 Viesvilé VIE 12 5252 ) %53 , (4’&%77”;

A .

2.2. Bendrijy su Batrachium rasimis aprasymai

Kiekvienoje tyrimy vietoje buvo brendama upés vaga tam tikra
trajektorija pries srove ir 100 m atkarpoje renkami augalai (14 pav., 15 pav.).
Paimant augala kiekvienoje vietoje buvo vertinamas gruntas, kuriame augalas

auga, upés gylis, vagos plotis ir atliekamas bendrijy aprasymas.
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14 pav. Bridimo upéje trajektorija 15 pav. Augalinés medziagos rinkimas upés

vagoje (J . Patamsytes nuotrauka)

Bendrijy aprasymai buvo atliekami 1 m x 4 m ploto laukeliuose. Augaly
gausumui jvertinti buvo naudojama Braun-Blanquet (Braun-Blanquet, 1964)
skale:

r — pavieniai indivdai (iki penkiy individy);

+ — individy mazai, dengia labai mazg plota;

1 — <5 % (individy gana daug, esant mazam padengimui, arba jy

palyginti mazai, bet tada padengimas didesnis);

2—-5-25%;

3 —25-50 %;
4 —50—-75 %j;
5—75-100 %.

IS viso buvo atlikti 185 geobotaniniai apraSymai.

2.3. Batrachium genties individy morfologiniy poZymiy tyrimas

Prie§ pradedant morfologiniy poZymiy analize, pirmiausia buvo perzitiréti
kity Saliy autoriy sudaryti Batrachium apibiidinimo raktai. IS viso buvo
pasirinkta 18 pozymiy, kurie dazniausiai naudojami §iy augaly apibudinimui,
buvo vertinami atliekant augaly morfologine analize (16 pav).

Ne wvisi iStirti 185 augalai turéjo generatyvinius organus, todél
generatyviniai ir vegetatyviniai kiekvienos populiacijos individai buvo atskirti
atskiras grupes. Vegetatyviniais individais buvo laikomi tokie augalai, kurie

neturéjo jokiy generatyvinio dauginimosi strukttiry. Prie generatyviniy individy
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buvo priskiriami augalai, kurie turéjo pilnai iSsivyséiusius ziedus,
,mumifikuotus* arba pilnai iSsivysciusius vaisius. Kiti morfologiniai pozymiai,

kurie buvo jvertinti tyrimo metu, pateikti 16-ame paveiksle.

‘Z_led“: . Vaisiai:

Ziedy skaitius subrende vaisiai (yra/néra)
ziediniy pumpury skaitius

ziedkodio ilgis
ziedsos¢io plaukuotumas e
vainiklapiuy skai¢ius QD?
vainiklapiy ilgis
ziedo skersmuo

Lapai:
tarpiniai lapai (yra/néra)
suskaldyti lapai
2-ojo nuo virsaus lapo ilgis
6-0jo nuo virsaus lapo ilgis
2-asis, 4-asis, 6-asis lapai
skeélimy skaiéius
galiniy lapo skil¢iy ilgis
lapkoéiy i$sivystymas
lapo ir tarpubamblio ilgio santykis
prielapiy ir viso augalo plaukuotumas

Stiebas:

pirmojo $akojimosi vieta

tarpubamblio ilgis auki¢iau 1-ojo
i§sidakojimo

SUBSTRATAS m !“

16 pav. Batrachium augaly pozymiai, pagal kuriuos buvo atlikta morfologiné analizé

Augaly morfologijos tyrimai buvo atlickami analizuojant herbarizuoty
augaly pozymius (17 pav.). Kai kuriy pozymiy analizei, pavyzdziui, nustatant,

kiek karty lapas skeltas, lapai buvo mirkomi vandenyje (18 pav.).

w

17 pav. Herbarizuoti B. penicillatum lapai 18 pav. Mirkytas vandenyje ir i$skleistas

penicillatum lapas
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Kai kuriy morfologiniy pozymiy (pvz., ziedsosCio plaukuotumo)
vertinimui buvo naudojama binariné sistema (pvz., plaukuotas ziedsostis — 1,
plikas arba su pavieniais plaukeliais — 0). Mikroskopiniy pozymiy analizei
buvo panaudotas mikroskopas NIKON SMZ800 su vaizdy analizavimo

programa NIC — Elements.

2.4. Fizikiniai ir cheminiai upiy vandens parametrai

Norédami nustatyti augavieciy, kuriose jsiktr¢ bendrijos su skirtingomis
Batrachium riiSimis, ekologiniy salygy skirtumus, panaudojome 30 upiy
atkarpy, kurios sutapo su valstybinio monitoringo taskais, vandens fizikinius-
cheminius rodiklius: srovés greitj (m/s), pH, Sarmingumg (mmol/l), savitajj
elektrinj laidji (um/cm), amonio jonus (NH,") (mg/l), nitritus (NO,), (mg/l),
nitratus (NO3z) (mg/l), bendra azota (bendras N) (mg/l), bendra fosfora
(bendras P), (mg/l), fosfatus (PO, (mg/l) ir kalcio jonus (Ca®*) (mg/l). Minéty
rodikliy vertés buvo paimtos i§ laisvai prieinamy Aplinkos apsaugos agentiiros
duomeny  (http://vanduo.gamta.lt/cms/index?rubricld=6adeebl1d-c902-49ab-
81bb-d64b8bccefdd (Valstybinio upiy monitoringo duomenys, 2013, 2014,
2015). Skirtingy tyrimo viety aplinkos rodikliy palyginimui buvo panaudotas
porinis Mann-Whitney U testas.

2.5. Vandens transporto jtakos Batrachium augalams tyrimas

Vykdant ,,vandens transporto jtakos Batrachium genties augalams®
cksperimentg, Ulos upéje buvo jrengti tiriamieji laukeliai. Tyrimai buvo
atlickami 2016 metais geguzés — rugsejo ménesiais.

Kaip kontrolé buvo pasirinktas 1 m x 4 m dydzio laukelis, esantis ties
Manciagire (54° 07 57,4 / 24° 27’ 08,87”), kur vandens turizmo jtaka buvo
minimali, nes upés viduryje yra susiformavusi sala ir vienoje jos puséje klitit]
baidaréms plaukti sudaré nuvirtgs medis bei Sakos, tod¢l visas baidariy srautas

buvo nukreipiamas j kita pusg (19 pav.).
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Nukreipiamas baidariy srautas
Uzvirtes medis, L. .
: Kontrolinis laukelis

T~

19 pav. Eksperimento ,,vandens transporto jtakos Batrachium augalams tyrimas* kontrolés

laukelis

Trys eksperimentiniai laukeliai, kuriy dydis 1 m x 4 m, buvo pasirinkti
Ulos upéje ties ,,Ulos akimi* (54° 08> 30,18 / 24° 26’ 22,29”), kur baidariy

poveikis intensyviausias. Laukeliy iSdéstymas pateiktas 20-ame paveiksle.

Ulos upés vaga

20 pav. Eksperimentiniy laukeliy isdéstymas Ulos upéje

Batrachium ir kity makrofity riiSiy gausumas buvo vertinamas naudojant
Braun-Blanquet skalg (Braun-Blanquet, 1964). Taip pat buvo vertinamas upés
gylis, kuriame auga augalai ir Batrachium genties augaly generatyviniy
struktiry (ziedy ar vaisiy) susiformavimas.

Duomenys apie Ulos upe praplaukusiy baidariy skai¢iy buvo gauti i§

Dzukijos nacionalinio parko direkcijos.

2.6. DNR iSskyrimas modifikuotu CTAB metodu
Augaly genominé DNR buvo skiriama naudojant modifikuota CTAB

metoda (Doyle, Doyle, 1987). Pirmiausia buvo paruostas CTAB ekstrakcijos
buferis: 10 ml CTAB buferio paruosti buvo naudojama 0,4 ml 0,5M EDTA
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(pH 8,0), 1 ml 1M Tris (pH 8,0), 2,75 ml 5M NaCl, 2 ml 10 % CTAB, 0,02 ml
2-merkaptoetanolio ir 100 mg PVP-40. Ekstrakcijos buferis buvo ispilstomas j
megintuvélius po 0,8 ml. [ kiekvieng megintuvell jlaSinama po 5 pl
ribonukleazés A (10 mg/ml). Augalai buvo plaunami tekan¢iu ¢iaupo
vandeniu, perplaunami distiliuotu, nusausinami filtriniu popieriumi ir apie 80-
100 g augalo masés homogenizuojama suskystintame azote. Homogenizuota
masé buvo perkeliama j 2 ml tario mégintuvélius su CTAB ekstrakcijos
buferiu. Mégintuvéliai su misiniu kelis kartus pavartomi ranka ir inkubuojami
25 min. termostate Thermomixer Comfort (Eppendorf, Vokietija) esant +60 °C.
I kiekvieng mégintuvélj, jiems atvésus, buvo jpilama po 1 ml chloroformo,
megintuvéliai Svelniai pavartomi ir centrifuguojami centrifugoje Centrifuge
5415 R (Eppendorf, Vokietija) 3 min. esant 12000 x g. VirSutiné vandeniné
fazé buvo nusiurbiama j naujus 2 ml mégintuvélius, tuomet vél jpilama po 1 ml
chloroformo, Svelniai pavartoma ir centrifuguojama 3 min. esant 12000 x g. Po
to virSutiné vandeniné fazé¢ (400 pl) vél nusiurbiama j naujus 1,5 ml
megintuvélius, jpilama po 200 pul 5M NaCl ir po 800 ul 95 % salto etilo
alkoholio. Mégintuvéliai $velniai pavartomi ranka ir inkubuojami 20 min. -20
°C temperatiiroje. Po inkubacijos mégintuvéliai buvo centrifuguojami 6 min.
esant +4 °C temperatiirai, 12000 X g. Po centrifugavimo skystoji fazé¢ i§
mégintuvéliy atsargiai nupilama ir nuosédos praplaunamos 200 pl, 70 % etilo
alkoholio (-20 °C) ir méginiai vél centrifuguojami 6 min. esant +4 °C
temperatiirai, 12000 x g. Po centrifugavimo skystoji fazé vel nupilama, o
iSskirta DNR dziovinama steriliame bokse kambario temperatiroje. ISdzitivusi
DNR istirpinama 100 pl sterilaus dejonizuoto vandens (~ 18,3 Q). Istirpusi
DNR laikoma -20 °C temperatiiroje.

2.7. DNR koncentracijos ir kokybés nustatymas

Isskirtos DNR kokybé ir koncentracija buvo matuojama bekiuveéiu
spektrofotometru  ND-2000 (NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific,

Vilmingtonas, JAV). Kiekvieno pavyzdzio DNR koncentracija buvo nustatoma
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esant 260 nm bangos ilgiui. Isskirtos augaly DNR §varuma parodo A260/A280
santykis. Jis turéty biiti apie 1,8-2,0. Jei Sis santykis biina daugiau nei 2,0,
tikétina, kad gali bati RNR priemaisy, o jei santykis mazesnis nei 1,8, tai gali
biiti, kad DNR yra uZterSta jvairiais organiniais junginiais. PGR (polimerazinei

grandininei reakcijai) vykdyti buvo naudojama 5 ng/ul koncentracijos DNR.

2.8. PGR vykdymas

2.8.1. ISSR-PGR vykdymas

PGR reakcijos misinys (2 lentelé¢) buvo ruosiamas laminariniame bokse
SAFE 2020 (Thermo Scientific, Vokietija) pries pat amplifikacija. I 0,2 ml
sterilius mégintuvélius iSpilstoma DNR ir pilama po 6 pl PGR reakcijos

misinio.

2 lentelé. PGR reakcijos misinio reagenty kiekiai vienam pavyzdZziui

Reagentas Kiekis
10x Taq KCI buferis 1ul
dNTP (2 mM) 1ul
MgCl, (25 mM) 1,2 ul
Pradmuo (1 OV) 0,4 ul
Tag DNR polimerazé (5 U/ul) 0,08 ul
DNR (5 ng/pl) 4 ul
Dejonizuotas H,O (~ 18,3Q) 2,32 ul

DNR amplifikacija, kurios vykdymo sglygos pateiktos 3-ioje lenteléje,

buvo atliekama termocikleriu Mastercycler Personal (Eppendorf, VVokietija).

3 lentelé. DNR amplifikacijos vykdymo salygos

ISSR-PGR pradmenys

PGR parametras 1-39, 1-50a 1-28, 1-34, O C
};ri‘i‘(‘;fsne DNR denattractjos T ir 94°C/7min.  94°C/7 min. 94.°C / 7 min.
DNR denaturacijos T ir laikas 94°C/30s 94°C/30s 94°C/30s
Pradmeny prisijungimo T ir laikas 46°C/45s 44°C/45s 51°C/45s
DNR sintezés T ir laikas 72 °C /2 min. 72 °C /2 min. 72 °C /2 min.
Amplifikacijos cikly skaicius 32x
DNR sintezés baigiamojo etapo 72 °C /7 min. 72 °C /7 min. 72 °C /7 min.




laikas ir T
DNR laikymo T +4 °C

Tiriant Batrachium genties upiniy risiy geneting jvairove, ISSR analizei
buvo naudojami  Sie  oligonukleotidiniai  pradmenys: ISSR-O —
5’GAG(CAA)s3’, ISSR-C — 5°(AG)sCG3’, ISSR-1-28 — 5°(GT)¢CG3’, ISSR —
-39 - 5°(AGC),AC3’, ISSR-1-34 - 5’(AGC),GG3’, ISSR-I-50a -
5’CCA(GCT),3".

2.8.2. Chloroplasty DNR trnH-psbA ir branduolio ribosominés DNR

ITS regiony seky pagausinimas

Batrachium genties augaly tyrimuose buvo pasirinktas vienas
chloroplasty DNR regionas (trnH—psbA), kuris yra apie 500 bp ilgio tarpiklis
tarp trnH ir psbA geny. Sio regiono pagausinimui buvo panaudoti pshA (5’-
GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3") ir trnH®Y® (5°-
CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3") pradmenys. Siam cpDNR regionui
pagausinti PGR metodu buvo panaudota 5 ng/ul koncentracijos DNR. PGR
misinys, kurio sudétis pateikta 4-0je lenteléje, buvo ruoSiamas prie§ pat
amplifikacija.

Amplifikacija buvo vykdoma Mastercycler Pro (Eppendorf, Vokietija)
termocikleryje. Pradiné DNR denatiiracija truko 5 min. +80 °C temperatiiroje.
Veliau vyko 35 ciklai, kuriy kiekvienas sudarytas 1§ denatiiracijos (30 s, 94
°C), pradmeny prisijungimo (30 s, 56 °C) ir DNR sintezés (1 min., 72 °C).

Baigiamasis DNR sintezés etapas vyko 10 min. esant +72 °C temperatiirai.

4 lentelé. trnH—psbA ir ITS regiony seky pagausinimo PGR misinio sudétis

Reagentas Kiekis
10x Taq (NH,),SO, buferis 5ul
dNTP (2 mM) 5ul
MgCl, (25 mM) 6 ul
Pradmenys (tiesioginis ir atvirkstinis) (1 OV) 2ul+2w
Tag DNR polimerazé (5 U/ul) 0,25 ul
DNR (5 ng/ul) 2l
Dejonizuotas H,O (~ 18,3Q) 27,8 ul
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Taip pat buvo pasirinktas ir vienas 18S-5.8S-26S ribosominés DNR ITS
regionas (ITS1 — ITS2), kurio dydis yra apie 870 bp. Sio regiono pagausinimui
buvo naudoti pradmenys ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ir ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). PGR miSinys, kurio sudétis pateikta
4-0je lenteléje, buvo ruosiamas prie§ pat amplifikacijg. Amplifikacija buvo
vykdoma Mastercycler Pro (Eppendorf, Vokietija) termocikleryje. Pradiné
DNR denatiiracija buvo vykdoma 4 min. +94 °C temperatiiroje. Véliau vyko 35
ciklai, kuriy kiekvienas sudarytas iS denatiiracijos (45 s, 94 °C), pradmeny
prisijungimo (45 s, 55 °C), DNR sintezés (1 min., 72 °C). Baigiamasis DNR

sintezés etapas vyko 10 min. esant +72 °C temperatirai.

2.9. ISSR-PGR produkty frakcionavimas agarozés gelyje

ISSR-PGR produktai buvo frakcionuojami 1,2 % agarozés gelyje (5
lentel¢) 10x TBE buferiniame tirpale.

5 lentelé. Agarozés gelio (1,2 %) miSinio sudétis

Reagentas Kiekis
10x TBE buferis 20 ml
Agarozeé 2449
EtidZio bromidas (5 mg/ml) 20 pl
Distiliuotas vanduo iki 200 ml

Pries elektroforeze kiekvieno pavyzdzio PGR produktai buvo sumaiSomi
su 0,20 tiirio 5% bromfenolio mélio tirpalu. Elektroforezé buvo atlieckama
horizontalioje elektroforezés kameroje MS Maxi (Cleaver Scientific Ltd,
Jungtiné Karalysté), naudojant srovés Saltinj Power Suply EPS 601 (Amersham
Pharmacia Biotech Inc., JAV). PGR produkty frakcionavimas buvo vykdomas
4 val. esant 4 V/em. Jy ilgiui nustatyti buvo naudojamas GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva) DNR

fragmenty dydzio standartas. Elektroforezés rezultaty registravimui ir analizei
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buvo naudojama geliy dokumentavimo BioDocAnalyze (Biometra, Vokietija)

sistema.

2.10. Pagausinty cpDNR ir rDNR sekuy klonavimas

Pagausinti cpDNR ir rDNR regiony fragmentai buvo analizuojami 1 %
agarozés (Invitrogen'", Thermo Fisher Scientific, Karlsbadas, JAV) gelyje 1x
TAE buferiniame tirpale. Gauty fragmenty dydziams nustatyti buvo
panaudotas DNR fragmenty dydzio standartas (GeneRuler'™ DNA Ladder
Mix, Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva). DNR fragmentai
buvo iSpjaunami i§ gelio ir valomi naudojant DNR skyrimo i§ gelio rinkinj
,,GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lietuva) pagal gamintojo pateikta protokola. Naudojant rinkinj InsTAclone
PCR Cloning Kit is gelio i$skirti ir i§valyti DNR fragmentai, buvo klonuoti j
pTZ57R/T vektoriy (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva).

2.11. Escherichia coli transformacija ir transformanty analizé

Imliosioms Escherichia coli lasteléms gauti buvo panaudotas rinkinys
,,TransforrnAidTNI Bacterial Transformation Kit“ (Thermo Fisher Scientific
Baltics, Vilnius, Lietuva). Buvo panaudotas E. coli JM107 (genotipas F’
traD36 lacl® A(lacZ)M15 proA*B*/e14 (McrA") A(lac-proAB) thi gyrA96
(Nal") endAl hsdR17 (r~ mg’) relAl ginV44) kamienas (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva). Gautos imliosios bakterijos Igstelés buvo
transformuojamos pTZ57R/T vektoriumi su klonuotais cpDNR ar rDNR
regiony fragmentais naudojant rinkinj ,,InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva) pagal gamintojo pateiktas
rekomendacijas. Transformuoty kolonijy atranka buvo atlickama Petri
lekstelése ant agarizuotos LB terpés (Agar, Miller, Fluka, Switzerland) su
ampicilinu (50 mg/ml), X-Gal ir IPTG. Transformacijos miSinys ant paSildyty

+37 °C Petri l€ksteliy iSs¢jamas steriliomis salygomis laminariniame bokse
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SAFE 2020 (Thermo Fisher Scientific, Vilmingtonas, JAV). Petri 1ékstelés su
transformuotomis E. coli lastelémis buvo inkubuojamos apie 15 val. +37 °C
temperatiiroje ,,Memmert IN 55° termostate. ISaugusios baltos E. coli 3-6
kolonijos buvo perséjamos ant agarizuotos terpés, turinios 50 mg/ml
ampicilino.

Plazmidinés DNR iSskyrimui i§ E. coli klony, turin¢iy rekombinantines
plazmides, buvo panaudotas rinkinys ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*
(Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lietuva). E. coli klonas, turintis
rekombinantine plazmidg, buvo séjamas j 5 ml LB-Broth terpe su 50 mg/ml
ampicilino. Lastelés 14-16 val. buvo auginamos INFORS HT Ecotron (Infors
Ag, Botminenas, Sveicarija) purtykléje (esant +37 °C ir 200 rpm/min.).
Uzaugusi E. coli lasteliy kultiira buvo centrifuguojama Hettich Universal 320
R (Merck, Darmstadtas, Vokietija) centrifugoje 2 min. (esant +4 °C ir 4000
rpm/min.). Plazmidiné DNR buvo skiriama pagal DNR skyrimo rinkinio
gamintojy pateikta protokolg. ISskirtos plazmidinés DNR koncentracija buvo
nustatoma bekiuveciu spektrofotometru ND-2000. Norint gauti patikimus
klonuoto DNR fragmento sekoskaitos rezultatus, buvo atliekama E. coli 2-jy

arba 3-jy klony plazmidinés DNR fragmenty sekoskaita.

2.12. Klonuoty DNR fragmenty sekoskaita

Klonuoty cpDNR ir rDNR fragmenty sekoskaita buvo atlikta BaseClear
(Nyderlandai) sekvenavimo centre Sanger‘io sekoskaitos metodu naudojant
ABI3730XL sekvenatoriy. Buvo panaudoti du pradmenys: M13/pUC (-46), 22-
mer 10 pmol/uL 5-d(GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA)-3' ir atvirkstinis
sekoskaitos pradmuo — M13/puUC (-46), 24-mer 5'-
d(GAGCGGATAACAATTTCACACAGG)-3'.

Gautos sekos buvo apkarpytos ir analizuojamos naudojant ,,Sequencer
5.4.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, JAV) kompiutering programa.
Seky palyginimas ir filogenetiné analizé atlikta naudojant ,MEGA 7.0.26*
(Kumar ir kt., 2016) programa.



Nustatytos cpDNR ir rDNR fragmenty sekos buvo palygintos su
tarptautinése duomeny bazése esanciomis sekomis. Seky paieSka NCBI

duomeny bazg¢je buvo atlikta naudojant BLASTN v2.2.29 paieskos jrank].

2.13. Statistiné duomenuy analizé

Visy tirty Batrachium pavyzdziy DNR amplifikacija buvo pakartojama 2-
3 kartus. Buvo palyginami gauti ISSR spektrai ir toliau analizuojami tik aiSkds,
atsikartojantys DNR fragmentai ir jy profiliai. DNR fragmento buvimas /
nebuvimas tiriamuose pavyzdziuose buvo jvertinamas atitinkamai ,,1* arba
,0°. Gauti duomenys buvo suvedami ] lentele. Genotipavimo paklaida buvo
jvertinta atsizvelgiant ; Bonin ir kt. (2004) rekomendacijas.

Naudojant POPGENE programa buvo apskaiciuota polimorfiniy lokusy
skaicius, polimorfiniy lokusy nuosSimtis, Shanon’o indeksas. PCoA atlikta
naudojant GenAlEx v. 6.5 programg (Peakall, Smouse, 2012). Batrachium
genties augaly populiacijy, jsikiirusiy skirtingose upése, genetinei
diferenciacijai palyginti, remiantis ISSR analizés duomenimis, buvo
naudojama AFLP-SURV v. 1.0 kompiuteriné programa (Vekemans ir kt.,
2002): buvo apskaiCiuotas tikétinas heterozigotiskumas (Hj) ir genetiné
diferenciacija (Fst) tarp populiacijy (Lynch, Milligan 1994). Fst testui buvo
naudota 1000 permutacijy. Aleliy gausumas lokuse (angl. band richness — Br),
polimorfiniy lokusy proporcija (PLP, 5 % lygmenyje) standartizuotam imties
dydziui (8 individai populiacijoje) buvo apskai¢iuoti pagal Petit ir kt. (1998)
naudojant AFLPdiv v. 1.1 programg (Coart ir kt., 2005). ISSR polimorfizmo
pasiskirstymo populiacijose ir tarp populiacijy désningumai nustatyti AMOVA
metodu naudojant GenAlEx 6.5 programa (Peakall, Smouse, 2012).

Norint nustatyti labiausiai tikéting Batrachium genetiskai skirtingy augaly
grupiy skaiCiy ir jvertinti, ar populiacijy grupavimasis } klasterius atitinka
individy rusinj pasiskirstyma, buvo naudotas Bayeso grupavimosi algoritmas ir
STRUCTURE v. 234 programa (Pritchard ir kt, 2000). Atliekant

skaiCiavimus, daryta prielaida, kad galimy grupiy skai¢ius gali buti nuo 1 iki
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20 (K = 1-20), kiekvienos grupés tikimybe skai¢iuojant 10 karty. Skai¢iavimai
atlikti pradzioje kartojant 500 000 karty ir baigiant 1 000 000 MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) pakartojimy. Labiausiai tikétina K reiksmé (DeltaK) buvo
nustatyta pagal Evanno ir kt. (2005). Rezultatai buvo pavaizduoti naudojant
DISTRUCT v 1.1 programa (Rosenberg, 2004).

DevyniasdeSimt aStuoni fitocenologiniai aprasymai su Batrachium
rusimis buvo suvesti ] TURBOVEG duomeny baze¢. Augalijos klasifikacija iki
asociacijy lygmens buvo atlikta naudojant JUICE 5.1 programg (Tichy, 2002).

PAST v 2.17 programa (Hammer ir kt., 2001) buvo panaudota atlikti
Shapiro-Wilk W normalumo testg. Duomenys nebuvo pasiskirst¢ pagal
normalyjj skirstinj, todél buvo naudojami neparametriniai statistiniai metodai.
NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) analizé ir neparametriné
MANOVA buvo panaudota patikrinti, ar iSskirtos grupés skiriasi statistiskai
reikSmingai. Gower atstumo matas buvo naudotas atliekant abi analizes. Norint
iSsiaiskinti, ar yra statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp dviejy palyginamy
grupiy morfologiniy pozymiy, buvo panaudota STATISTICA v. 12.0 programa
(StatSoft, 2014) ir atliktas porinis Mann-Whitney U testas.



I11. REZULTATAI

3.1. Vilniaus universiteto ir Gamtos tyrimo centro Botanikos instituto

herbariumuy Batrachium pavyzdziy perziiira

Buvo atlikta Vilniaus universiteto ir Gamtos tyrimy centro Botanikos
instituto herbariumuose (atitinkamai W1 ir BILAS) esanciy upiniy Batrachium
genties rusiy pavyzdziy analizé. IS viso buvo perziiiréta 119 Botanikos instituto
herbariume esanciy pavyzdziy, surinkty 1933-2009 metais ir 11 Vilniaus
universiteto herbariumo pavyzdziy, surinkty 1921-1993 metais.

21-ame paveiksle pateiktuose Zzemeélapiuose matyti, kad didzioji dalis
herbariumuose esan¢iy Batrachium fluitans pavyzdziy buvo surinkti
pietrytin¢je Salies dalyje esanciose upése, tik keletas pavyzdziy — kitose Salies

upese (21 pav. a).

b)

21 pav. Batrachium genties upiniy rasiy paplitimas, nustatytas remiantis BILAS ir WI

esaniais pavyzdziais: a) B. fluitans; b) B. penicillatum s.1.
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Batrachium penicillatum s.1. pavyzdziai buvo surinkti taip pat pietinés ir
rytinés Lietuvos upése, tik keletas pavyzdziy Siaurés Lietuvoje Tatulos ir
vakary Lietuvoje Viesvilés upése (21 pav. b). Létai tekanciuose vandenyse —
iStiesintose upiy vagose, grioviuose, paplite B. trichophyllum augalai.

Remiantis herbariumo pavyzdziy analize perzitirétos 56-i0S vietos, taciau

Batrachium rasta tik 16-oje, kurios ir buvo pasirinktos tyrimams.

3.2. Batrachium surinkty pavyzdziy morfologiniai tyrimai

Sio tyrimo metu buvo i$analizuoti Batrachium genties 185-iy individy
morfologiniai pozymiai. Kadangi ne visi augalai turéjo generatyvinius organus,
todel kiekvienoje populiacijoje generatyviniai ir vegetatyviniai individai buvo

suskirstyti j atskiras grupes (22 pav.).

14
12
10
& Generatyviniy
8 individy
skaicCius, vnt.
6
4 avVv ini
egetatyviniy
individy
2 skaicius, vnt.
0

22 pav. Batrachium genties vegetatyviniy ir generatyviniy individy skaiciaus santykis tirtose
populiacijose (ZA — Zalesa, GA — Gauja, VE — Verzuva, TA — Tatula, VER — Verkné, VO —
Vokeé, NE — Neris, UL — Ula, ME — Merkys, SK — Skroblus, GR — Grida, SI — Sirvinta, VI —
Vilnia, ZE — Zeimena, VIE — Viesvilé, PE — PerSoksna)
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Penkiy populiacijy (Tatulos, Ulos, Grudos ir Viesvilés) 41 generatyvinis
individas turéjo pilnai i$sivysCiusius vaisius, Kity populiacijy — ziedus arba ir
ziedus, ir ,,mumifikuotus® vaisius.

NMDS analizé taip pat parodé, kad visi Batrachium individai pagal jy

morfologinius pozymius susiskirsto j dvi pagrindines grupes (23 pav.).
Pirmaja grupe (1) sudaré devyniy populiacijy (NE, PE, SI, VE, VER, VI, VO,
ZA ir ZE) homofiliniai augalai, kurie buvo apibtdinti kaip B. fluitans, antraja
grupe (II) — septyniy populiacijy (GA, GR, ME, SK, TA, UL ir VIE) augalai,
kurie buvo identifikuoti kaip B. penicillatum s.I. ir galimai B. trichophyllum.

[ grupe I grupe

0,048 -

0,032 -

0,016 -

0,000 -

-0,016 -

Koordinaté 2

-0,032 -

23 pav. Batrachium augaly
morfologiniy pozymiy

NMDS analizé. Dvi

-0,048 -

-0,064 -
pagrindinés grupés (I ir 1)
-0,080 -

\% kritimai
Stress = 0,118 apvestos apskritimais

! T T T T T T T ; T
020 -0,16 0,12 -008 004 0,00 0,04 0,08 0,12 0,16
Koordinate 1

[ grupés augalams buvo biidingi pliki ar su pavieniais plaukeliais
ziedsosciai, 5-8 vainiklapiai, kuriy ilgis buvo nuo 0,4 cm iki 1,1 cm (6 lentelé,
24 pav., 25 pav.). Il grupei priskirtiems augalams buvo budingas tankiai
plaukuotas ziedsostis, 5 vainiklapiai, kuriy ilgis svyravo nuo 0,2 cm iki 0,5 cm
(24 pav., 25 pav.). Mann-Whitney U testas parodé statistiSkai reikSmingus
skirtumus (U = 21,50; p < 0,001) tarp Siy dviejy grupiy augaly vainiklapiy ilgiy
(24 pav.).
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6 lentelé. Batrachium genties individy pagrindiniai morfologiniai poZzymiai

PoZymis I grupé I grupé
Ziedsos¢io plaukuotumas ;!Eisel?;issu pavieniais Gausiai plaukuotas
Vainiklapiy skaicius 5-8 (dazniausiai 6) 5
Vainiklapiy ilgis 0,4-1,1 cm 0,2-0,5cm
Ziedo skersmuo >1cm <lcm
Lapo ilgis i§ antro bamblio 4,0-9,0cm 3,0-7,0cm
Lapo ilgis i$ Sesto bamblio 6,0-12,0cm 5,0-8,0
Kiek karty skeltas lapas 4-5 Kartus >5 Kkartus
Kai kurie augalai nezymiai
Bendras augalo plaukuotumas Augalai pliki plaukuoti (ypa¢ galinés lapy
skiltys ir prielapiai)
Riis B. fluitans B. penicillatum s.1.

B. trichophyllum

Palyginus $iy grupiy augaly antrojo ir $estojo lapy ilgius, taip pat buvo
nustatyti reikSmingi skirtumai (atitinkamai U = 273,0, p < 0,001 ir U = 201,0, p
< 0,001) (24 pav.).

11 2,0

119

[@ Antro lapo igis, cm(L) 118

10 + T Sesto lapo ilgis, cm(L) '

B Vainiklapio ilgis, cm(R) 117
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9 115

7 115

8 11,3
11,2 g
g g
Z 11,1 &
2 9 110 2
= — in g
& 109 =
S E
6l 10,8 =>v

I:Dj 0,7
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5 (o] 05

104

T {03

4 J .

0,2

9 Vidurkis U Vidurkis+SE L Vidurkis+SD {01

3 0,0

I grupe 1I grupe

24 pav. B. fluitans (I grupé), B. penicillatum s.1. ir B. trichophyllum (IT grupé) augaly antrojo,
Sestojo lapy ilgiai (Mann-Whitney U testas: atitinkamai U = 273,0; p < 0,001 ir U = 201,0; p
< 0,001) ir vainiklapio ilgis (Mann-Whitney U testas: U = 21,50; p < 0,001)



| grupei priskirty augaly antrojo kapiliarinio lapo ilgis buvo nuo 4 cm iKi
9 cm, Sestojo — nuo 6 cm iki 12 cm, Il grupés augaly — atitinkamai nuo 3 cm iki
7 cm ir nuo 5 cm iki 8 cm (24 pav.). Morfologiniy pozymiy Statistiné analizé
parodé, kad ne visi pozymiai buvo vienodai svarbiis Batrachium rasiy

identifikavimui.

25 pav. B. fluitans (I grupé) (a), B. penicillatum s.1. ir B. trichophyllum (IT grupé) (b) augaly

ziedsoscio plaukuotumas

Kadangi II grupés augalai morfologiskai buvo labai heterogeniski, tai jie
ir buvo sugrupuoti j tris mazesnius pogrupius (23 pav. a, b ir ¢). Didziausias a
pogrupis apjungé Sesiy populiacijy (GA, GR, ME, TA, UL, VIE) homofilinius
augalus. T b pogrupj pateko heterofiliniai augalai i§ UL ir SK populiacijy, i
maziausig ¢ — homofiliniai augalai i§ VIE populiacijos. Atlikta neparametré
MANOVA parodé statistiSkai reikSmingg (p < 0,05) Siy trijy pogrupiy
atsiskyrima. Biitina pastebéti, kad tik vienas pozymis — tarpiniai lapai — atskyré
a ir b pogrupiy augalus. Spéjama, kad augalai su tarpiniais lapais gali biiti B.
penicillatum s.str. Augalai i$ ¢ pogrupio skyrési nuo minéty dviejy pogrupiy tik
prielapiy plaukuotumu. Padidéjes prielapiy ir bendras augalo plaukuotumas

leisty manyti, kad Viesvilés upéje yra paplitusi B. trichophyllum rasis.

3.3. Bendrijy su Batrachium rasimis tyrimai

Tirtose upése apraSytos bendrijos su Batrachium rasimis buvo priskirtos

klasei Potamogetonetea Klika in Klika, Novak 1941, eilei Callitricho



hamulatae-Ranunculetalia aquatilis Passarge ex Theurillat ir kt. 2015, sajungai
Batrachion fluitantis Neuhausl 1959 (Mucina ir kt., 2016).

Daugiausiai (85) fitocenotiniai apraSymai buvo priskirti Ranunculetum
fluitantis (Allorge 1922) Koch 1926 asociacijai (7 lentelé).

7 lentelé. Bendrijy su B. fluitans ir B. pseudofluitans rasiy jvairové, jy pastovumas (%) ir
gausumas (pagal Braun-Blanquet)

Bendrijos Ranunculetum fluitantis  Ranunculetum pseudofluitantis
Aprasymy skaicius 85 12
Bendras riisiy skaicius 26 17

Charakteringos riasys:

Batrachium fluitans 100 (3-5)

Batrachium pseudofluitans 100 (2-3)
Ch. Batrachion fluitantis

Sparganium erectum* 11 58 (1-3)
Schoenoplectus lacustris* 2 50 (1-3)
Agrostis stolonifera* 6 33 (+-1)
Stuckenia pectinata* 37 (1-3) 8
Berula erecta* 7 17
Veronica anagallis-aquatica* 9 17
Callitriche cophocarpa* 4 8
Sagittaria sagittifolia* 13

Butomus umbellatus* 7

Sparganium emersum* 7

Glyceria fluitans* 25
Hippuris vulgaris* 17
Myosotis scorpioides* 8
Ch. Potamogetonion

Potamogeton x nitens 1 42 (+-2)
Elodea canadensis 19

Potamogeton crispus 15

Myriophyllum spicatum 9

Potamogeton perfoliatus 11

Potamogeton lucens 5

Potamogeton x nerviger 2

Ch. Lemnetea

Lemna trisulca 21 (+-2) 25 (+-1)
Lemna minor 8

Spirodela polyrhiza 5

Lydincios rasys

Cladophora sp. 14 33(1-2)
Fontinalis antipyretica 27 (+-2) 17
Ranunculus lingua 1

Rorippa amphibia 2

Rumex aquaticus 8
Sium latifolium 8

* vandeninés formos
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Batrachium fluitans padengimas aprasymo laukeliuose kito nuo 40 % iki
95 %. IS viso, kartu su B. fluitans, buvo inventorizuotos 26 kity makrofity
rasys, kuriy skai¢ius aprasymo laukelyje svyravo nuo 1 iki 8, jy pastovumas
buvo santykinai mazas. Pastoviausios asociacijos raSys, kaip Stuckenia
pectinata f. interrupta, Fontinalis antipyretica ir Lemna trisulca, buvo
priskirtos tik 1l-ajai, o likusios — tik 1-ajai pastovumo klasei.

Klasterinés analizés rezultatai parodé, kad issiskiria keturios pagrindinés
Ranunculetum fluitantis (II klasteris) grupés, kurios gali buti laikomos Sios
asociacijos variantais (26 pav.).

Mélyna spalva pazymeétas klasteris sugrupuoja bendrijy aprasus, kuriuose
buvo aptiktos tokios augaly risys kaip Elodea canadensis, Stuckenia pectinata
ir Sparganium erectum, j raudong klasterj patenka aprasai su vandens samana
Fontinalis antipyretica, j zalig — su Potamogeton crispus ir Cladophora sp., 0 j
purpurinj — su Callitriche cophocarpa.

Bendrija su vyraujancia Batrachium pseudofluitans (12 fitocenotiniy
apraSymy) rasimi, tik preliminariai  buvo pavadinta Ranunculetum
pseudofluitantis, nes $iy bendrijy nebuvo galima priskirti kitoms asociacijoms,
. Pagal rusiy sudétj kitose Salyse aprasytos bendrijos su Sia raiSimi skiriasi nuo
miisy aprasyty. Miisy aprasyta bendrija pasizymi santykinai dideliu pastovumu
(I-IIT klasés) ir srovéje auganciomis helofity formomis (Agrostis stolonifera,
Glyceria fluitans, Sparganium erectum, Schoenoplectus lacustris), kurios yra

blidingos sgjungai Batrachion fluitantis (7 lentelé).
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26 pav. Bendrijy su B. fluitans ir B. pseudofluitans klasteriné analizé (panaudotas Ward's

atstumas ir Neighbour jungimo metodas). Ikély vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy



Kitos Siai sgjungai budingos augaly rusys (Berula erecta, Veronica
anagallis-aquatica ir Callitriche cophocarpa) nevirsijo 1 klasés pastovumo.
Potamogeton x nitens buvo viena risis, budinga Potamogetonion sajungai.
Pastaroji rasis buvo priskirta III pastovumo klasei. Pastovi Sarminiams
vandenims biidinga rtisis Hippuris vulgaris atskyré bendrijas su Ranunculetum
pseudofluitantis nuo bendrijy su Ranunculetum fluitantis. Taciau reikia
paminéti, kad $i rasis buvo aptikta nedideléje aprasy dalyje (7 lentelé). IS viso
Siai asociacijai priskirtose bendrijose buvo inventorizuota 17 makrofity rasiy,
kuriy skai¢ius tyrimo laukelyje yra nuo 2 iki 5. Klasteriné analizé parodé, kad
iSsiskiria du S$iy bendrijy variantai (26 pav.). Vienas Ranunculetum
pseudofluitantis bendrijy variantas buvo iSskirtas dél vyravusiy vir§ vandens
iskilusiy Sparganium erectum ir Berula erecta formy. Si bendrija buvo aptikta
upiy atkarpose, Su santykinai léta srové ir priemolio nuosédomis padengtu
dugnu. Antrasis variantas buvo isskirtas dél vyraujanciy Schoenoplectus
lacustris ir Potamogeton x nitens povandeniniy formy. Sios bendrijos
paplitusios upiy atkarpose, Kkuriose greitesné srové ir Kietas, zvirgzdétas
dugnas.

Bendrijos apraSytos tik vienoje Taulos upé¢je (Siauriné Lietuvos dalis),
taCiau gali biiti paplitusios kiek placiau panaSiose ekologinése sglygose.

Pagal rGsiy sudét] bendrijos su Batrachium pseudofluitans skiriasi nuo
Ranunculetum fluitantis bendrijy tik didesne Potamogetonion sgjungos rusiy
Jvairove, taCiau pastaryjy pastovumas, kaip ir kity diferenciniy rasiy is
Batrachion sajungos ar Lemnetea klasés, dazniausiai nevirSijo I-Si0oS
pastovumo klaseés riby.

Bendrija su Ranunculetum pseudofluitantis buvo aprasyta Tatulos upéje,
esandioje gipso karsto regione. Sioje upéje vyrauja misrus molio / Zvirgzdo
sluoksniu padengtas dugnas, kartais su jvairaus dydzio rieduliais.

Ranunculetum fluitantis bendrijos buvo aptinkamos didelése, vidutinése
ir mazose Neries baseino upése, kuriy atkarpose dugnas dazniausiai buvo
padengtas misriu smélio / zvirgzdo sluoksniu, kartais su jvairaus dydzio

rieduliais (8 lentelé).
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8 lentelé. Upiy atkarpy, kuriose aprasytos bendrijos su B. fluitans ir B. pseudofluitans,

vandens fizikiniai ir hidrocheminiai rodikliai

B. fluitans B. pseudofluitans

n=20 n=10
Srovés greitis, m/s 0,54 + 0,06 0,11+ 0,04
Savitasis elektrinis laidis, pS/cm 433,21 +10,58 711,20 + 30,36
éarmingumas, mmol/l 3,50 £ 0,126 6,28 +0,14
pH 8,1+0,138 7,8 +0,098
ca®*, mg/l 31,39 + 7,266 157,58 + 24,20
NH.", mg/l 0,07 + 0,01 0,05 + 0,01
NO, ", mg/l 0,01 + 0,001 0,02 + 0,002
NO;~, mg/l 0,71 + 0,05 3,04 £ 0,25
PO,*, mg/l 0,04 + 0,006 0,06 + 0,01
Bendras N mg/I 1,18 +£ 0,08 4,49 + 0,28
Bendras P, mg/I 0,08 + 0,006 0,08 + 0,01
Gylis, m 0,64 + 0,05 0,61 + 0,09

Abiejy tipy bendrijos buvo aptinkamos panaSiame gylyje, kuris
vidutinis$kai nevirSijo 1 m. IS 11-0s analizuoty hidrocheminiy rodikliy tik
SeSiems — srovés greiciui, bendram azoto kiekiui (bendras N), nitritams (NO,),
nitratams (NOgy’), savitajam elektriniam laidziui ir Sarmingumui (27 pav.) buvo
nustatyti statistiskai reikSmingi skirtumai (Mann-Whitney U testas, p < 0,05) (8
lentelé). Srovés greitis upiy atkarpose, kuriose aptiktos bendrijos su B. fluitans,
buvo zymiai didesnis palyginti su atkarpomis, kuriose jsikarg bendrijos su B.

pseudofluitans (8 lentelé, 27 pav. a).
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27 pav. Upiy atkarpy, kuriose jsikiire bendrijos su B. fluitans ir B. pseudofluitans rasimis,

fizikiniy ir hidrocheminiy rodikliy palyginimas

Tatulos upés atkarpose, kuriose vyravo bendrijos su B. pseudofluitans,
buvo nustatytas didesnis savitasis elektrinis laidis, Sarmingumas, didesnés
nitrity (NO;y), nitraty (NOj3) ir bendro azoto (N) koncentracijos, palyginti su
atkarpomis, kuriose buvo bendrijos su B. fluitans (8 lentelé, 27 pav. b, c, d, e,
f). Bendro fosforo (P) koncentracija upiy vandenyje, kuriame paplitusios

bendrijos su viena ar kita riiSimi, buvo panasi (8 lentelé).
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3.4. Vandens turizmo poveikis Batrachium genties augalams ir ju

bendrijoms

Vertinant vandens turizmo poveikj Batrachium augalams buvo pastebéta,
kad nei viename i$ tiriamyjy laukeliy Batrachium augalai nezydéjo ir nebuvo
suformave vaisiy (28 pav.), 0 kontroliniame laukelyje birzelio ir liepos

ménesiais kai kurie augalai buvo suformave ziedus ir vaisius.

28 pav. Batrachium augaly tyrimo laukeliai: a) geguzés ménesj; b) lios ménesj

Bendras augaly padengimas kontroliniame laukelyje buvo maziausias (95
%) geguzés ménes], veliau, birzelio-rugséjo meénesiais buvo pastovus ir sieké
100 % (29 pav.). Batrachium augaly gausumas (kiekvieng tyrimo ménesj) buvo
jvertintas 4 balais. Kartu su Batrachium augo Stuckenia pectinata,
Potamogeton perfoliatus ir P. crispus.

Eksperimentiniuose laukeliuose kartu su Batrachium augo tokios raisys
kaip S. pectinata, P. perfoliatus, P. crispus, Veronica anagalis-aquatica ir
Elodea canadensis. Bendras augaly padengimas juose buvo daug mazesnis

palyginti su kontroliniame laukelyje nustatytu padengimu (29 pav.).



® Augaly padengimas kontroliniame laukelyje
DO Vidutinis augaly padengimas eksperimentiniuose laukeliuose
95% 100% 100% 100% 100%
48,33 % = 6,0 53,33%+8,8
L T
1 23,33%+ 4,4 [C0:33%+33
18,33%+ 1,6 ’ ’ T
T 1
T 1
Geguze Birzelis Liepa Rugpijttis Rugséjis

29 pav. Bendras augaly gausumas (% = SE) tyrimo laukeliuose skirtingais tyrimo ménesiais

Reikia pastebéti, kad bendras augaly padengimas laukeliuvose ypac
sumazéjo liepos ménesj, biitent tuo metu, kai upése yra didziausi baidariy
srautai (31 pav.). Sumazéjo ne tik bendras augaly padengimas laukelyje, bet ir
Batrachium gausumas. Geguzés ir birzelio ménesiais vidutinis Batrachium
gausumas buvo jvertintas 3 balais, 0 liepos ménesj jis sumazéjo iki 1 balo (30
pav.). Tuo tarpu invazinés rusies E. canadensis gausumas liepos ir rugpjiicio

meénesiais nemazéjo ir buvo jvertintas 3 balais (30 pav.).

Praplaukusiy baidariy skai¢ius Batrachium gausumas
Elodea canadensis gausumas
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30 pav. Praplaukusiy baidariy skaicius ir Batrachium gausumas (pagal Braun-Blanquet skalg)

skirtingais tyrimo ménesiais
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31-ame paveiksle matyti neigiama koreliacija tarp praplaukusiy baidariy

skai¢iaus ir Batrachium augaly gausumo Vvisuose tirtuose laukeliuose.
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31 pav. Koreliacija tarp
Batrachium gausumo
(pagal Braun-Blanquet
skalg) ir praplaukusiy

baidariy skaiciaus

3.5. Batrachium augaly tyrimai naudojant DNR zymeny metodus

Pirmajame darbo etape buvo atrinkti ISSR Zymeny nustatymui tinkantys

pradmenys. I§ viso buvo isbandyta 16 oligonukleotidiniy pradmeny (ISSR-E;
ISSR-O; ISSR-A; ISSR-D; ISSR-B; ISSR-C; ISSR-G; ISSR-F; ISSR-H; ISSR-
18; ISSR-32; ISSR-34; ISSR-28; ISSR-29; ISSR-39a; ISSR-50a), i$ kuriy Sesi

buvo atrinkti tyrimui (9 lentelé).

9 lentelé. ISSR pradmenys, kurie buvo naudojami Batrachium augaly tyrimui ir identifikuoty

lokusy skaicius

DNR DNR lokusy skailius . ..
Pradmens Polimorfiniai
Pradmuo v fragmenty . .. . )
seka 5'—3 . polimorfiniai monomorfiniai lokusai, %
dydis (bp)
ISSR-28 (GT)sCG 440-1500 16 3 84
ISSR-39a (AGC),AC 340-1400 15 3 83
ISSR-34 (AGC),GG 510-1100 17 1 94
ISSR-50a CCA(GCT), 200-1500 7 10 41
ISSR-O GAG(CAA)5 420-1400 6 6 50
ISSR-C (AG)sTG 410-1100 14 6 70
Suma 75 29
Vidurkis + SE 12,5+4,76 4,83+3,18 70+20,88
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ISSR-PGR reakcijose su Siais pradmenimis buvo gaunami aiSkis ir
pakartotinose reakcijose pastoviai matomi DNR fragmentai / DNR juostos,
atitinkantys tam tikrus genomo lokusus. Su §iais pradmenimis buvo istirta 16
Batrachium populiacijy esan¢iy Lietuvos tekan¢iuose vandenyse.

Buvo nustatyta, kad su atrinktais pradmenimis pagausinty DNR
fragmenty, tinkamy tolesniems tyrimams, dydis svyruoja nuo 200 bp iki 1500
bp. VidutiniS8kai su vienu pradmeniu nustatyti 12,5 polimorfiniy ir 4,83
monomorfiniai lokusai. Didziausias polimorfiniy lokusy nuoSimtis (94 %)
buvo nustatytas su ISSR-34 pradmeniu, kiek mazesnis — su ISSR-39a ir ISSR-
28 (atitinkamai 83 % ir 84 %), 0 maziausias (41 %) — su ISSR-50a pradmeniu
(9 lentelé).

3.5.1. Batrachium populiacijy genetinés sandaros tyrimai naudojant
ISSR metoda

ISSR analizés rezultatai parodé, kad 15 populiacijy yra polimorfinés ir
viena (PerSoksnos upés) — monomorfiné. IS viso buvo nustatyti 106 aiskds,
patikimi DNR fragmentai (DNR Zymenys), i$ kuriy 79,2 % buvo polimorfiniai
ir 20,8 % — monomorfiniai.

Reikia pastebéti, kad nors didzioji dalis populiacijy yra polimorfinés,
taciau polimorfiniy lokusy procentas nedidelis (32 pav.) ir vidutiniskai sudaré
8,0 + 2,57 %.

Didziausiu DNR polimorfizmu pasizyméjo trys populiacijos: Griidos
(30,84 %), Merkio (18,69 %) ir Neries (16,82 %) (33 pav.). Kiek mazesnis
polimorfizmas buvo Zalesos, Ulos, Viesvilés ir Skroblaus populiacijose (33
pav.). Vokes, Tatulos, Gaujos, Verzuvos, Sirvintos, Vilnios, Verknés ir
Zeimenos Upése esanéioms Batrachium populiacijoms buvo bidingas

maziausias polimorfizmas (32 pav.).
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35 4
30,84

m Polimorfiniai lokusai, %
25 -

18,69
20 16,82

15

9,35 10,28

10 7,48 6,54

4,67 3,74 3,74 3,74 3.74 3,74 3,74
0,93

GR VO NE UL ME TA VI ZA VE SI GA ZE VIE PE VER SK

32 pav. Batrachium populiacijy polimorfiniy lokusy nuosimtis, nustatytas naudojant ISSR
Zymenis. GR — Griida, VO — Voké, NE — Neris, UL — Ula, ME — Merkys, TA — Tatula, VI —
Vilnia, ZA — Zalesa, VE — Verzuva, S| — Sirvinta, GA — Gauja, ZE — Zeimena, VIE —
Viesvilé, PE — PerSok$na, VER — Verkné, SK — Skroblus

Maziausi polimorfiniy populiacijy genetinés jvairovés rodikliai (h, Hj, Br,
PLP5 % [8]) buvo nustatyti Zeimenos populiacijoje, didZiausi — Griidos (10
lentel¢). Didziausia polimorfiniy populiacijy genotipiné jvairoveé (i) nustatyta
Merkio ir Skroblaus populiacijose (0,8), maziausia — Zeimenos populiacijoje
(0,167). PersokSnos populiacijoje visi individai buvo vieno genotipo.

Remdamiesi morfologinés jvairovés tyrimy duomenimis, molekulinés
genetinés jvairoves tyrimo (AMOVA) metodu nustatéme genetinés jvairoves
pasiskirstymg tarp nustatyty riiSiy, tarp populiacijy risies viduje ir populiacijy

viduje.
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10 lentelé. Batrachium populiacijy genetinio polimorfizmo rodikliai, nustatyti naudojant
ISSR Zymenis. h — Shanon‘o indeksas, I — Nei geny jvairové; i — genotipiné jvairove; Hj —
tikétinas heterozigotiskumas; Br[8] — lokusy gausumas populiacijoje, sudarytoje i§ 8-iy
individy; PLP5S % [8] — polimorfiniy lokusy, kuriy daznis yra nuo 0,05 iki 0,95, daznis
populiacijoje, sudarytoje i§ 8-iy individy. Populiacijos:GR — Grtda, ME — Merkys, NE —
Neris, ZA — Zalesa, UL — Ula, VIE — Viesvilé, SK — Skroblus, VO — Voké, TA — Tatula, GA
— Gauja, VE — Verzuva, Sl — Sirvinta, VI — Vilnia, VER — Verkné, ZE — Zeimena, PE —

Persoksna
Populiacija h | i Hj Br([8] PLP5 % [8]

GR 0,09 0,139 0,583 0,059 1,21 0,308
ME 0,08 0,110 0,8 0,060 1,16 0,178

NE 0,05 0,080 0,727 0,046 1,14 0,168

ZA 0,02 0,033 0,5 0,021 1,08 0,103

UL 0,04 0,056 0,583 0,024 1,07 0,093
VIE 0,02 0,025 0,417 0,017 1,06 0,075
SK 0,03 0,040 0,8 0,022 1,06 0,065

VO 0,02 0,023 0,5 0,012 1,04 0,047

TA 0,01 0,020 0,625 0,015 1,04 0,037

GA 0,01 0,012 0,417 0,012 1,03 0,037

VE 0,01 0,016 0,333 0,007 1,03 0,037

Sl 0,01 0,009 0,417 0,009 1,03 0,037

VI 0,01 0,018 0,667 0.017 1,04 0,037
VER 0,01 0,010 0,5 0,013 1,03 0,037
ZE 0,001 0,003 0,167 0,003 1,01 0,009

PE 0 0 0,083 0,0 1,0 0,000

Didziausia genetiné jvairové (58 %) buvo nustatyta tarp skirtingy
populiacijy rasiy viduje; mazesné (33 %) — tarp skirtingy Batrachium rasiy,
maziausia (9 %) — populiacijy viduje (11 lentel¢). AFLP-SURV v.1.0 atlikta
ISSR Zymeny analizé parodé panaSig labai didelg¢ populiacijy diferenciacija
(Fst = 0,9). B. fluitans populiacijy diferenciacija buvo 91 %, o B. penicillatum
s.l. — 84 %.

11 lentelé. Batrachium populiacijy hierarchiné molekulinés genetinés jvairovés analizé
(AMOVA). df — laisvés laipsniai; SS — kvadraty suma; MS — vidutinis kvadratinis nuokrypis;

Est. Var. — variacijos komponentas; % — bendra genetiné jvairové procentais

df SS MS Est. Var. % p
Tarp rusiy 1 443,140 443,140 4,003 3% < 0,001
Tarp populiacijy 14 1225,878 87,563 7,566 58 % < 0,001
Viduje populiacijy 167 177,758 1,064 1,064 9% < 0,001
Bendras 182  1846,776 12,634 100 %
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Norédami jvertinti populiacijy genetini gimininguma bei jvairove
atlikome ir principiniy koordinadiy analize (PCoA). Siuo metodu buvo
nustatyta, kad 39,53 % genetinés jvairovés apraS0 pirmosios dvi koordinatés
(koordinaté 1 paaiSkina 26,57 % genetinés jvairovés, koordinaté 2 — 12,96 %).
PCOA rezultatai parodé, kad visos tirtos populiacijos grupuojasi j dvi
pagrindines grupes (33 pav.). | grupé apima visus 9-iy populiacijy (SI, ZE, ZA,
VER, VI, VO, NE, PE, VE) individus. Pagal morfologinius pozymius Siose

populiacijose augantys individai buvo apibtidinti kaip B. fluitans.

@ Grida
O Ula
Merkys
= Tatula
@ Gauja
W Viedvile
O skroblus
X Voke

Koordinaté 2

© Neris

# Vilnia
Oalesa

+ Veriuva
* Sirvinta
B Zeimena

@ Periokina

A Verkné

Koordinaté 1
33 pav. Batrachium populiacijy genetinés jvairovés principiniy koordinaciy analiz¢, atlikta

naudojant genetiniy atstumy matrica

I 1l grupe pateko 7-ios populiacijos (GA, SK, TA, ME, UL, VIE ir GR)
(33 pav.). Pagal morfologinius rodiklius siose populiacijose augantys individai
yra priskiriami B. penicillatum s.l. ir B. trichophyllum. PCoA taip pat parodé,
kad kai kurios populiacijos (NE, UL, VIE, VO, VI ir GA) yra genetiskai labiau
savitos ir dviejy koordinaciy sistemoje nepersidengia su kitomis. Biitent Sioms
populiacijoms yra budingi labiau saviti genotipai.

PanaSius genetinés jvairovés pasiskirstymo désningumus patvirtino ir
Bayeso klasteriy analizés rezultatai gauti naudojant STRUCTURE programa.
Didziausia Evann’o DeltaK reik§mé buvo nustatyta, kai K = 2 (34 pav. A). Tai
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rodo, kad optimalus klasteriy skaicius, analizuojant Batrachium populiacijy
geneting struktiirg, yra lygus dviems.

Bayeso klasteriy analizé rodo, kad visos tirtos populiacijos grupuojasi |
du klasterius (34 pav. B). MaZesnysis klasteris, kuris pazymétas tamsiai pilka
spalva, sudarytas 1§ 7-1y populiacijy (GR, UL, ME, TA, GA, VIE ir SK), o
didesnjji, balta spalva pazymeéta, klaster] sudaro 9-ios populiacijos (VO, NE,
VI, ZA, VE, SI, ZE, PE ir VER). Siy tyrimy rezultatai taip pat rodo didelj

kiekvienos Batrachium populiacijos augaly genetinj panaSumga (34 pav. B).

A Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

2500
2000

1500

Delta K

1000

500

4<§~ R = SRS T G NE R SR NS Gv&v\go & &

34 pav. Batrachium populiacijy genetinés sandaros tyrimas Bayeso klasteriy metodu
naudojant STRUCTURE programa. A. Evanno ir kt. (2005) metodu nustatyta optimali K
reikSme. DeltaK pikas stebimas, kai K = 2 (A); Barachium populiacijy suskirstymas j grupes
Bayeso klasteriy analizés metodu, kai K = 2 (B). Populiacijos: VER — Verkné, PE —
Per§oks$na, ZE — Zeimena, SI — Sirvinta, VE — Verzuva, ZA — Zalesa, VI — Vilnia, NE —
Neris, VO — Voké, SK — Skroblus, VIE — Viesvilé, GA — Gauja, TA — Tatula, ME — Merkys,
UL — Ula, GR — Griida

Kai kuriose populiacijose (GR, NE, ME ir VI) buvo nustatytas nedidelis

genetiSkai maiSyty individy skaiCius. Taciau genetinio maiSymosi tarp

skirtingiems klasteriams priklausan¢iy populiacijy laipsnis yra nedidelis, todél
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galima teigti, kad skirtingy Batrachium rusiy populiacijos buvo gana
homogeniskos (34 pav. B).

Kadangi Bayeso klasteriy analiz¢ STRUCTURE programoje parodo tik
aukscCiausig populiacijy hierarchijos lygmenj, pakartojome Bayeso analize¢
atskirai dvejose populiacijy grupése, t. y. nustatéme, ar atskiri klasteriai neturi
savo vidinés struktiros (Durka ir kt., 2017). Sis tyrimas parodé, kad balta
spalva pazymétas klasteris (B. fluitans, 1 grupé) skyla | du pogrupius — balta,
kuriame yra SeSios populiacijos (VER, PE, ZE, SI, VE ir ZA) ir tamsiai pilka,
kuriame yra trys populiacijos (VI, NE, VO) (35 pav. A).

A

F & F oLy F

35 pav. Batrachium populiacijy atskiry grupiy, atitinkanciy 1 (B. fluitans) ir 1I (B.
penicillatum s.1I. ir B. trichophyllum) grupes, STRUCTURE analizé. A — Batrachium fluitans
grupés populiacijy geneting struktira; B — Batrachium penicillatum s.1. iv B. trichophyllum.
Populiacijos: VER — Verkné, PE — PerSoksna, ZE — Zeimena, SI — Sirvinta, VE — Verzuva,
ZA — Zalesa, VI — Vilnia, NE — Neris, VO — Voké, SK — Skroblus, VIE — Viesvile, GA —
Gauja, TA — Tatula, ME — Merkys, UL — Ula, GR — Griida

Il grupéje (B. penicillatum s.l. ir B. trichophyllum) (35 pav. B) taip pat
buvo nustatyti du Kklasteriai. Didesnysis (tamsiai pilkas) apémé 5 populiacijas
(SK, TA, ME, UL, GR), 0 mazesnjjj (balta) sudaré¢ tik dvi (VIE ir GA),
populiacijos (35 pav. B).
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3.5.2. 1T grupés (Batrachium fluitans) ir II grupés (Batrachium
penicillatum s.l. ir B. trichophyllum) augaly genetinés ir genotipinés

jvairoveés palyginimas

ISanalizavus genotipine jvairove Batrachium rasiy viduje, paaiskéjo, kad
didesne genotipine (klony) jvairove pasizyméjo II grupés populiacijos (12
lentel¢). Vidutiné Sios grupés augaly genotipiné jvairoveé buvo 0,604 + 0,06, 0 |
grupés — 0,433 +0,07.

12 lentelé. B. penicillatum s.I., B. trichophyllum ir B. fluitans genetinés bei genotipinés
jvairovés rodikliai. PL — polimorfiniai lokusai; SL — specifiniai lokusai; i — vidutiné
genotipiné (klony) jvairové populiacijoje; Hj — vidutinis tikétinas heterozigotiskumas
populiacijoje; Br[8] — vidutinis lokusy gausumas populiacijoje, sudarytoje i§ 8-iy individy;
PLP5 % [8] — vidutinis polimorfiniy lokusy, kuriy daznis yra nuo 0,05 iki 0,95, daznis
populiacijoje, sudarytoje i§ 8-iy individy

Br[8] = PLP5 % [8]

_y . o .
Rasys PL SL ixSE P% Hj*=SE SE +SE

Il grupé (Batrachium

.S : 0,604 =+ 0,029 + 1,09 + 0,113 +
pgmcnlatum sl. ir B. 71 1 0.06 115 0,008 0.026 0.037
trichophyllum)

I  grupé (Batrachium 59 2 0,433 =+ 53 0,014 + 1,04 == 0,053 +
fluitans) 0,07 ’ 0,004 0,014 0,017

I grupés augalai, palyginus su | grupés, turéjo didesnes polimorfiniy
lokusy skaiciaus (atitinkamai 71 ir 59), polimorfiniy lokusy nuosimcio
(atitinkamai 11,5 ir 5,3), vidutinio ISSR lokusy gausumo (atitinkamai 1,09 ir
1,04), vidutinio tikétino heterozigotiSkumo (atitinkamai 0,029 ir 0,014) ir
vidutinio polimorfiniy lokusy daznio (atitinkamai 0,113 ir 0,053) reikSmes.
Atlikus ISSR zymeny pasiskirstymo populiacijose analiz¢ buvo identifikuotos
trys rusiai savitos ISSR juostos: dvi turéjo I grupés augalai ir vieng — II grupés.
ISSR-284¢ juosta buvo identifikuota visuose B. fluitans individuose, taciau jos

neturéjo né vienas I grupés individas (36 pav.).
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B. penicillatum B. fluitans
- = =

36 pav. B. fluitans augalams buidingas 1-284q lOkusas

ISSR-C779 juosta buvo nustatyta 89 % B. fluitans individy. ISSR-28g5
juosta buvo biidinga tik II grupés individams, taciau ja turéjo ne visi augalai, o
tik 86 %. Viena nustatyta juosta buvo biidinga tik Viesvilés populiacijos
augalams, o Grudos populiacija buvo iSskirtiné, nes turéjo didziausig rety

juosty skaiciy.

3.5.3. Chloroplasty ir branduolio DNR specifiniy seky tyrimas
sekoskaitos metodu

Siekiant tiksliau apibaidinti tiriamas Batrachium genties riisis, o taip pat
jvertinti tg pacig medziaga keliais skirtingais DNR Zymeny metodais, buvo
atlikta 24 Batrachium pavyzdziy cpDNR (trnH-psbA regiono) ir ty paciy
pavyzdziy rDNR (ITS1-5.8S-1TS2 regiono) sekoskaita.

Nustatytas cpDNR nekoduojancio trnH-psbA regiono dydis Batrachium
genties augaluose buvo 440 bp. IS jy 431 nukleotidai buvo konservatyviis, o 9
— kintantys. Nustatytos 9-i0os parsimoniSkai informatyvios seky vietos. Dvi

vietos pasizyméjo iskritomis / intarpais (13 lentelé).
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13 lentelé. Batrachium augaly cpDNR trnH-psbA regiono haplotipai (TA — Tatula; SK —
Skroblus; GA — Gauja; UL — Ula; RO — Rospuda; VIE — Viesvile; ME — Merkys; GR —
Griida; VI — Vilnia; VER — Verkné; ZE — Zeimena)
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Sio regiono sekoskaitos rezultatai parodé, kad I grupéje (B. penicillatum
s.l. ir B. trichophyllum) yra du skirtingi trnH-psbA regiono haplotipai. Vienas
i$ jy yra paplites Tatulos upéje, o kitas — Skroblaus, Gaujos, Ulos, Rospudos,
Viesvilés, Merkio, Griudos upése. B. fluitans rasies individy cpDNR
sekoskaitos rezultatai parodé tik vieng trnH-psbA regiono haplotipg.
Filogenetinis trnH-psbA haplotipy palyginimas rodo, kad Tatulos upéje
paplitgs haplotipas yra labiau nutolgs ir patikmai atsiskiria nuo B. fluitans, B.
penicillatum s.1. ir B. trichophyllum haplotipy (36 pav.). Sekoskaitos metodu
nustatytos trnH-psbA regiono sekos buvo uzregistruotos GenBank® duomeny
bazéje (DB GenBank® kodai MF167609 — MF167632).
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B. penicillatum (Grida 5)

B. penicillatum (Grada 6)

B. penicillatum (Grada 1)

B. penicillatum (Merkys 10)
B penicillatum (Merkys 2)

B. trichophyllum (Viesvilé 10)
B. trichophyllum (Vie$vilé 5)
64 | B .penicillatum (Ula 12)

B. penicillatum (Ula 11)
B. penicillatum (Ula 4)

B. penicillatum (Ula 9)

B. penicillatum (Gauja 2)

B. penicillatum (Skroblus 10)

B. penicillatum (Skroblus 5)
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B. penicillatum (Grada 11)
B. fluitans (Vilnia 2)
B. fluitans (Vilnia 8)
B. fluitans (Verkné 1)
B. fluitans (Verkné 4)
| B. pseudofluitans (Tatula 6)

99 ! B. pseudofiuitans (Tatula 7)

—
0,0020

36 pav. Batrachium rtsiy dendrograma sudaryta naudojant cpDNR trnH-psbA regiono
sekoskaitos rezultatus. Taikytas ML analizés metodas, Tamura-Nei pagalbinis modelis. Ikély

vertés (%) gautos atlikus 1000 iteracijy

rDNR ITS1-ITS4 nuskaityto regiono dydis buvo 699 bp. IS jy 664
nukleotidai buvo konservatyviis ir 35 — kintantys. 35-ios seky vietos buvo
parsimoni$kai informatyvios. I§ viso buvo nustatyta 9 Batrachium rDNR
haplotipai (ribotipai). Toje pacioje upéje jy buvo randama vienas ir daugiau.
Pavyzdziui, vienas Batrachium haplotipas buvo nustatytas Vilnioje, Rospudoje
(Lenkija), Uloje, Skrobluje, du — Gaujoje, Merkyje, Tatuloje, o Griidoje — net
trys haplotipai. Uloje ir Gaujoje nustatytas vienas bendras Batrachium rDNR
haplotipas. Vienas i§ Grudoje paplitusiy haplotipy rastas ir Vilnioje (14

lentelé).



14 lentelé. Batrachium augaly rDNR ITS1-ITS4 regiono haplotipai jvairiose upése (TA —
Tatula; SK — Skroblus; GA — Gauja; UL — Ula; RO — Rospuda; VIE — Viesvilé; ME —
Merkys; GR — Griida; VI — Vilnia; VER — Verkné; ZE — Zeimena)
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3.5.4. Batrachium augaly chloroplasty bei branduolio DNR specifiniy
regiony originaliy seky ir NCBI, GenBank® registruoty Batrachium
taksony seky palyginimas

Batrachium genties augaly cpDNR ir rDNR regiony haplotipy sekos buvo
palygintos su NCBI GenBank® duomeny bazéje uZregistruotomis sekomis.
Buvo ieSkoma seky, Kurios bity identiSkos konkreciai Batrachium rasiai,
kuriai, remiantis morfologine analize, $is haplotipas turéty priklausyti. Neradus
tokiy, buvo ieSkoma risiy, kuriy konkretaus regiono nuskaitytos sekos bty
Kuo panasSesnés j miisy nustatytgsias.

Palyginus cpDNR nekoduojancio trnH-psbA regiono sekas su NCBI
GenBank® esangiomis sekomis paaiskéjo, kad identisky arba panasiy seky ilgis
buvo jvairus, t. y. nuo 339 nt iki 404 nt. Daugiausia buvo 339 nt ilgio seky.

Nustatyta B. fluitans cpDNR trnH-psbA haplotipo seka buvo identiska B.
fluitans (R. fluitans) (Telford ir kt., 2011) ir B. aquatile (R. aquatilis)
(Lumbreras ir kt., 2011) sekoms, kuriy ilgis, atitinkamai, buvo 339 nt ar 379 nt
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(15 lentelé). Musy tirti B. fluitans augalai fenotipiskai néra panasSts j B.
aquatile. Pastarosios raSies atstovai turi gerai iSreikStus tikruosius
pluduriuojancius lapus, kuriy misy tirti pavyzdziai neturéjo. Be to, skiriasi ir
Siy rusiy augavietés. B. aquatile aptinkama stovinéiuose arba 1étai tekanciuose,
eutrofiniuose vandenyse, o B. fluitans — didelése ir srauniose upése.

Individy, morfologiskai apibudinty kaip B. trichophyllum, trnH-psbA
haplotipo seka, palyginus ja su NCBI duomeny bazéje esanciomis, 100 %
sutapo su B. trichophyllum (R. trichophyllus) seka (Telford ir kt., 2011).

Panasumas j kity Batrachium rasiy sekas buvo mazesnis (15 lentelé).

15 lentelé. Batrachium skirtingy rasiy CpDNR trnH-psbA regiono seky ir panasiy, NCBI

GenBank® duomeny bazéje registruoty, seky palyginimas

cPDNR Riis DB GeneBank Panagios risys Sekosilgis - Atitikimas
seka kodas (nt)

HQ894440.1 R. fluitans 339 100 %

B. fluitans KC620498.1 R. aquatilis 379 100 %

HQ894441.1 R. trichophyllus 339 99 %

HQ894441.1 R. trichophyllus 339 100 %

B. trichophyllum KC620498.1 R. aquatilis 379 99 %

< HQ894440.1 R. fluitans 339 99 %
a R. penicillatus subsp. .

T HQ894439.1 pseudofluitans 340 99 %

= B. pseudofluitans HQ894442.1 R. circinatus 339 99 %

’ HQ894438.1 R. peltatus 340 99 %

KC620498.1 R. aquatilis 379 96 %

HQ894440.1 R. fluitans 339 95 %

HQ894441.1 R. trichophyllus 339 100 %

KC620498.1 R. aquatilis 379 99 %

B. penicillatum gr. HQ894442.1 R. circinatus 339 95 %

HQ894440.1 R. fluitans 339 94 %

KC620495.1 R. trichophyllus 404 94 %

Tatulos upéje auganciy kurkliy cpDNR trnH-psbA haplotipo nuskaityta
seka, palyginus ja su duomeny bazéje esanciomis, rodé 99 % panasumg | R.
penicillatus subsp. pseudofluitans (Telford ir kt., 2011). Dar dviejy Batrachium
rasiy (B. circinatum ir B. peltatum) sekos 99 % sutapo su B. pseudofluitans
trnH-psbA haplotipo seka (15 lentelé), taciau tirtas pavyzdys fenotipiskai
visiS§kai nepanaSus nei j B. circinatum (R. circinatus), kuri turi visiskai kitokio
tipo suskaldytus lapus ir daZzniausiai aptinkama stovin¢io vandens telkiniuose,
nei | B. peltatum (R. peltatus), kuri turi gerai isSreikStus tikruosius
pluduriuojancius lapus ir buvo aptikta tik viename kanale vakary Lietuvoje.

Panasumas j R. aquatilis ir R. fluitans rasis buvo dar mazesnis (15 lentel¢).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C1MR42D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568599749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1C1MR42D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C22D31X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568599749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1C22D31X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1C22D31X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183212?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183204?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568599749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C22D31X01R

Palyginus B. penicillatum grupés trnH-psbA haplotipo sekas su NCBI
GenBank® esanciomis sekomis, paaiskéjo, kad miisy tirty individy sekos yra
identiskos B. trichophyllum sekai (Telford ir kt., 2011). Taciau remdamiesi
morfologiniy pozymiy analizés rezultatais, manome, kad tirti augalai néra B.
trichophyllum. Siek tick mazesnis B. penicillatum gr. seky panasumas buvo
nustatytas dar j keturias raisis (15 lentelé).

Palyginus tirty pavyzdziy rDNR ITS1-ITS4 srities sekas ir NCBI
GenBank® duomeny bazéje registruotas paaiskéjo, kad $io regiono dydis
registruotose sekose jvairus, t. y. nuo 514 nt iki 698 nt. Dazniausiai
pasitaikantis sekos ilgis buvo 572 nt. Septyniy, 14-0je lenteléje mélyna spalva
pazymeéty, pavyzdziy sekos buvo vienodos, nepriklausomai nuo to, kad dalis
augaly buvo identifikuoti kaip B. fluitans, o kita dalis — kaip B. penicillatum
grupés. Palyginus Siy individy sekas su duomeny bazéje esan¢iomis paaiskejo,
kad siy individy nuskaitytos sekos 100 % sutampa su R. fluitans (Horandl ir
kt., 2012; Zalewska-Gatosz ir kt., 2013) ir 99 % su likusiy keturiy Batrachium
risiy sekomis (16 lentelé).

Ulos ir Gaujos upése surinkty penkiy Batrachium individy ITS1-1TS4
regiono nuskaityty seky (14 lenteléje pazyméta rozine spalva) palyginimas su
sekomis, esanc¢iomis NCBI, GenBank® duomeny bazéje, neparodé 100 %
panasumo nei j viena Batrachium rasj. Siy individy sekos 99 % buvo panasios
1 kity devyniy Batrachium rasiy sekas, tarp kuriy yra ir R. penicillatus
(Zalewska-Gatosz, 2013, Bobrov ir kt., 2015). Taciau Zalewska-Gatosz (2013)
yra uzregistravusi R. fluitans x R. peltatus ITS1-1TS4 regiono seka, kuri taip
pat 99 % sutampa su misy tirty Batrachium pavyzdziy sekomis. Todél,
atsizvelgdami j $iy tyrimy rezultatus, manome, kad misy tirtos Ulos ir Gaujos
upiy kurklés gali baiti B. penicillatum s.str. arba jai artimy raisiy hibridai.

Palyginus dviejy individy i§ Skroblaus ir vieno 1§ Gaujos upés 1TS1-1TS4
regiono nuskaitytas sekas (14 lentelé, geltona spalva) su duomeny bazéje
registruotomis, buvo rastas 100 % panaSumas (16 lentelé) j R. trichophyllus (B.
trichophyllum) sekas (Zalewska-Gatosz, 2013). Tacdiau buvo pastebéta, kad

Skroblaus upéje augantys Batrachium augalai, tarp jy ir tie, kuriy buvo



nuskaitytas ITS1-1TS4 regionas, turéjo iSaugusius tarpinius lapus, o tai
nebtdingas B. trichophyllum pozymis. Taip pat pagal morfologinius pozymius
tirti augalai tikrai negali biiti priskirti R. circinatus ar R. aquatilis rtsims.

Rospudos ir Viesvilés upiy augaly nuskaityty seky palyginimas su NCBI,
GenBank® uZregistruotomis, sekomis parodé, kad jos 100 % panaios j B.
trichophyllum sekas (Zalewska-Gatosz, 2013) (16 lentelé). Siy upiy augaly
ITS1-1TS4 regiono nuskaitytos sekos nebuvo identiskos, ta¢iau §j polimorfizmag
galima paaiskinti tuo, kad Rospudos upéje augantys individai, atsizvelgiant j
anksCiau paskelbtus Zalewska-Gatosz (2013) tyrimy rezultatus, yra haplotipo
1, o Viesvilés — haplotipo 2.

De¢l haplotipy skirtumy, nustatyty ITS1-1TS4 sekoje, Tatuloje auganciy
kurkliy sekos buvo palygintos su duomeny bazéje esanciomis sekomis
nepriklausomai viena nuo Kkitos. 16-oje lenteléje matyti, kad B.
pseudofluitans_ TAG6 individo seka 100 % sutapo su R. aquatilis (Zalewska-
Galosz, 2013), taciau tirtas pavyzdys neturé¢jo R. aquatilis budingy tikryjy
pluduriuojanciy lapy. Miisy nustatyty seky panasumas j kity Batrachium rasiy
sekas buvo mazesnis.

B. pseudofluitans_ TA6 ir B. pseudofluitans_ TA7 individai 98 % buvo
panasiis ] R. penicillatus subsp. pseudofluitans (Hoerandl ir kt., 2009) (16
lentelé).

Trijy likusiy (B. penicillatum gr. ME2, B. penicillatum gr._GRS5, B.
penicillatum gr._GR6) individy ITS1-1TS4 regiono nuskaitytos sekos buvo
unikalios ir vertintinos kaip saviti haplotipai (14 lentelé). Palyginus Sias sekas
su NCBI, GenBank® duomeny bazéje registruotomis, paaiskéjo, kad jos 99 %

sutampa ne su vienos risies sekomis (16 lentelé).



16 lentelé. Skirtingy Batrachium risiy branduolio DNR ITS1-1TS4 regiono seky ir panasiy,
NCBI GenBank® duomeny bazéje registruoty, seky palyginimas

CgeDlg R Rusis DB ClzgggsBank PanaSios risys Seké)nst;lgls Atitikimas
B. fluitans_ZE AY680069.1 R. fluitans 599 100 %
B. fluitans_VER4 R. penicillatus subsp.
B. fluitans_VI2 AY680070.1 pseudofluitans 599 99 %
B. fluitans_V18 KF719065.1 R. fluitans 573 100 %
B. penicillatum gr._GR1 FM242858.1 R. baudotii 599 99 %
B. penicillatum gr._GR11 AY680068.1 R. peltatus 597 99 %
B. penicillatum gr._ ME10 KR996525.1 R. fluitans 573 99 %
KC620484.1 R. aquatilis 599 99 %
KF719068.1 R. peltatus 572 99 %
B. penicillatum gr._GA2 KR996567.1 R. trichophyllus 572 99 %
B. penicillatum s.str_UL12 KR996528.1 R. penicillatus 572 99 %
B. penicillatum s.str_UL11 KR996538.1 R. schmalhausenii 572 99 %
B. penicillatum gr._UL4 KF190720.1 R. trichophyllus 572 99 %
B. penicillatum gr._UL9 KF719090.1 R. fluitans x R. peltatus 572 99 %
R. penicillatus subsp.
KF719087.1 penicillatus 698 99 %
- AF323321.1 R. circinatus 598 99 %
> E:ﬂ:g:::gm zzg—gﬁo KC620479.1 R trichophyllus 598 99 %
B. penicillatum ar. GA7 FM242843.1 R. aquatllls 598 99 %
P g KF719077.1  R. trichophyllus 572 100 %
. KF719078.1 R. trichophyllus 572 100 %
> g:gﬂggm:ﬂm—ggé KRO96560.1  R. schmalhausenii 572 99 %
) - KR996528.1 R. penicillatus 572 99 %
< KF719072.1 R. trichophyllus 572 100 %
£ B. trichophyllum_VIE10 KC620484.1  R. aquatilis 599 99 %
= B. trichophyllum_VIE5 KF719068.1 R. peltatus 572 99 %
2 KR996528.1 R. penicillatus 572 99 %
- KF719055.1 R. aquatilis 572 100 %
KC620484.1 R. aquatilis 599 98 %
B. pseudofiuitans_TAG HQgoaass1 R penicillatus subsp. 514 98 %
pseudofluitans
R. penicillatus subsp.
AY680070.1 pseudofluitans 599 97 %
KF719055.1 R. aquatilis 572 99 %
KC620484.1 R. aquatilis 599 98 %
B. pseudofiuitans_TA7 HQgo44ss1 R penicillatus subsp. 514 98 %
pseudofluitans
R. penicillatus subsp.
AY680070.1 pseudofluitans 599 97 %
AY680069.1 R. fluitans 599 99 %
R. penicillatus subsp.
B. penicillatum gr._ME2 AY680070.1 pseudofluitans 599 99 %
FM242858.1 R. baudotii 599 99 %
AY680068.1 R. peltatus 597 99 %
KC620484.1 R. aquatilis 599 99 %
KR996567.1 R. trichophyllus 572 99 %
KF719068.1 R. peltatus 572 99 %
B. penicillatum gr._GR5 KR996528.1 R. penicillatus 572 99 %
KF719087.1 R penicillatus subsp. 573 99 %
penicillatus
KF719086.1 R. fluitans x R. peltatus 572 99 %
KR996523.1 R. circinatus 572 100 %
B. penicillatum gr._GR6 KC620479.1 R. trichophyllus 598 99 %
FM242843.1 R. aquatilis 598 99 %
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C1MR42D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568599749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1C1MR42D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C22D31X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568599749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1C22D31X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1C22D31X01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183212?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183204?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568599749?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1C2BEXMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332183210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1C22D31X01R

IV.REZULTATU APTARIMAS

4.1. Morfologiniy poZymiy svarba Batrachium taksonomijai

Batrachium genties augalai pasizymi dideliu morfologiniy pozymiy
kintamumu, kuris apsunkina §iy augaly tyrimus ir raSiy nustatymg (Cook,
1990; Bobrov ir kt., 2015). Didziausig rupest; kelia tai, kad kai kurie
morfologiniai poZymiai labai priklauso nuo aplinkos salygy ir jy veikiami gali
kisti plaCiose ribose. D¢l prisitaikymo gyventi vandenyje supanas¢ja kurkliy
morfologija ir fiziologija, todél kokybiniy pozymiy, pagal kuriuos biity galima
atskirti Sias raiSis, skaiCius yra ribotas. Ypac¢ tai pasireiSkia vegetatyvinéje
augaly stadijoje. Dazna hibridizacija ir vaisingy hibridy susidarymas dar labiau
apsunkina raSiy nustatymag (Bobrov ir kt., 2015). Nepaisant to, morfologiniai
pozymiai taksonominiu poziliriu yra svarbis ir turi buti analizuojami, o nesant
kity techniniy galimybiy, juos kruopsciai tiriant, galima atskirti kai kurias
Batrachium risis.

Siame darbe buvo analizuojama Batrachium augaly morfologiné jvairové
ir nustatyta, kad pagal tam tikrus morfologinius pozymius galima iSskirti dvi
Batrachium augaly grupes. Ziedsos¢io plaukuotumas, vainiklapiy skaiéius,
vainiklapiy ilgis, Ziedo skersmuo, antro ir SeSto lapy ilgio skirtumai, padéjo
atskirti B. fluitans rus} nuo taksonomiSkai sudétingos ir nevienalytés B.
penicillatum s.1. grupés. Sios grupés augaly morfologiniai pozymiai varijuoja
didelése ribose (Cook, 1966). Manoma, kad tam jtakos gali turéti skirtingo tipo
vandens telkiniai (tiek daug maisto medziagy turincios upés su biidingu mazu
pH, tiek mazai maisto medziagy turintys upeliai ir kanalai), kuriuose aptinkami
augalai (Holmes, 1979; Wiegleb, Herr, 1983; Lansdown, 2007). Misy gauti
rezultatai sutampa su kity autoriy (Bobrov, 2015; Englmaier, 2016)
pastebéjimais, kad B. fluitans buidingas plikas arba su retais pavieniais
plaukeliais Ziedsostis, penki ar daugiau vainiklapiy, kuriy ilgis varijuoja.
Ivairiis autoriai pateikia nevienodus duomenis apie B. fluitans vainiklapiy ilgj,

pavyzdziui Cook (1966) nurodo nuo 0,7 cm iki 1,3 cm, Rich ir Jarmy (1998) —



nuo 1,1 cm iki 2,2 cm, Englmaier (2016) — nuo 0,6 cm iki 1,1 cm. Miisy gauti
rezultatai buvo panasis ] Englmaier (2016) ir Cook (1966) pateiktus rezultatus,
nes Lietuvos upése auganciy B. fluitans augaly vidutinis vainiklapio ilgis buvo
nuo 0,4 cm iki 1,1 cm. Like augalai, kurie nebuvo priskirti B. fluitans, turéjo
penkis vainiklapius, kuriy ilgis buvo tik nuo 0,2 cm iki 0,5 cm. Sie augalai gali
buti priskiriami arba B. trichophyllum raisiai, kuriai budingi 5 vainiklapiai, jy
ilgis pagal Rich ir Jarmy (1998) bei Bobrov (2003) svyruoja nuo 0,3 cm iki 0,5
cm, pagal Cook (1966) — nuo 0,3 cm iki 0,4 cm, o pagal Englmaier (2016) —
nuo 0,4 cm iki 0,6 cm, arba B. penicillatum grupés augalams, kuriems taip pat
buidingi penki, ta¢iau ilgesni, vainiklapiai: nuo 0,5 cm iki 2,2 cm (Rich, Jarmy,
1998), 0,5-2,0 (Cook, 1966), 0,6-1,6 (Bobrov, 2003), 0,6-1,2 (Englmaier,
2016). Yra zinoma, kad trumpesni vainiklapiai gali i$sivystyti ir dél tam tikry
aplinkos salygy (uZpavésinimo arba labai stiprios vandens srovés) poveikio
(Englmaier, 2016).

Maisy tirty B. fluitans augaly povandeniniy suskaldyty lapy ilgis buvo nuo
4,0 cm iki 12,0 cm, o pagal kity autoriy parengtuose augaly apibiidinimo
raktuose pateikiamg informacijg Sios risies lapy ilgis retai kada biina maZesnis
nei 8 cm (Cook, 1966; Rich, Jarmy, 1998), nors Englmaier (2016) nurodo Siek
tiek kitokias ribas — nuo 7,0 cm iki 20,0 cm. Kity, B. fluitans nepriskirty, tirty
augaly lapy ilgis buvo nuo 3,0 cm iki 8,0 cm. Pagal Engelmaier (2016) B.
trichophyllum povandeniniy suskaldyty lapy ilgis buina nuo 2,0 cm iki 5,0 cm,
0 B. penicillatum s.str. — nuo 6,0 cm iki 12,0 cm. Rich ir Jarmy (1998) tik
pamini, kad B. penicillatum s.str. augaly povandeniniai suskaldyti lapai yra
ilgesni nei 2,5 cm. Taigi, misy darbe analizuoti augalai (be B. fluitans) pagal
Siuos morfologinius pozymius gali biiti priskiriami arba B. trichophyllum
rasiai, arba B. penicillatum s.str. Manome, kad Sioje heterogeniskoje grupéje
gali buti ir hibridy, todél tikryjy pladurivojanciy lapy arba tarpiniy lapy
nebuvimas negali biiti naudojamas kaip pagrindinis poZymis hipotezei, jog tai
yra B. penicillatum s.str., atmesti. Ypac atsizvelgiant j tai, kad kai kurie misy

tirti augalai turéjo B. penicillatum s.str. biidingus tarpinius lapus, kuriy

~78~



buvimas dar labiau patvirtina tai, kad dalis augaly gali atstovauti B.
penicillatum s.str. rasiai.

Ivairiuose Batrachium apibiidinimo raktuose (Cook, 1966; Webster,
1988; Webster, Rich, 1998; Bobrov, 2015; Englmaier, 2016), i$skiriama ir
daugiau kurkliy morfologiniy pozymiy, kurie yra labai informatyviis. Taciau
analizuojant misy surinktus augalus, buvo pastebéta, kad skirtumai tarp
atskiroms grupéms priklausanc¢iy augaly morfologiniy pozymiy ne visada yra
statistiSkai reikSmingi. Be to, ne visi Lietuvos upése augancéiy Batrachium
genties augaly pozymiai buvo gerai iSreik$ti. Vienas i§ tokiy pozymiy yra
vaisiai, kurie gali buiti informatyvus pozymis atskiriant B. fluitans nuo B.
trichophyllum, ar net nuo B. penicillatum s.l. (Rich, Jarmy, 1998; Englmaier,
2016). Tac¢iau misy klimato sglygomis B. fluitans nesubrandina vaisiy, jie
,mumifikuojasi“. Todél nustatyti vaisiy skai¢iy, forma, plaukuotuma ir kitus
poZymius yra nejmanoma. Dar vienas svarbus pozymis — kuokeliy skaicius.
Taciau, dél to, kad ziedus upése daznai pazeidZia vandens srove, gyviinai ir kiti
veiksniai, blina sudétinga jvertinti ne tik herbarizuoty, bet ir ,,Svieziy* augaly
kuokeliy skai¢iy (Webster, Rich, 1998). Kadangi daZniausiai buvo
analizuojami herbarizuoti augalai, tai buvo gana sudétinga jvertinti ir prielapiy
bei nektarinés forma, kuri gali padéti apibadinti B. trichophyllum. Siai ragiai
biidinga pusménulio formos nektariné, o B. fluitans ir B. penicillatum s.l. —
kriausés formos (Webster, Rich, 1998; Englmaier, 2016). Svarbu atkreipti
démesj ] tai, kad Sis ,,gyvy“ augaly poZymis taip pat biina ne visada gerai
iSreikstas (Cook, 1966). Prielapiy forma gali biiti svarbus pozymis B. fluitans
augalams, kuriy prielapiai apvalis, atskirti nuo B. penicillatum s.l., turinéiy
sirdiskus prielapius (Webster, Rich, 1998).

Atlikus tyrimus paaiskéjo, kad informatyviais pozymiais galima laikyti ir
lapy skil¢iy skaiéiy, ir augalo bendra plaukuotuma. Siy poZymiy vertinimas
gali padéti atskirti B. penicillatum s.l. nuo B. trichophyllum. Manoma, kad,
biitent, padidéjes bendras plaukuotumas yra budingas B. trichophyllum
augalams. Taciau reikia pastebéti, kad Sis pozymis gali priklausyti ir nuo

aplinkos salygy. Pavyzdziui, yra Zinoma, kad stiprioje srovéje auganciy augaly
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plaukuotumas sumazéja (Englmaier, 2016). Kaip rodo literatiiros Saltiniai,
atskirti B. penicillatum s.str. ir B. pseudofluitans yra gana sudétinga.
Pagrindinis diagnostinis pozymis yra tikrieji pluduriuojantieji B. penicillatum
s.str. augaly lapai (Webster, Rich, 1998). Taciau misy tyrimo metu tokiy
augaly neradome. Skroblaus, Ulos ir Merkio (1 individas) upése esanéiy tyrimo
viety augalai tur¢jo tarpinius lapus, taciau tikryjy pladuriuojanciy lapy nebuvo
iSaugine. Neatmetama galimyb¢, kad Sie augalai gali buti hibridai, nes dazna
hibridizacija tarp Sios genties augaly apsunkina ir konkrec¢iy raisiy identifikacija
pagal morfologinius poZymius (Zalewska-Gatosz ir kt., 2014).

Apibendrinus gautus rezultatus galima teigti, kad morfologiniai pozymiai
yra svarbiis atskiriant kai kurias Batrachium rasis. Taciau Sie pozymiai gali
pakisti veikiami nepalankiy / nejprasty aplinkos salygy, dél to tampa dar
sunkiau nustatyti ru§j. Galima manyti, kad, remiantis anks¢iau minétais
morfologiniais pozymiais (vidutiniu vainiklapiy ilgiu, antrojo ir SeStojo lapo
ilgiu, Ziedsos¢io plaukuotumu) Lietuvos klimato sglygomis, galima atskirti B.
fluitans rasj nuo heterogeniskos taksonominés kurkliy grupés, kuri Siame darbe

buvo jvardinta kaip B. penicillatum s.1.

4.2. Batrachium genetiné jvairové ir skirtingy rasiy identifikavimas

Ribota Batrachium genties riiSiy identifikacija pagal morfologinius
poZymius paskatino panaudoti ir molekulinius tyrimo metodus. Vienas iS$
populiariausiy DNR zymeny metody augaly populiacijy struktiirai ir genetinei
jvairovei tirti yra ISSR (Archibald ir kt., 2006; Bhagwat ir kt., 2014; Fajardo ir
kt., 2014; Kupcinskiene ir kt., 2015; Vysniauskiené ir kt., 2015). Musy gauti
kurkliy genominés DNR ISSR tyrimy rezultatai patvirtino kity autoriy
nuomong, kad §is metodas yra tinkamas $iy augaly populiacijoms tirti (Wang ir
kt., 2010; Coppi ir kt., 2015). Panaudojus ISSR Zymenis buvo patvirtinti upése
augan¢iy kurkliy morfologiniy tyrimy rezultatai, kurie, rodo kad B. fluitans
augalai skiriasi nuo B penicillatum s.I. ir B. trichophyllum augaly ne tik

fenotipiskai, bet ir genetiSkai. Analizés metu buvo nustatyti 106 ISSR Zymenys
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(DNR juostos), kuriy pasiskirstymas tirty augaly DNR profiliuose leido
diferencijuoti dvi kurkliy grupes. Ivairiy autoriy tyrimais nustatyta, kad
genetiniam giminingumui rasies viduje arba tarp rasiy nustatyti pakanka 50-
100 DNR Zymeny (Colombo ir kt., 2000; Fajardo ir kt., 2014). ISSR
polimorfizmo tyrimai parodé, kad Batrachium rtsiy populiacijoms budinga
nedidelé genetiné jvairové (10 lentel¢). Tai leidzia manyti, kad salygos kai
kurioms populiacijoms egzistuoti yra nepalankios ir pasireiskia geny dreifo
pasekmeés (Durka ir kt., 2017), ypa¢ tuomet, kai daugelis Siy populiacijy yra
mazos ir fragmentuotos (Fahrig, 2003). II grupés augaly (Batrachium
penicillatum s.I. ir B. trichophyllum) populiacijos pasizyméjo didesniu
vidutiniu tikétinu heterozigotiSkumu (Hj) ir polimorfiniy lokusy nuoSim¢iu,
palyginti su I grupés (B. fluitans) populiacijomis. Mann-Whitney U testas
parodeé, kad skirtumai tarp Hj reikSmiy abiejose iSskirtose grupése buvo
statistiSkai reikSmingi. Taciau reikia pastebéti, kad tirty Batrachium Lietuvos
populiacijy vidutinés tikétino heterozigotiSkumo ir polimorfiniy lokusy
procentinés dalies reik§més buvo daug mazesnés palyginti su Bradley ir kt.
(2013) aprasytomis B. fluitans populiacijomis Airijoje. Kadangi maZzose
populiacijose geny dreifas sukelia aleliy, ypac rety praradima, o po ilgesnio
laiko ir vidutinio heterozigotiskumo (aleliy jvairovés) sumazéjimg (Frankham,
1996; Shrestha ir kt., 2002), tai miisy tyrime gautos zemos Hj ir kt. rodikliy
reikSmés rodo galimg Sio proceso jtakg B. fluitans populiacijoms Lietuvoje.
Bradley ir kt. (2013) teigia nenustat¢ jokiy vegetatyvinio dauginimosi pozymiy
B. fluitans populiacijose (Bradley ir kt., 2013). Taciau miisy gauti B. fluitans
populiacijy tyrimo rezultatai buvo kitokie. Genotipy jvairové populiacijose,
ypaé Verzuvos ir Zeimenos, buvo maza (10, 12 lentelés). Verzuvos
populiacijoje buvo aptikti 4 genotipai, Zeimenos — tik 2. Klony paplitimas
buvo nustatytas visose tirtose populiacijose, o PerSokSnos upéje esanti
populiacija buvo monokloniné. Galima manyti, kad mazas genotipinés
jvairovés vertes misy tirtose B. fluitans populiacijose galéjo nulemti Sios
genties augalams buidingas vegetatyvinis dauginimasis (Cook, 1966; Bobrov ir

kt., 2015). Iprastai kurklés dauginasi lytiskai ir nelytiSkai. Sumaz¢jusj lytinio
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dauginimosi ir genetinés jvairovés lygj Beatty ir kt. (2008) paaiskina tuo, kad
populiacijos egzistuoja neoptimaliomis tam tikrai riSiai sglygomis. B. fluitans
rusis Lietuvoje yra savo paplitimo arealo Siaurés rytiniame pakrastyje (Jalas,
Suominen, 1989) ir tikétina, kad Sios ruSies augalai miisy Salyje dauginasi
iSimtinai vegetatyviniu buidu. Nors B. fluitans suformuoja ziedus, taciau vaisiy
nesunokina, jie, kaip minéta anks¢iau, ,,mumifikuojasi“ nesubrend¢
(Butkuviené ir kt., 2014). Molekulinés genetinés jvairovés analizé taip pat
parodé, kad Batrachium populiacijoms biuidinga labai maza vidupopuliaciné
jvairove (11 lentelé), kurig taip pat galima biity paaiskinti vyraujanciu kloniniu
(nelytiniu) dauginimusi (Triest ir kt.,, 2010) ir genetiniais procesais, kurie
vyksta populiacijose (Nei ir kt., 1975; Durka ir kt., 2017). Apibendrinus gautus
rezultatus galima teigti, kad B. fluitans Lictuvos upiy populiacijose dominuoja
vegetatyvinis dauginimasis.

Remiantis ISSR analizés rezultatais taip pat buvo nustatyta, kad B.
fluitans genotipiné jvairové mazesné (i = 0,433 + 0,07), palyginti su B.
penicillatum s.I. bei B. trichophyllum (0,604 + 0,06). Tirtose Batrachium
penicillatum s.I ir B. trichophyllum populiacijose stebimas ir Ilytinis
dauginimasis, taciau genetinés jvairoveés tyrimy rezultatai taip pat atskleide,
kad Siy rusiy populiacijose yra ir identisky genotipy. Tai rodo, kad sékly
sudygimas ir daigy jsitvirtinimas upés substrate yra gana ribotas. Reikia
paminéti, kad daugumai Batrachium raisiy yra buidinga kleistogamija, kuri, kaip
pastebi kai kurie kiti autoriai, daZznai priklauso nuo aplinkos salygy (Zalewska-
Gatosz ir kt., 2014). Be to, tirtos Batrachium genties Lietuvos upiy
populiacijos yra gana fragmentiSkos ir mazos. Pagal herbariumuose esanciy
Batrachium pavyzdziy augavieciy nuorodas patikrinus 56 vietas, tik 16-oje i
ju buvo rasti Batrachium augalai. Tai rodo galimg $iy rii$iy nykimo tendencija.
Tod¢l galima manyti, kad nedidelg geneting jvairove lemia, biitent, inbrydingas
ir genetiSkai artimy individy kryZminimasis B. penicillatum s.| ir B.
trichophyllum mazose populiacijose.

Hierarchinés molekulinés genetinés jvairovés analizés rezultatai parode,

kad didziausia genetiné jvairové yra tarp populiacijy dviejy nustatyty
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Batrachium grupiy viduje, daug mazesné — tarp risiy, ir ypa¢ maza populiacijy
viduje (11 lentelé). Taigi, gauti rezultatai patvirtina, kad tirtos Batrachium
populiacijos yra genetiSkai diferencijuotos (Triest ir kt., 2010). Yra paskelbta
nemazai tyrimy rezultaty, kuriais remiantis daroma prielaida, kad periferinés
populiacijos yra maZesnés ir labiau izoliuotos nei centrinés arealo dalies
(apibendrinta Eckert ir kt., 2008). Mazas ir izoliuotas populiacijas daZnai
veikia geny dreifas ir sumaZzéjes geny srautas, dél to didéja populiacijy
genetiné diferenciacija (Nei ir kt., 1975). Didelés genetinés diferenciacijos
(Fst) reiksmés rodo, kad geny dreifas nusveria geny srauto poveikj ir sukelia
populiacijy izoliacija (Joyce, Pullin, 2003; Durka ir kt., 2017). Geneting
diferencijacija didina ir taksonominis Batrachium heterogeniskumas (Wiegleb
ir kt., 2017). Didelis genetinés diferencijacijos laipsnis buvo nustatytas ir tarp
Batrachium bungei populiacijy, auganciy Kinijos Hengduan kalny upése
(Wang ir kt., 2010). Geny dreifas veikia visg augalo genoma, t. y. ne tik
fenotipiskai neutralius ISSR lokusus, bet ir genus, darancius jtakg individy
vaisingumui ir prisitaikomumui. Todél molekuliniy Zymeny jvairovés
sumazejimas