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Santrauka

Staniulytë R., Þvingila D., Kuusienë S. Paprastosios eglës (Picea abies (L.) Karst.) pliusiniø medþiø klonø genetinës
ávairovës bei tapatumo ávertinimas APPD metodu.  – Miðkininkystë, 2004, Nr. 2 (56), 5–12.

APPD (atsitiktinai pagausinta polimorfinë DNR; angl. RAPD, random amplified polymorphic DNA) metodas buvo
panaudotas paprastosios eglës (Picea abies (L.) Karst.) pliusiniø medþiø klonø genetinei ávairovei ávertinti bei genotipo
specifiniams þymenims nustatyti. Tirti 23 paprastosios eglës klonai, kilæ ið ávairiø Lietuvos vietoviø ir auginami kloniniame
archyve, esanèiame Dubravos eksperimentinëje-mokomojoje miðkø urëdijoje. Tyrimams buvo panaudota 20 oligonukleotidiniø
pradmenø. Ið viso nustatyti 299 atsitiktinai pagausinti DNR fragmentai, ið kuriø 243 – polimorfiniai. Rezultatai atskleidë
didelæ tirtø klonø genetinæ ávairovæ. Genetinis atstumas svyravo nuo 0,2905 iki 0,5000. Nustatyta 14 genotipui specifiniø
molekuliniø þymenø.

APPD metodas taip pat buvo panaudotas klonø tapatumui patikrinti. Ðiam tyrimui paimti trijø paprastosios eglës
pliusiniø medþiø klonai (kiekvieno po 5 rametas). Palyginus APPD spektrus, buvo nustatyta keletas netikslumø, greièiausiai
atsiradusiø dël klonø sodinimo ar þymëjimo klaidø. Taip pat buvo sukurta 23 klonø APPD spektrø biblioteka, kuri gali bûti
naudojama klonø tapatumui ávertinti. Tyrimai patvirtino, kad APPD metodas yra efektyvus ir patogus paprastosios eglës
genetinei ávairovei tirti bei dauginamosios medþiagos tapatumo kontrolei miðkø ûkyje atlikti. Ðis metodas gali bûti naudojamas
Lietuvos paprastosios eglës genetiniams iðtekliams analizuoti, tvarkyti bei iðsaugoti.

Raktaþodþiai: APPD, pliusiniø medþiø klonai, genetinë ávairovë, klonø tapatumas, Picea abies.

Summary

Staniulytë R., Þvingila D., Kuusienë S. Estimation of genetic diversity and identity in plus tree clones of Norway
spruce (Picea abies (L.) Karst.) using RAPD method.  – Miðkininkystë, 2004, Nr. 2 (56), 5–12.

The RAPD (random amplified polymorphic DNA) was used to assess genetic diversity and to identify genotype
specific markers in Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.) plus tree clones. Twenty-three genotypes originally collected
from different localities of Lithuania and now growing in a clonal archive at Dubrava experimental-training forest enterprise
were analyzed by using 20 oligonucleotide primers. A total of 299 RAPD bands were scored, of which 243 were polymorphic.
The estimated genetic distance varied from 0.2905 to 0.5000. These results confirm that studied P. abies clones exhibit a high
genetic variation. Fourteen genotype-specific DNA bands were identified.

The RAPD technique was also used to check the clonal identity. We compared RAPD profiles of 5 ramets for each
of 3 plus tree. Some differences in the RAPD patterns resulting from mis-planting or mis-labeling of cuttings were found. We
also established a reference library of RAPD fingerprints for 23 clones, which could serve as a reference source in cases of
litigation concerning clone identity. This study confirmed that the RAPD technique is a useful tool for Picea abies genetic
analysis and for forestry service in managing propagation operations. Also it could be useful for Norway spruce genetic
resources analysis and conservation in Lithuania.

Key words: RAPD, plus tree clone, genetic diversity, clonal identity, Picea abies.

Ávadas

Paprastoji eglë yra viena ið labiausiai paplitusiø medþiø rûðiø Lietuvos miðkuose. Remiantis 2003 metø Lietuvos
miðkø valstybinës apskaitos duomenimis, paprastoji eglë uþima 22,8% viso miðkø ploto (441,9 tûkst. ha.). Eglë – Lietuvoje
antroji pagal uþimamà plotà medþiø rûðis, todël eglynø bûklë labai svarbi ne tik ekologine, bet ir ûkine prasme. Pagal
daugiameèio miðkø monitoringo duomenis, iki 1995 metø eglynø bûklë Lietuvoje nuolat blogëjo, nes didëjo vidutinë defoliacija
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ir maþëjo santykinai sveikø egliø. Paskutiniais metais pastebima eglynø atsikûrimo tendencija. Svarbiausia didelës egliø
defoliacijos 1993–1996 metais prieþastis buvo þievëgrauþio tipografo invazija (Ozolinèius ir kt., 1999).

Tiek Lietuvoje, tiek pasaulyje ðiuo metu ypaè aktualûs miðko medþiø genetiniø iðtekliø tyrimai, jø analizë ir iðsaugojimas.
Lietuvos miðkø iðtekliai yra vienas ið didþiausiø Lietuvos nacionaliniø turtø. Jø atranka, tyrimas ir iðsaugojimas yra sudëtingas
ir ilgai trunkantis procesas. Miðko medþiø genetiniai iðtekliai yra pagrindas miðko selekcijai plëtoti, miðkø produktyvumui ir
kokybei didinti. 1972–1997 metais sukurtas platus Lietuvos pagrindiniø miðko medþiø rûðiø genetiniø iðtekliø iðsaugojimo in
situ ir ex situ, tyrimø ir naudojimo objektø tinklas, susidedantis ið genetiniø draustiniø, sëkliniø plantacijø, pliusiniø medþiø,
provenencijø, klonø archyvø, bandomøjø þeldiniø ir t. t. Naujø netradiciniø metodø tinkamumo nagrinëjimas ir taikymas vertingiems
Lietuvos miðko genetiniams iðtekliams testuoti ir identifikuoti sudarys galimybæ ávertinti ir atrinkti vertingiausius miðko genetinius
iðteklius, taip pat paspartinti miðko medþiø selekcijà bei padidinti jos efektyvumà ir rezultatyvumà (Baliuckas ir kt., 1997).

Ðiuo metu labai aktuali naujø poþymiø, tinkamø genetinei analizei, paieðka. Vis daþniau moksle ir praktikoje taikomi
molekuliniai þymenys, turintys nemaþai pranaðumø prieð tradicinius morfologinius: jø nepaprastai didelë ávairovë, neveikia
aplinkos sàlygos, atrankà galima vykdyti tiesiogiai DNR lygmenyje, tyrimams atlikti nereikia laukti, kol medis uþaugs ir t. t.
APPD – vienas ið tinkamiausiø metodø siekiant nustatyti didelá kieká molekuliniø þymenø (Williams et al., 1990). Jis plaèiai
naudojamas ir augalø genetiniams tyrimams (Hwang et al., 2001; Fahima et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; Volis et al., 2001).

Molekuliniø þymenø paieðkos miðko medþiuose pradedamos vykdyti ir Lietuvoje. Jau atlikti paprastosios puðies
pliusiniø medþiø klonø genetinës ávairovës tyrimai, taikant atsitiktinai pagausintos polimorfinës DNR (APPD) metodà (Þvingila
ir kt., 2002). Taip pat ðis metodas pritaikytas paprastojo uosio Lietuvos populiacijø genetinës ávairovës tyrimams (Kuusienë
ir kt., 2003) bei hibridinës drebulës (Populus tremuloides x Populus tremula) klono Nr. 8 augalø regenerantø, iðaugintø
audiniø kultûroje in vitro, tapatumui nustatyti (Kuusienë et al., 2003).

Tyrimo tikslas – iðtirti paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø genetinæ ávairovæ, nustatyti specifinius genotipo
þymenis atsitiktinai pagausintos polimorfinës DNR metodu (APPD), pritaikyti ðá metodà klonø tapatumui nustatyti bei
pradëti kurti APPD spektrø bibliotekà.

Tyrimo medþiaga ir metodai

Visa augalinë medþiaga paimta ið paprastosios eglës pliusiniø medþiø skiepytø klonø archyvo, esanèio Dubravos
eksperimentinëje-mokomojoje miðkø urëdijoje. Klonø genetinës ávairovës tyrimams panaudoti 23 pliusiniø medþiø klonai.
Siekiant atskleisti genetinæ ávairovæ, atrinkti klonai, kilæ ið ávairiø Lietuvos vietoviø. Klonø kilmë bei numeriai, atitinkantys
pliusiniø medþiø numerius, pateikti 1 lentelëje. Klonø tapatumo tyrimams panaudoti 050, 051, 053 pliusiniø medþiø klonai –
kiekvieno po penkias rametas. Surinkti spygliai saugomi -35°C temperatûroje.

Genominë DNR buvo iðskirta ið spygliø, panaudojus genominës DNR iðskyrimo rinkiná #K0512 (UAB Fermentas,
Lietuva). DNR koncentracija nustatyta spektrofotometru (BioPhotometer, Eppendorf) 260 nm bangos ilgyje.

DNR polimorfizmui tirti APPD metodu panaudota 20 oligonukleotidiniø pradmenø Roth 170-(01-10) ir 370-(01-10).
Klonø tapatumo tyrimams panaudoti 6 informatyvûs pradmenys: Roth 170-01, Roth 170-03, Roth 170-04, Roth 170-05, Roth
370-09 ir Roth 370-10. Reakcijos miðinio sudëtis: 25 µl sudaro 200 ng genominës DNR, 1,0 vnt. Taq DNR polimerazës (UAB
Fermentas, Lietuva), 0,4 µM pradmens, 0,2 mM dNTP, 3,0 mM MgCl2 ir 2,5 µl 10x reakcijos buferio (UAB Fermentas,
Lietuva). Genominës DNR pagausinimo reakcijos atliktos termocikleryje TGradient (Biometra).

Genominë DNR pagausinta per 45 ciklus, susidedanèius ið tokiø temperatûra kontroliuojamø pakopø: denatûracija
94°C 1 min.; oligonukleotidiniø pradmenø prilipimas 35°C 1 min.; pradmenø ilginimas 72°C 2 min. Kiekviena reakcija buvo
kartojama du kartus. PGR produktai buvo atskiriami 1,5% agarozës (Roth, Vokietija) gelyje elektroforezës metu ir iðryðkinti
nudaþius etidþio bomidu. Geliai buvo fotografuojami ant UV-transiliuminatoriaus, naudojant BioDocAnalyse sistemà (Biometra).

Duomenø analizë atlikta vertinant tik aiðkias, patikimai pasikartojanèias DNR juostas. Tam tikro dydþio DNR fragmento
buvimas ar nebuvimas objekto pagausintos genominës DNR spektre þymëtas atitinkamai 1 arba 0. Vienodo judrumo DNR
juostos laikomos identiðkomis. Gelio vietos, kurias dël daugybës fragmentø sudëtinga tiksliai ávertinti, nebuvo analizuojamos.
Genotipø palyginimas pagal RAPD rezultatus atliktas naudojant TREECON programà, pritaikytà Windows aplinkai (Van de
Peer & De Wachter, 1994) .Genetiniai atstumai apskaièiuoti naudojantis formule (Link et al., 1995):

èia          – bendrø DNR juostø skaièius genotipuose x ir y,

       – DNR fragmentø skaièius genotipo x pagausinimo spektre,

       – DNR fragmentø skaièius genotipo y DNR pagausinimo spektre.
Dendrograma nubraiþyta pritaikius UPGMA (unweighed pair-group method of arithmetic averages) grupavimo

metodà.
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Rezultatai

Genetinës ávairovës tyrimai
Paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø genetinës ávairovës tyrimams buvo panaudota 20 atsitiktiniø pradmenø,

ið kuriø 18 buvo informatyvûs – su jais gauti DNR pagausinimo produktai, o su 2 pradmenimis pagausinimas visai nevyko.
Apibendrinti APPD rezultatai pateikiami 2 lentelëje. Ið viso buvo nustatyti 299 DNR fragmentai, ið kuriø 243 buvo polimorfiniai.
Vidutiniðkai su vienu pradmeniu gauta 16,6 fragmento. Daugiausia DNR fragmentø gauta su pradmenimis Roth 170-02, Roth
370-06, Roth 170-09, Roth 370-05, o maþiausiai su Roth 370-03. Fragmentø dydis ávairavo nuo 300 iki 4000 baziø porø (bp).

1 lentelë. Tirtø paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø numeriai ir kilmë
Table 1. The numbers and origins of Norway spruce plus tree clones used in the study

Nr.
No.

Pliusinis medis (Nr.)
Plus tree (No.)

Kilmė
Origin

1. 050 Dubravos urėdija, Vaišvydavos girininkija
2. 051 Dubravos urėdija, Vaišvydavos girininkija
3. 053 Kazlų Rūdos urėdija, Kazlų Rūdos girininkija
4. 001 Prienų urėdija, Prienų girininkija
5. 012 Rokiškio urėdija, Vyžuonos girininkija
6. 016 Rokiškio urėdija, Sėlynės girininkija
7. 027 Rokiškio urėdija, Kamajų girininkija
8. 032 Alytaus urėdija, Punios girininkija
9. 042 Marijampolės urėdija, Sasnavos girininkija

10. 058 Šakių urėdija, Šilagirio girininkija
11. 084 Marijampolės urėdija, Varnabūdės girininkija
12. 089 Ukmergės urėdija, Šešuolėlių girininkija
13. 097 Ukmergės urėdija, Gelvonų girininkija
14. 101 Šakių urėdija, Gerdžių girininkija
15. 111 Kauno urėdija, Vilkijos girininkija
16. 124 Vilniaus urėdija, Mickūnų girininkija
17. 127 Vilniaus urėdija, Taurų girininkija
18. 128 Vilniaus urėdija, Dūkštų girininkija
19. 130 Alytaus urėdija, Daugų girininkija
20. 141 Kėdainių urėdija, Josvainių girininkija
21. 155 Pakruojo urėdija, Rozalimo girininkija
22. 161 Pakruojo urėdija, Lygumų girininkija
23. 301 Ignalinos urėdija, Kazitiškio girininkija

Ið 18 infomatyviø pradmenø 17 atskleidë didelæ 23 tirtø paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø genetinæ ávairovæ.
81,3% iðtirtø fragmentø buvo polimorfiniai. 1 ir 2 paveiksluose pateikti APPD rezultatai agarozës gelyje su Roth 370-09 ir
Roth 370-10 pradmenimis. Tik Roth 370-03 pradmuo (3 paveikslas) neparodë genetinës ávairovës tarp tirtø klonø. Nors su
ðiuo pradmeniu buvo pagausinta 12 fragmentø, taèiau su visais tirtais klonais gauti vienodi DNR pagausinimo spektrai.
Greièiausiai ðie fragmentai yra bûdingi rûðiai. Roth 370-03 pradmuo gali bûti vertingas tarprûðiniams eglës tyrimams.

Iðanalizavus APPD pagausinimo spektrus, aptikta 14 genotipui specifiniø þymenø, kurie galëtø identifikuoti 12 tirtø
klonø (3 lentelë). Daugiausiai genotipui specifiniø þymenø – net trys – gauta su Roth 170-02 pradmeniu. Ðis pradmuo tinkamas 053,
016 ir 089 klonams atpaþinti. Roth 370-10 pradmuo pagausino du genotipui specifinius þymenis, o likusieji devyni pradmenys – po
vienà. Tiriant klonà 053, aptikti trys þymenys su trim skirtingais pradmenimis (Roth 170-02, Roth 170-08 ir Roth 370-10).

Kituose 11-oje klonø aptikta po vienà atskiram genotipui bûdingà DNR fragmentà. Remiantis APPD duomenimis,
buvo apskaièiuotas genetinis atstumas (Link et al., 1995) tarp klonø (4 lentelë). Didþiausias genetinis atstumas nustatytas
tarp 141 ir 016 klonø, o maþiausiai genetiðkai nutolæ klonai yra 161 ir 155. Vidutinis genetinis atstumas tarp tirtø 23 klonø yra
0,395. Remiantis gautais genetiniais atstumais ir panaudojus UPGMA grupavimo metodà, buvo nubraiþyta dendrograma,
rodanti tirtø paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø genetinæ ávairovæ (5 paveikslas).

Klonø tapatumo tyrimai
APPD metodas buvo pritaikytas paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø tapatumui ávertinti, siekiant nustatyti

galimas klonø sodinimo ar þymëjimo klaidas. Tyrimams buvo pasirinkti 050, 051 ir 053 pliusiniø medþiø klonai. Kiekvienu
atveju tarpusavyje buvo palyginti penkiø skiepytø klonø (rametø) APPD spektrai, gauti panaudojus ðeðis skirtingus
pradmenis. Tyrimø metu buvo aptikta keletas netikslumø. APPD spektruose aiðkiai iðryðkëjo kai kuriø tos paèios kilmës
klonø skirtumai. Nustatyta, kad tik 053 pliusinio medþio visos penkios rametos yra vienodos (4C pav.), nes su visais
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panaudotais pradmenimis gauti penki tapatûs APPD spektrai. Tarp tirtø 050 pliusinio medþio rametø (4A pav.) iðsiskyrë 2
rameta, kurios APPD spektras su visais pradmenimis aiðkai skyrësi nuo likusiø keturiø. Tiriant 051 rametas (4B pav.) gauti
trys skirtingi APPD profiliai: 2, 3 ir 4 rametø spektrai vienodi, o 1 ir 5 rametø skyrësi tiek tarpusavyje, tiek nuo likusiø individø.
Tai reiðkia, kad sodinant buvo sumaiðyti trijø skirtingø pliusiniø medþiø klonai.

Sukaupta 23 klonø APPD spektrø biblioteka, gauta panaudojus 18 informatyviø pradmenø. Ðie duomenys gali bûti
naudojami tirtø klonø tapatumui ávertinti (Scheepers et al., 1997).

APPD pradmuo
RAPD primer

Bendras
fragmentų sk.
Total bands

Polimorfinių
fragmentų sk.
Polymorphic

bands

DNR fragmentų dydis
(bp)

Size range of DNA
fragments (bp)

Genotipui specifinių
fragmentų sk.

Genotype specific-
 bands

Roth 170-01 13 10 300–4000 1
Roth 170-02 29 25 420–2900 3
Roth 170-03 14 9 690–2900 0
Roth 170-04 19 17 350–3100 0
Roth 170-05 13 11 510–3200 1
Roth 170-06 - - - -
Roth 170-07 - - - -
Roth 170-08 13 9 790–2580 1
Roth 170-09 20 19 520–3100 0
Roth 170-10 17 15 550–3000 1
Roth 370-01 16 15 850–3000 1
Roth 370-02 14 13 600–3500 1
Roth 370-03 12 0 880–3000 0
Roth 370-04 13 12 450–2500 1
Roth 370-05 20 18 450–3100 1
Roth 370-06 21 17 480–3100 0
Roth 370-07 13 10 650–2050 0
Roth 370-08 18 15 650–3400 1
Roth 370-09 19 15 500–3150 0
Roth 370-10 15 13 510–2600 2

2 lentelë. Paprastosios eglës 23 pliusiniø medþiø klonø tyrimo APPD metodu rezultatai
Table 2. The results of study of 23 Norway spruce plus tree clones using RAPD method

3 lentelë. Genotipui specifiniai APPD fragmentai
Table 3. Genotype-specific RAPD fragments

Nr.
No.

Klonas
Clone

Pradmuo
Primer

DNR fragmento dydis (bp)
Size of DNA fragment (bp)

1. 012 Roth 170-01 1200
2. 053 Roth 170-02 560
3. 016 Roth 170-02 700
4. 089 Roth 170-02 800
5. 032 Roth 170-05 510
6. 053 Roth 170-08 1050
7. 301 Roth 170-10 750
8. 051 Roth 370-01 900
9. 084 Roth 370-02 780

10. 027 Roth 370-04 700
11. 155 Roth 370-05 450
12. 027 Roth 370-08 1050
13. 130 Roth 370-10 850
14. 053 Roth 370-10 1000
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4 pav. Trijø paprastosios eglës pliusiniø medþiø 5 rametø APPD spektrai. A 050 pliusinio medþio rametos su Roth
170-04, Roth 370-09 ir Roth 370-10 pradmenimis. B 051 pliusinio medþio rametos su Roth 170-03, Roth 370-09 ir Roth 370-10
pradmenimis. C 053 pliusinio medþio rametos su Roth 170-03, Roth 370-09 ir Roth 370-10 pradmenimis

Fig. 4. RAPD profiles of 5 ramets for each of three Norway spruce plus tree. A 050 plus tree ramets using primers
Roth 170-04, Roth 370-09 and Roth 370-10. B 051 plus tree ramets using primers Roth 170-03, Roth 370-09 and Roth
370-10. C 053 plus tree ramets using primers Roth 170-03, Roth 370-09 and Roth 370-10

Diskusijos

Lietuvoje yra keturi paprastosios eglës kloniniai archyvai, kuriuose sukaupta 412 pliusiniø medþiø (23,1 ha plote).
Sutelkus vertingiausius genotipus vienoje (ar keliose) vietoje, jie apsaugomi nuo sunaikinimo (ar þuvimo), galima iðtirti jø
paveldimàsias savybes ir panaudoti miðko reprodukcijai (Gabrilavièius, Danusevièius, 2003). Kloniniame archyve, esanèiame
Dubravos eksperimentinëje-mokomojoje miðkø urëdijoje, saugomi ypatingi paprastosios eglës genotipai, tokie kaip buvusios
aukðèiausios Prienø (Prienø girininkija) ir Alytaus (Punios girininkija) eglës. Nors didelë dalis pliusiniø medþiø, tarp jø ir minëti

1 pav. Paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø
APPD spektrai, gauti naudojant Roth 370-09 pradmená.
Skaièiai nuo 1 iki 23 atitinkamai reiðkia pliusiniø medþiø klonø
numerius (1 lentelë), M – 100 bp dydþio þymená

Fig. 1. RAPD patterns of Norway spruce plus tree
clones analyzed with primer Roth 370-09. Lanes 1 to 23
correspond to the plus tree clones listed in table 1. M –
100 bp size marker

2 pav. Paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø
APPD spektrai, gauti naudojant Roth 370-10 pradmená.
Skaièiai nuo 1 iki 23 atitinkamai reiðkia pliusiniø medþiø klonø
numerius (1lentelë), M – 100 bp dydþio þymená

Fig. 2. RAPD patterns of Norway spruce plus tree
clones analyzed with primer Roth 370-10. Lanes 1 to 23
correspond to the plus tree clones listed in table 1. M –
100 bp size marker

3 pav. Paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø
APPD spektrai, gauti naudojant Roth 370-03 pradmená.
Skaièiai nuo 1 iki 23 atitinkamai reiðkia pliusiniø medþiø klonø
numerius (1lentelë), M – 100 bp dydþio þymená

Fig. 3. RAPD patterns of Norway spruce plus tree
clones analyzed with primer Roth 370-03. Lanes 1 to 23
correspond to the plus tree clones listed in table 1. M –
100 bp size marker

A CB
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Sukurta 23-jø tirtø paprastosios eglës pliusiniø medþiø klonø APPD spektrø biblioteka, galinti pasitarnauti ðiø
klonø tapatumui ávertinti.
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rengiant ðá straipsná. Tyrimus finansavo Lietuvos valstybinis mokslo ir studijø fondas, dalyvaujantis COST E-28 veikloje.
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