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Anotacija

Genetiniams skirtumams tarp keturiy Lietuvos raktazolés pelenélés (Primula
farinosa L.) populiacijy nustatyti buvo panaudotas RAPD (angl. random amplified
polymorphic DNA) metodas. I§ viso buvo istirti 79 P. farinosa individai. Naudojant
septynis oligonukleotidinius pradmenis, nustatyti 55 RAPD lokusai, i§ kuriy 16
buvo polimorfiniai. Principiniy koordinaciy analizés metodu (PCoA) buvo atlikta
RAPD lokusy pasiskirstymo populiacijose analizé. Visos Lietuvoje tirtos P. farino-
sa populiacijos yra genetiskai savitos.

Reik$miniai ZodZiai: Primula farinosa, RAPD, DNR polimorfizmas.

JVADAS

Augaly genetiniy tyrimy istakos Lietuvoje turi bati siejamos su
prof. K. Regelio vardu. Bitent jis 1935 m. paskatino Vytauto DidZiojo
universiteto asistente M. Natkevicaite, busimg Vilniaus universi-
teto botanikos profesore M. Natkevicaite-Ivanauskiene, genetis-
kai tirti tabés (Verbascum) ir celsijos (Celsia) genciy augaly kilme
(Natkevicaité-Ivanauskiené ir kt., 2005). Paskutiniame de$imtme-
tyje Lietuvoje pradéti retyjy augaly genetiniai tyrimai. Viena tokiy
retyjy rasiy — Primula farinosa L. (raktazolé pelenélé) yra daugia-
metis Primulaceae (raktazoliniy) Seimos augalas. Lietuvoje, kaip ir
daugelyje kity Europos $aliy, P. farinosa yra saugomas poledynmecio
laikotarpio reliktas, kurio augavieciy XX a. antroje puséje labai su-
mazéjo daugiausia dél zmogaus veiklos. Lietuvoje P. farinosa auga
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$iauriniuose ir vakariniuose rajonuose, kitur reta arba visai neaptin-
kama (Patalauskaité, 2007). Lietuvos herbariumuose (BILAS, WI)
saugoma beveik pusantro $§imto $ios riisies pavyzdziy i§ visos Lietuvos
teritorijos. Vidurio ir Ryty Lietuvoje yra zinomos tik atskiros P. fari-
nosa radavietés, kuriose dabartiniu metu sios rasies populiacijos daz-
nai yra iSnykusios (pavyzdziui, Anyksciy r. Levaniskiy k., Moléty r.
prie Asvejos ezero, Panevézio r. Pasiliy k., Vilniaus r. Mai$iagalos
apylinkése). Genetiniu poziariu P. farinosa pasaulyje dar menkai
istirta, o Lietuvoje jos populiacijy genetiniai tyrimai iki $iol nebu-
vo daryti. Kai kurie rety augaly rasiy tyrimai (Junmin et al., 2006;
Juchum et al., 2007) atskleidé, kad tokiy rasiy populiacijose geneti-
nés jvairoves lygis yra sumazéjes. Taciau kity autoriy (Cardoso et al.,
1998; Hannan et al., 2000; Yang et al., 2005; NaugZzemys et al., 2007)
paskelbti duomenys rodo, kad retos rusys gali turéti ir gana auksta
genetinés jvairovés lygj. Masy tyrimo tikslas — nustatyti P. farinosa
genetinés jvairoves lygj Lietuvoje. Tokie duomenys leisty geriau su-
prasti dabartine $ios rasies populiacijy bukle ir galimas jy raidos ten-
dencijas musy kraste.

METODIKA

P. farinosa populiacijy genetinés jvairovés tyrimai atlikti keturiose
vietovése: $altiniuotoje ganomoje pievoje Alukény kaime (Anyksciyr.),
nesienaujamoje pievoje po elektros linija Jaunitiny kaime (Joniskio r.),
Gudmonigkés pelkéje netoli Kurtuvény miestelio (Kelmés r.) ir
Velénijos zemapelkéje netoli Plateliy miestelio (Plungés r.). Surinkty
pavyzdziy skai¢ius priklausé nuo populiacijos dydzio. Kurtuvény
populiacijoje istirta 22, Jauniany ir Plateliy - po 24, Alukény - 9 pa-
vyzdziai. DNR i$skirta i§ SvieZios geguzés—spalio ménesiais surinktos
medziagos naudojant modifikuota CTAB metoda (Doyle et al., 1990).
Genominés DNR pagausinimas ir PGR produkty dokumentavimas
atliktas pagal anksciau aprasytas metodikas (Naugzemys et al., 2007).
PCoA (angl. Principal Coordinates Analysis) atlikta taikant kompiute-
rine programa GenAlex v.6.3 (Peakall et al., 2006).
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REZULTATAI IR JUU APTARIMAS

P. farinosa DNR polimorfizmui tirti RAPD metodu buvo isbandyta
20 oligonukleotidiniy 10 bp dydzio pradmeny. Naudojant septynis in-
formatyviausius pradmenis, buvo istirti 79 P. farinosa augalai. Atlikus
RAPD analize, nustatyti 55 RAPD lokusai, kurie patikimai kartojosi
dviejuose-trijuose nepriklausomuose bandymuose (1 lentel¢). Siy DNR
fragmenty dydis svyravo nuo 80 bp iki 2000 bp. Didziausig tinkamy
analizuoti RAPD lokusy skai¢iy davé A03 (13), o maziausia (2) - A08
pradmuo. I§ 55 lokusy 39 buvo monomorfiniai. Monomorfiniy lokusy
skaic¢ius svyravo nuo 2 (A08, A10 pradmenys) iki 10 (A03 pradmuo).
Vidutiniskai vienas pradmuo identifikavo 7,8 lokuso. Lyginant su kity
rusiy augaly tyrimy rezultatais, tai néra didelis skaic¢ius. Pavyzdziui,
Synolycanthus chinensis RAPD lokusy skaicius vienam pradmeniui yra
13,75 (Junmin et al., 2006), Rosmarinus tomentosus — 12,06 (Martin
et al., 2000). Tuo tarpu Dalbergia nigra vidutinis RAPD lokusy skai-
Cius, tenkantis vienam pradmeniui, yra 7,0 (Juchum et al., 2007).
Nustatytas P. farinosa DNR polimorfizmo lygis sieké 29,1 %. Panasus
zemas polimorfizmo lygis nustatytas tiriant kai kurias kitas retasias
rusis: Synolycanthus chinensis populiacijose polimorfizmo lygis buvo
23,03 % (Junmin et al., 2006), Paris quadrifolia - 21,9 % (Jogaité et al.,
2006), Dalbergia nigra — 31 % (Juchum et al., 2007). Paprastai mazesnis
genetinés jvairovés lygis budingas savidulkiams augalams (Nybom et
al., 2000). Musy tirta P. farinosa yra kryzmadulkis augalas, todél maza
polimorfizmo lygj galéjo nulemti jos spartus nykimas miusy Salyje,
kazkada buvusio istisinio arealo fragmentacija, sumazéjes geny srautas
tarp populiacijy. Sie procesai paprastai sukelia augaly genetinés jvai-
rovés sumazéjima ir riboja evoliucinius poky¢cius rasies ribose (Barret
etal., 1999).

Principiniy koordinaciy metodu (PCoA) buvo atlikta RAPD loku-
sy pasiskirstymo populiacijose analizé. Panaudojus Nei (1973) gene-
tiniy atstumy reik$mes, koordinaciy plokstumoje buvo atidéti taskai,
rodantys individy skirtumus populiacijose (1 pav.). Trys PCoA asys
apraso didzigja tirty populiacijy genetinés jvairovés dalj: pirmoji asis —
44,98 %, antroji — 26,27 %, trecioji (paveiksle nepavaizduota) - 12,32 %.
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1 lentelé. Primula farinosa 79 augaly genominés DNR polimorfizmas
Table 1. Genomic DNA polimorphism of 79 Primula farinosa plants

Prad- Pradmens seka Monomorfiniy | Polimorfiniy DNR fragmen-
muo 5.3 lokusy skai¢ius | lokusy skaicius |ty dydis (bp)
Primer | Primer sequence Number of mono- | Number of poly- | Size of DNA
morphic loci morphic loci fragments
A02 TGC CGA GCT G 6 2 600-1500
A03 AGTCAGCCAC | 10 3 400-2000
A05 AGG GGT CTTG 7 4 400-2000
A07 GAA ACG GGT G 6 1 400-2000
A08 GTGACGTAGG | 2 0 80-230
A09 GGG TAA CGCC 6 1 230-1031
A10 GTG ATC GCA G 2 5 490-1990
18 viso: 7 39 16 80-2000
P ‘. Fa i
¢ a '
2 i * Kurtuvénai
'§ ‘ * Alikénai
S * Jaunifinai
g . Platcliai
i s LY
N B i
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1 pav. Primula farinosa populiacijy i$sidéstymas dvimatéje erdvéje, gautas

PCO

Fig. 1. Two-dimensional representation of principal coordinate analysis of
Primula farinosa populations
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Koordinaciy sistemoje skirtingy P. farinosa populiacijy individai gru-
puojasi atskirai, - tai rodo $iy populiacijy genetinj savituma.

Musy gauti P, farinosa genetiniy tyrimy rezultatai labai skiriasi nuo
Siaurés Alpése (Reisch ir kt., 2005) atlikty tyrimy. Reisch su bendra-
autoriais nustaté 96 P. farinosa RAPD Zymenis, o RAPD polimorfiz-
mas buvo beveik tris kartus didesnis nei Lietuvoje ir sieké net 82,3 %.
Manome, kad tokius skirtumus galéjo nulemti skirtingas P. farinosa
paplitimas Lietuvoje ir Siaurés Alpiy regione. Kalnuose ekologinés s3-
lygos $iai reliktinei rasiai yra daug palankesnés, todeél ten ji yra placiai
paplitusi. Lietuvoje P. farinosa yra riboto geografinio paplitimo rasis,
per Lietuva eina pietiné jos arealo riba (Natkevicaité-Ivanauskiené ir
kt., 2005). Dabartiniu metu Lietuvoje islikusios tik nedidelés fragmen-
tuotos populiacijos, tarp kuriy geny srautas labai ribotas. Miasy gauti
rezultataileidZia manyti, kad P, farinosa genetiné jvairoveé Lietuvoje gali
biti sumazéjusi, lyginant su populiacijomis i$ Siaurés Alpiy regiono.

ISVADOS

Primula farinosa populiacijy genetinés jvairovés tyrimams reikalin-
ga augaliné medziaga gali buti renkama per visg augaly vegetacijos se-
zong. DNR, kurios reikia tinkamos kokybés tokio pobtidzio tyrimams
atlikti, i$skiriama tiek i$ vasaros pradzioje, tiek i§ rudenj surinktos au-
galinés medziagos.

Nustatytas zemas P, farinosa DNR polimorfizmo lygis (P=29,1 %)
rodo, kad Sios rusies genetinés jvairovés lygis Lietuvoje yra sumazéjes.

Visos tirtos P. farinosa populiacijos yra genetidkai savitos. Susi-
formave genetiniai skirtumai tarp $iy populiacijy lemia visy jy i$sau-
gojimo butinybe Lietuvoje.

PADEKA

Tyrimus rémé Lietuvos valstybinis mokslo ir studijy fondas.
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GENETIC SDUDIES OF PRIMULA FARINOSA L. IN LITHUANIA

Summary

Genetic diversity of Primula farinosa L., an endangered species in Lithuania,
was analyzed using RAPD method. Four populations from different places of
Lithuania were studied. Totally, 55 RAPD bands were revealed from 7 primers.
29,1 % of RAPD bands were polymorphic. PCoA showed genetic specificity of
studied populations.
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