Migkininkysté, 2004 Nr. 2 (56)
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Santrauka

Staniulyté R., Zvingila D., Kuusiené S. Paprastosios eglés (Picea abies (L.) Karst.) pliusiniy medziy klony genetinés
jvairoves bei tapatumo jvertinimas APPD metodu. — Miskininkyste, 2004, Nr. 2 (56), 5-12.

APPD (atsitiktinai pagausinta polimorfiné DNR; angl. RAPD, random amplified polymorphic DNA) metodas buvo
panaudotas paprastosios eglés (Picea abies (L.) Karst.) pliusiniy medziy klony genetinei ivairovei ivertinti bei genotipo
specifiniams Zymenims nustatyti. Tirti 23 paprastosios eglés klonai, kile i§ ivairiy Lietuvos vietoviy ir auginami kloniniame
archyve, esan¢iame Dubravos eksperimentinéje-mokomojoje misky urédijoje. Tyrimams buvo panaudota 20 oligonukleotidiniy
pradmeny. IS viso nustatyti 299 atsitiktinai pagausinti DNR fragmentai, i§ kuriy 243 — polimorfiniai. Rezultatai atskleide
didele tirty klony geneting jvairove. Genetinis atstumas svyravo nuo 0,2905 iki 0,5000. Nustatyta 14 genotipui specifiniy
molekuliniy Zymeny.

APPD metodas taip pat buvo panaudotas klony tapatumui patikrinti. Siam tyrimui paimti trijy paprastosios eglés
pliusiniy medziy klonai (kiekvieno po 5 rametas). Palyginus APPD spektrus, buvo nustatyta keletas netikslumuy, greiciausiai
atsiradusiy dél klony sodinimo ar Zyméjimo klaidy. Taip pat buvo sukurta 23 klony APPD spektry biblioteka, kuri gali biiti
naudojama klony tapatumui jvertinti. Tyrimai patvirtino, kad APPD metodas yra efektyvus ir patogus paprastosios eglés
genetinei jvairovei tirti bei dauginamosios medziagos tapatumo kontrolei misky tikyje atlikti. Sis metodas gali biiti naudojamas
Lietuvos paprastosios eglés genetiniams iStekliams analizuoti, tvarkyti bei iSsaugoti.

Raktazodziai: APPD, pliusiniy medziy klonai, genetiné jvairove, klony tapatumas, Picea abies.

Summary

Staniulyté R., Zvingila D., Kuusiené S. Estimation of genetic diversity and identity in plus tree clones of Norway
spruce (Picea abies (L.) Karst.) using RAPD method. — Miskininkyst¢, 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.

Ivadas

Paprastoji eglé yra viena i§ labiausiai paplitusiy medziy risiy Lietuvos miSkuose. Remiantis 2003 mety Lietuvos
misky valstybinés apskaitos duomenimis, paprastoji eglé uzima 22,8% viso misky ploto (441,9 tiikst. ha.). Eglé — Lietuvoje
antroji pagal uzimama plota medziy rsis, todél eglyny biikle labai svarbi ne tik ekologine, bet ir tikine prasme. Pagal
daugiamecio miSky monitoringo duomenis, iki 1995 mety eglyny biikle Lietuvoje nuolat blogéjo, nes didéjo vidutiné defoliacija
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ir mazéjo santykinai sveiky egliy. Paskutiniais metais pastebima eglyny atsikiirimo tendencija. Svarbiausia didelés egliy
defoliacijos 1993-1996 metais priezastis buvo zievégrauzio tipografo invazija (Ozolincius ir kt., 1999).

Tiek Lietuvoje, tiek pasaulyje §iuo metu ypac aktualtis miSko medziy genetiniy istekliy tyrimai, jy analize ir iSsaugojimas.
Lietuvos misky iStekliai yra vienas i$ didziausiy Lietuvos nacionaliniy turty. Jy atranka, tyrimas ir iSsaugojimas yra sudétingas
irilgai trunkantis procesas. Misko medziy genetiniai iStekliai yra pagrindas misko selekcijai plétoti, miSky produktyvumui ir
kokybei didinti. 1972-1997 metais sukurtas platus Lietuvos pagrindiniy misko medziy rusiy genetiniy iStekliy iSsaugojimo in
situ ir ex situ, tyrimy ir naudojimo objekty tinklas, susidedantis i§ genetiniy draustiniy, sékliniy plantacijy, pliusiniy medziy,
provenencijy, klony archyvy, bandomuyjy Zeldiniy ir t. t. Naujy netradiciniy metody tinkamumo nagrinéjimas ir taikymas vertingiems
Lietuvos misko genetiniams iStekliams testuoti ir identifikuoti sudarys galimybe ivertinti ir atrinkti vertingiausius misko genetinius
iSteklius, taip pat paspartinti miSko medziy selekcija bei padidinti jos efektyvuma ir rezultatyvuma (Baliuckas ir kt., 1997).

Siuo metu labai aktuali naujy pozymiy, tinkamy genetinei analizei, paieska. Vis dazniau moksle ir praktikoje taikomi
molekuliniai Zymenys, turintys nemazai pranasumy pries tradicinius morfologinius: jy nepaprastai didel¢ jvairove, neveikia
aplinkos salygos, atranka galima vykdyti tiesiogiai DNR lygmenyje, tyrimams atlikti nereikia laukti, kol medis uzaugsir t. t.
APPD -vienas i§ tinkamiausiy metody siekiant nustatyti didelj kiekj molekuliniy zymeny (Williams et al., 1990). Jis placiai
naudojamas ir augaly genetiniams tyrimams (Hwang et al., 2001; Fahima et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; Volis et al., 2001).

Molekuliniy Zymeny paieskos misko medziuose pradedamos vykdyti ir Lietuvoje. Jau atlikti paprastosios pusies
pliusiniy medziy klony genetinés jvairovés tyrimai, taikant atsitiktinai pagausintos polimorfinés DNR (APPD) metoda (Zvingila
ir kt., 2002). Taip pat Sis metodas pritaikytas paprastojo uosio Lietuvos populiacijy genetingés jvairovés tyrimams (Kuusiené
ir kt., 2003) bei hibridinés drebulés (Populus tremuloides x Populus tremula) klono Nr. 8 augaly regeneranty, iSauginty
audiniy kultiiroje in vitro, tapatumui nustatyti (Kuusiené et al., 2003).

Tyrimo tikslas —iStirti paprastosios eglés pliusiniy medziy klony genetine jvairove, nustatyti specifinius genotipo
Zymenis atsitiktinai pagausintos polimorfinés DNR metodu (APPD), pritaikyti § metoda klony tapatumui nustatyti bei
pradéti kurti APPD spektry biblioteka.

Tyrimo medziaga ir metodai

Visa augaliné medziaga paimta i§ paprastosios eglés pliusiniy medziy skiepyty klony archyvo, esancio Dubravos
eksperimentingje-mokomojoje misky urédijoje. Klony genetinés jvairovés tyrimams panaudoti 23 pliusiniy medziy klonai.
Siekiant atskleisti geneting jvairove, atrinkti klonai, kile i§ ivairiy Lietuvos vietoviy. Klony kilmé bei numeriai, atitinkantys
pliusiniy medziy numerius, pateikti 1 lenteléje. Klony tapatumo tyrimams panaudoti 050, 051, 053 pliusiniy medziy klonai—
kiekvieno po penkias rametas. Surinkti spygliai saugomi -35°C temperatiroje.

Genominé DNR buvo i$skirta i§ spygliy, panaudojus genominés DNR iSskyrimo rinkinj #K0512 (UAB Fermentas,
Lietuva). DNR koncentracija nustatyta spektrofotometru (BioPhotometer, Eppendorf) 260 nm bangos ilgyje.

DNR polimorfizmui tirti APPD metodu panaudota 20 oligonukleotidiniy pradmeny Roth 170-(01-10) ir 370-(01-10).
Klony tapatumo tyrimams panaudoti 6 informatyviis pradmenys: Roth 170-01, Roth 170-03, Roth 170-04, Roth 170-05, Roth
370-09 ir Roth 370-10. Reakcijos miSinio sudétis: 25 ul sudaro 200 ng genominés DNR, 1,0 vnt. Tag DNR polimerazés (UAB
Fermentas, Lietuva), 0,4 uM pradmens, 0,2 mM dNTP, 3,0 mM MgCl, ir 2,5 ul 10x reakcijos buferio (UAB Fermentas,
Lietuva). Genominés DNR pagausinimo reakcijos atliktos termocikleryje 7Gradient (Biometra).

Genominé DNR pagausinta per 45 ciklus, susidedancius i$ tokiy temperatiira kontroliuojamy pakopy: denatiiracija
94°C 1 min.; oligonukleotidiniy pradmeny prilipimas 35°C 1 min.; pradmeny ilginimas 72°C 2 min. Kiekviena reakcija buvo
kartojama du kartus. PGR produktai buvo atskiriami 1,5% agarozes (Roth, Vokietija) gelyje elektroforezés metu ir iSrySkinti
nudazius etidzio bomidu. Geliai buvo fotografuojami ant UV-transiliuminatoriaus, naudojant BioDocAnalyse sistema (Biometra).

Duomeny analize atlikta vertinant tik aiSkias, patikimai pasikartojancias DNR juostas. Tam tikro dydzio DNR fragmento
buvimas ar nebuvimas objekto pagausintos genominés DNR spektre Zymétas atitinkamai 1 arba 0. Vienodo judrumo DNR
juostos laikomos identisSkomis. Gelio vietos, kurias dél daugybés fragmenty sudétinga tiksliai jvertinti, nebuvo analizuojamos.
Genotipy palyginimas pagal RAPD rezultatus atliktas naudojant TREECON programa, pritaikyta Windows aplinkai (Van de
Peer & De Wachter, 1994) .Genetiniai atstumai apskai¢iuoti naudojantis formule (Link et al., 1995):

GD,, = Ny + Ny

Cia Ny;-bendry DNR juosty skaiCius genotipuose xiry,
N,—DNR fragmenty skaicius genotipo x pagausinimo spektre,
Ny~ DNR fragmenty skaicius genotipoy DNR pagausinimo spektre.

Dendrograma nubraizyta pritaikius UPGMA (unweighed pair-group method of arithmetic averages) grupavimo
metoda.
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Rezultatai

Genetinés jvairoves tyrimai

Paprastosios eglés pliusiniy medziy klony genetinés jvairovés tyrimams buvo panaudota 20 atsitiktiniy pradmeny,
i§ kuriy 18 buvo informatyvis — su jais gauti DNR pagausinimo produktai, o su 2 pradmenimis pagausinimas visai nevyko.
Apibendrinti APPD rezultatai pateikiami 2 lenteléje. IS viso buvo nustatyti 299 DNR fragmentai, i$ kuriy 243 buvo polimorfiniai.
Vidutini$kai su vienu pradmeniu gauta 16,6 fragmento. Daugiausia DNR fragmenty gauta su pradmenimis Roth 170-02, Roth
370-06, Roth 170-09, Roth 370-05, o0 maziausiai su Roth 370-03. Fragmenty dydis jvairavo nuo 300 iki 4000 baziy pory (bp).

1lentelé. Tirty paprastosios eglés pliusiniy medziy klony numeriai ir kilme
Table 1. The numbers and origins of Norway spruce plus tree clones used in the study

Nr. Pliusinis medis (Nr.) Kilmé
No. Plus tree (No.) Origin
1. 050 Dubravos urédija, VaiSvydavos girininkija
2. 051 Dubravos urédija, VaiSvydavos girininkija
3. 053 Kazly Ridos urédija, Kazly Riidos girininkija
4. 001 Prieny urédija, Prieny girininkija
5. 012 Rokiskio urédija, Vyzuonos girininkija
6. 016 Rokiskio urédija, Sélynés girininkija
7. 027 Rokiskio urédija, Kamajy girininkija
8. 032 Alytaus urédija, Punios girininkija
9. 042 Marijampolés urédija, Sasnavos girininkija
10. 058 Sakiy urédija, Silagirio girininkija
11. 084 Marijampolés urédija, Varnabtdés girininkija
12. 089 Ukmergés urédija, Sesuoléliy girininkija
13. 097 Ukmergés urédija, Gelvony girininkija
14. 101 Sakiy urédija, Gerdziy girininkija
15. 111 Kauno urédija, Vilkijos girininkija
16. 124 Vilniaus urédija, Mickiiny girininkija
17. 127 Vilniaus urédija, Taury girininkija
18. 128 Vilniaus urédija, Duksty girininkija
19. 130 Alytaus urédija, Dauguy girininkija
20. 141 Kédainiy urédija, Josvainiy girininkija
21. 155 Pakruojo urédija, Rozalimo girininkija
22. 161 Pakruojo urédija, Lygumy girininkija
23. 301 Ignalinos urédija, Kazitiskio girininkija

Is 18 infomatyviy pradmeny 17 atskleidé didele 23 tirty paprastosios eglés pliusiniy medziy klony geneting jvairove.
81,3% istirty fragmenty buvo polimorfiniai. 1 ir 2 paveiksluose pateikti APPD rezultatai agarozes gelyje su Roth 370-09 ir
Roth 370-10 pradmenimis. Tik Roth 370-03 pradmuo (3 paveikslas) neparodé genetinés jvairovés tarp tirty klony. Nors su
Siuo pradmeniu buvo pagausinta 12 fragmenty, taciau su visais tirtais klonais gauti vienodi DNR pagausinimo spektrai.
GreiCiausiai Sie fragmentai yra biidingi rusiai. Roth 370-03 pradmuo gali biiti vertingas tarpraSiniams eglés tyrimams.

ISanalizavus APPD pagausinimo spektrus, aptikta 14 genotipui specifiniy Zymeny, kurie galéty identifikuoti 12 tirty
klony (3 lentelé). Daugiausiai genotipui specifiniy Zymeny —net trys—gauta su Roth 170-02 pradmeniu. Sis pradmuo tinkamas 053,
016ir 089 klonams atpazinti. Roth 370-10 pradmuo pagausino du genotipui specifinius zymenis, o likusieji devyni pradmenys — po
viena. Tiriant klona 053, aptikti trys Zymenys su trim skirtingais pradmenimis (Roth 170-02, Roth 170-08 ir Roth 370-10).

Kituose 11-oje klony aptikta po vieng atskiram genotipui budingg DNR fragmentg. Remiantis APPD duomenimis,
buvo apskaiciuotas genetinis atstumas (Link et al., 1995) tarp klony (4 lentel¢). Didziausias genetinis atstumas nustatytas
tarp 141 ir 016 klony, 0o maziausiai genetiskai nutolg klonaiyra 161 ir 155. Vidutinis genetinis atstumas tarp tirty 23 klony yra
0,395. Remiantis gautais genetiniais atstumais ir panaudojus UPGMA grupavimo metoda, buvo nubraizyta dendrograma,
rodanti tirty paprastosios eglés pliusiniy medziy klony geneting jvairove (5 paveikslas).

Klony tapatumo tyrimai

APPD metodas buvo pritaikytas paprastosios eglés pliusiniy medziy klony tapatumui jvertinti, siekiant nustatyti
galimas klony sodinimo ar zyméjimo klaidas. Tyrimams buvo pasirinkti 050, 051 ir 053 pliusiniy medziy klonai. Kiekvienu
atveju tarpusavyje buvo palyginti penkiy skiepyty klony (ramety) APPD spektrai, gauti panaudojus $esis skirtingus
pradmenis. Tyrimy metu buvo aptikta keletas netikslumy. APPD spektruose aiskiai iSrySkéjo kai kuriy tos pacios kilmeés
klony skirtumai. Nustatyta, kad tik 053 pliusinio medzio visos penkios rametos yra vienodos (4C pav.), nes su visais
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panaudotais pradmenimis gauti penki tapatiis APPD spektrai. Tarp tirty 050 pliusinio medzio ramety (4A pav.) iSsiskyré 2
rameta, kurios APPD spektras su visais pradmenimis aikai skyrési nuo likusiy keturiy. Tiriant 051 rametas (4B pav.) gauti
trys skirtingi APPD profiliai: 2, 3 ir 4 ramety spektraivienodi, o 1 ir 5 ramety skyrési tiek tarpusavyje, tiek nuo likusiy individy.
Tai reiSkia, kad sodinant buvo sumaisyti trijy skirtingy pliusiniy medziy klonai.

Sukaupta 23 klony APPD spektry biblioteka, gauta panaudojus 18 informatyviy pradmeny. Sie duomenys gali biti
naudojami tirty klony tapatumui jvertinti (Scheepers et al., 1997).

2 lentelé. Paprastosios eglés 23 pliusiniy medziy klony tyrimo APPD metodu rezultatai
Table 2. The results of study of 23 Norway spruce plus tree clones using RAPD method

APPD pradmuo Bendras Polimorfiniy DNR fragmenty dydis Genotipui specifiniy
RAPD primer fragmenty sk. fragmenty sk. (bp) fragmenty sk.
Total bands Polymorphic Size range of DNA Genotype specific-
bands fragments (bp) bands

Roth 170-01 13 10 3004000 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 6502050 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

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

Nr. Klonas Pradmuo DNR fragmento dydis (bp)
No. Clone Primer 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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1 pav. Paprastosios eglés pliusiniy medziy klony
APPD spektrai, gauti naudojant Roth 370-09 pradmenj.
Skaiciai nuo 1 iki 23 atitinkamai reiskia pliusiniy medziy klony
numerius (1 lentelé), M — 100 bp dydzio zymeni

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

Enll I8 B
S B RINCE RN RN TRl

Elras B20 i Aaas G55

P.-ulil"l'll nm.:l ||:-'a- I nm.:l ||-:- j Foath 1 T0L0 |

[a[E[aTals [ alz]

Klomas B8 (homs 084)
I-hlh1||-|1
N5 | B |X/X|4 &

- - -
bbbl 1Al bl Bl .-‘ T
- - - - = .'..,.._ ‘
- - - -

2 pav. Paprastosios eglés pliusiniy medziy klony
APPD spektrai, gauti naudojant Roth 370-10 pradmenj.
Skaiciai nuo 1 iki 23 atitinkamai reiskia pliusiniy medziy klony
numerius (1lentelé), M — 100 bp dydzio zymeni

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 eglés pliusiniy medziy klony
APPD spektrai, gauti naudojant Roth 370-03 pradmen;.
Skaiciai nuo 11ki 23 atitinkamai reiskia pliusiniy medziy klony
numerius (1lentel¢), M— 100 bp dydzio Zymenij

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
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4 pav. Trijy paprastosios eglés pliusiniy medziy 5 ramety APPD spektrai. A 050 pliusinio medzio rametos su Roth
170-04, Roth 370-09 ir Roth 370-10 pradmenimis. B 051 pliusinio medzio rametos su Roth 170-03, Roth 370-09 ir Roth 370-10
pradmenimis. C 053 pliusinio medzio 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 eglés kloniniai archyvai, kuriuose sukaupta 412 pliusiniy medziy (23,1 ha plote).

Sutelkus vertingiausius genotipus vienoje (ar keliose) vietoje, jie apsaugomi nuo sunaikinimo (ar Zuvimo), galima istirti jy
paveldimasias savybes ir panaudoti misko reprodukcijai (Gabrilavi¢ius, Danusevicius, 2003). Kloniniame archyve, esanciame
Dubravos eksperimentingje-mokomojoje misky urédijoje, saugomi ypatingi paprastosios eglés genotipai, tokie kaip buvusios
auksciausios Prieny (Prieny girininkija) ir Alytaus (Punios girininkija) eglés. Nors didelé dalis pliusiniy medziy, tarp jy ir minéti
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medzZiai, jau Zuve, taCiau vegetatyviniai ju palikuonys i§saugo geneting informacija, o kartu ir vertingus fenotipinius pozymius.
Danusevicius, 2003), taip pat ilgametis Lietuvos miSky monitoringas (Ozolin¢ius, 1999). Tai didZiulis indélis, tiriant bei siekiant
iSsaugoti Lietuvos paprastosios eglés genetinius isteklius. Taciau duomeny apie eglées DNR lygmens tyrimus Lietuvoje dar
néra. Tai pirmieji molekuliniy Zymenuy paieskos atsitiktinai pagausintos polimorfinés DNR metodu tyrimai.

Skirtingos medZiy ri8ys reikalauja tick DNR i§skyrimo, tiek PGR salygu optimizavimo (Weising etal., 1995; Nkongolo
etal,, 1998; Thomas et al., 1999; Yeh et al., 1995; Gallois et al., 1998), todél pradiniame tyrimy etape buvo nustatyta, kad
naudojant UAB Fermentas genominés DNR skyrimo rinkinj #K0512 i§ eglés spygliy idskiriamas pakankamas kiekis kokybiskos
ir pagausinti tinkamos DNR. Moksliniy $altiniy duomenimis, DNR kiekis yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy nustatyti PGR
salygas ir nulemia APPD spektro kokybeg. Tinkamai neatlikus salygy optimizacijos, gaunami neryskiis APPD fragmentai,
kuriuos sudétinga vertinti tolesniuose tyrimy etapuose (Scheepers et al., 1997).

Tyrimy metu buvo nustatyti genotipui specifiniai Zymenys bei genotipui specifiniai genominés DNR pagausinimo
spektrai. I$ 18 informatyviy pradmeny net 7 pradmenys (Roth 170-04, Roth 170-09, Roth 170-10, Roth 370-01, Roth 370-04, Roth 370-
05 ir Roth 370-09), naudojami po viena, gali atskirti visus tirtus genotipus, nes su jais gaunami 23 skirtingi APPD spektrai. Taip pat
nustatyta 14 genotipui specifiniy Zymeny, galin¢iy identifikuoti 12 tirty klony. Taciau iSlicka galimybé, kad istyrus daugiau
pavyzdziy, §ie Zymenys prarasty unikaluma. Todel kiekvienam klonui reikéty nustatyti daugiau specifiniy Zymeny.

Remiantis Lietuvos misko gamtiniu rajonavimu ir populiacijy struktiiriniy pozymiy skirtumais, i$skiriami 6 paprastosios
eglés sékliniai rajonai: Zemaiciy auk$tumos (1), Vidurio Zemumos (2), Aukstai¢iy aukstumos (3), Pajiirio Zemumos (4), Stiduvos—
Nemuno vidurupio (5) ir Dziikijos-Stiduvos aukstumy (6) (Danusevicius ir kt., 1999). Tyrimams buvo atrinkti klonai, kilg i antrojo,
tre¢iojo ir penktojo séklinio rajono. APPD tyrimai atskleidé didelg geneting jvairovg tarp tirty klony, kadangi gauta net 81,3%
polimorfiniy produktu. Taciau atitikimas tarp genetiniu ir geografiniy atstumy gana nezymus (5 pav.). Gauta dendrograma sudaryta
i§ 8 grupiy (klasteriy). HeterogeniSkiausias 1-as klasteris, j kurj patenka medziai i trijy skirtingy sékliniy rajony. Tuo tarpu kiti
klasteriai yra gana homogeniski ir juose galima pastebéti genotipy genetinio atstumo ir geografinés kilmeés priklausomybe. Pavyzdziui,
2-3ji klaster] sudaro 50% penktojo ir 50% antrojo séklinio rajono kilmes individy. 75% 4-ojo klasterio sudaro individai, kile i3
penktojo séklinio rajono. S-as klasteris yra homogeniskas ir sudarytas tik i penkto séklinio rajono individy. Be to, jis yra $alia 4-ojo,
kuris taip pat didele dalimi sudarytas i$ penkto seklinio rajono egliy. Taigi tam tikra priklausomybé tarp geografinés kilmés ir
genetinio giminingumo neabejotinai egzistuoja. To paties séklinio rajono individy patekima | skirtingus klasterius biity galima
aiSkinti populiacine sékliniy rajony diferenciacija, egliy biologijos ypatumais ir tuo, kad iSanalizuota tik nedidelé tirty individy
genomo dalis, bei galimais kloninio archyvo tvarkymo netikslumais. Kad netikslumai egzistuoja, parodé ir klony tapatumo tyrimai.

Kuriant kloninius archyvus neretai pasitaiko klaidy skiepijant, sodinant ar Zzymint klonus. Panasiis paprastosios eglés
klony tapatumo tyrimai buvo atlikti Belgijos paprastosios eglés kloniniame archyve. APPD metodu, panaudojus 3 skirtingus
pradmenis, buvo nustatyti genotipu neatitikimai (Scheepers et al., 1997). Tyrimai patvirtino, kad APPD metodas yra efektyvus
genotipy tapatumui ar skirtumui nustatyti. Taikant §j metoda pradiniame kloninio archyvo kiirimo etape, biity galima i§vengti
Siy netikslumy ir kartu uZtikrinti geresng séklinés medZiagos kokybe ir patikimuma.

Isvados

Tirti paprastosios eglés pliusiniy medzZiy klonai pasizymi didele genetine jvairove, nes gauta 81,3% polimorfiniy
APPD produkty.

Surasti 7 oligonukleotidiniai pradmenys, kuriy kiekvienas gali biiti panaudotas APPD metodu nustatant visy 23
tirty pliusiniy medziy klony tapatuma. Aptikta 14 genotipui specifiniy APPD Zymenuy.

Taikant APPD metoda galima nustatyti paprastosios eglés pliusiniy medziy klony archyvo sudarymo klaidu.
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Sukurta 23-jy tirty paprastosios eglés pliusiniy medziy klony APPD spektry biblioteka, galinti pasitarnauti $iy
klony tapatumui jvertinti.

Padéka

Nuosirdziai dékojame doc. dr. Rimvydui Gabrilaviciui (Lietuvos misky institutas) uz vertingus pasitilymus ir pastabas
rengiant §j straipsnj. Tyrimus finansavo Lietuvos valstybinis mokslo ir studijy fondas, dalyvaujantis COST E-28 veikloje.
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