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Ivadas

DNR Zymenys yra polimorfinés DNR sekos (polimorfiniy DNR lokusy aleliai),
lokalizuotos tam tikrose genomo vietose ir nustatomos naudojant jvairius molekulinés
biologijos metodus. Jais nustatomi dviejy ar daugiau individy Igstelése esancios
genetinés informacijos skirtumai. DNR Zymenys paveldimi 1§ kartos j kartg pagal tuos
pacius Mendelio désnius kaip ir kiti genetiniai Zymenys. [vairiy DNR Zymeny sistemy
atsiradimas per paskutiniuosius tris deSimtmecius yra glaudziai susijes su molekulinés
biologijos ir biochemijos pazanga. Vis délto galima teigti, kad poZymio, kaip Zymens,
naudojimo idéja turi gilesnes Saknis. AStuonioliktame amziuje K. Linéjus (C. Linnaeus),
kurdamas sistematikos pagrindus, panaudojo augaly lytiniy organy skaiiaus ir
i8sidéstymo désningumus. G. Mendelis (G. Mendel), tirdamas morfologiniy Zymeny
paveld¢jimg, nustaté svarbiausius paveldimumo désningumus. Taciau konkreciai apie
genetinius zymenis ir jy panaudojimg prabilta tik XX a. pradzioje (Sax, 1923).
Morfologiniai Zymenys naudojami ir Siandien, bet dél jvairiy trikumy jy panaudojimas
labai ribotas (Semagn et al., 2006; Schulman, 2007). Morfologiniai Zymenys yra
negauslls, mazZa jy jvairove, juos stipriai veikia aplinkos salygos, kai kurie 1§ jy maZina
organizmo gyvybingumg, priklauso nuo raidos stadijos ir t.t. Daug patogesni uz
morfologinius, véliau nustatyti ir pradéti naudoti genetinéje analizéje — biocheminiai
Zymenys, pagristi baltymy, daZniausiai izofermenty arba atsarginiy baltymy,
polimorfizmu (Markert & Moller, 1959) bei molekuliniai (DNR) Zymenys (Botstein et
al., 1980; Williams et al., 1990; Jordan & Humphries, 1994; Vos et al., 1995; Jaccoud et
al., 2001 ir t. t.). Izofermenty, kaip Zymeny trukumai (ribotas fermentiniy sistemy
skai¢ius, jautrumas aplinkos poveikiams ir kt.) iSrySkéjo jau gana seniai (Tanksley,
1983). Taigi, DNR zymenys buvo ir islicka patogiausias bei prieinamiausias genomy
tyrimo biidas. DNR Zymeny jvairoveé lemia neribotas jy panaudojimo galimybes tiek
kiekybiniu, tiek vietos genome atzvilgiu. Vis délto pasirenkant vieng ar kitg zymeny
sistemg, butina atsizvelgti | jy nustatymo principus ir savybes. [vairius DNR Zymenis
galima grupuoti pagal tris svarbiausius principus: 1) paveldéjimo pobiidj (biparentalinis
branduolinis, motininis branduolinis, motininis nebranduolinis, tévinis nebranduolinis);
2) pasireiSkimo pobiidj (dominuojantis ar kodominuojantis); 3) nustatymo metoda
(nukleoriigs¢iy hibridizacija ar PGR).

DNR Zymeny tyrimai, prasidéj¢ pries tris deSimtmecius vis dazniau naudojami
sprendziant teorines ir praktines biologijos, ekologijos, medicinos, kriminalistikos ir kt.
problemas. Kaip ir biocheminiai zymenys, DNR Zymenys pirmiausia pradéti naudoti

Zmogaus genetiniams tyrimams (Botstein et al., 1980). Po keleto mety jie pradéti taikyti



ir augalams (Helentjaris et al., 1986). Siuo metu Zinoma apie keturiasdesimt DNR
zymeny tipy, 1§ kuriy vieni gana panaSus, o kiti labai skiriasi. Labai skiriasi ir jy
praktinio pritaikymo galimybés. Kasmet sukuriamos naujos technologijos, kurios keicia
sengsias, todél vienus DNR zZymeny nustatymo metodus keicia kiti. Ypac populiariis tie
metodai, kuriuose PGR naudojami nespecifiniai pradmenys. Nespecifiniy pradmeny
pagalba galima tirti risis, apie kuriy genomg turima labai maZzai duomeny. Tai tinka
daugeliui augaly rusiy. Iki Siol dazniausiai naudojamas Sio tipo metodas, yra RAPD
(angl., Random Amplified Polymorphic DNA), sukurtas 1990 m. (Williams et al., 1990).
RAPD Zymenys nepriklauso nuo aplinkos, organizmo raidos stadijos, pasizymi dideliu
polimorfiskumu ir yra santykinai nebrangis. Siekiant patobulinti RAPD metoda, jis buvo
jvairiai modifikuojamas. Vienas i$ tokiy modifikuoty metody — RAMP (angl., Random
Amplified Microsatellite Polymorphism) — leidzia tirti labai kintamus mikrosatelity
lokusus (Zietkiewicz et al., 1994). Kai kurie zymenys gaunami veikianéiy geny
pagrindu, todél juos galima tiesiogiai taikyti genams klonuoti ir geny raiSkai tirti. Vieni
i§ tokiy — EST (angl., Expressed Sequence Tags), gaunamy nustac¢ius cDNR seka, kuri
susintetinama atvirks$tinés transkripcijos nuo tam tikro geno mRNR budu (Adams et al.,
1991).

Darbo tikslai ir naujumas. Bendradarbiaujant su Biotechnologijos institutu, VU
Botanikos ir genetikos katedroje 1994 m. pradéti augaly tyrimai naudojant DNR Zymenis
(Zvingila & Popendikyté, 1994). Sie darbai toliau sékmingai tesiami bendradarbiaujant
su jvairiomis Lietuvos ir uzsienio mokslininky grupémis. 1994 - 2008 metais,
naudodami jvairius DNR zymenis kaip molekulinius instrumentus, jvertinome genetinés
jvairovés lygi pagrindinése mieziy veislése, sukurtose Baltijos Salyse ir Baltarusijoje,
pritaikéme DNR Zymeny nustatymo metodus Rubus idaeus, Lonicera ceruleae
genetinése kolekcijose esanciy pavyzdziy genotipavimui bei misko medziy (Pinus
sylvestris, Piceae abies) rinktiniy medziy klony tapatumo nustatymui; naudodami EST
zymenis klonavome ir iStyréme du genus, dalyvaujan¢ius Solanum tuberosum atsake j
biotinj (Erwinia carotovora infekcija) ir abiotinj stresag. Naudodami RAPD metoda
iStyréme Saxifraga hirculus, Piceae abies, Fraxinus excelsior, Taxus boccata, Rubus
idaeus, Pinus sylvestris populiacijy genetine struktiirg, diferenciacijos lygj, kai kuriy
ekologiniy veiksniy jtakg genetinés jvairoves pasiskirstymui populiacijose.

Genetinés jvairovés nustatymas ir tyrimas naudojant DNR Zymenis gali padéti
suprasti daugelio biologiniy reiSkiniy, vykstanciy augaluose (Igstelés, organizmo, risies
lygmenyje), prigimtj. Vykdydami aptariamus tyrimus norime rasti atsakymga j pagrindinj
klausimg: kokios naudoty DNR Zzymeny galimybés kai kurioms augaly biologijos



problemoms (genetiniy iStekliy iSsaugojimo, adaptyvumo, populiacijy diferenciacijos,
biotinio ir abiotinio streso ir kt.) spresti?
Pagrindinés masy tyrimy kryptys buvo $ios:
- augaly biojvairovés tyrimai:
genetiniy resursy tvarkymas ir kolekcijy genotipavimas;
ekologiniai ir populiacijy genetikos tyrimai:

-augaly genominiai tyrimai.

1. Augaly biojvairovés tyrimai
1.1. Genetiniy resursy tvarkymas ir kolekcijy genotipavimas

Augaly genetiniai resursai vieni 1§ labiausial pazeidZiamy ir neatsinaujinan¢iy gamtiniy
i1Stekliy. D¢l to nenuostabu, kad jau keletag deSimtmeciy visame pasaulyje stengiamasi
surinkti augaly pavyzdzius ir juos iSsaugoti kolekcijose bei geny bankuose ateities
kartoms. Svarbus momentas Siame darbe buvo 1996 metais jvykusi tarptautiné Augaly
genetiniy resursy techniné konferencija, kurioje 150 pasaulio valstybiy jsipareigojo
saugoti augaly genetinius iSteklius apgalvotai naudojant juos maisto gamyboje ir Zemes
tkyje (FAO 1996). DNR Zymenys yra labai svarbi priemoné visuose genetiniy iStekliy
naudojimo ir saugojimo etapuose. Sis darbas remiasi trimis principais (Westman &
Kresovich 1997): 1) DNR zymenys padeda atsakyti j klausimg, ar du lyginami
pavyzdziai yra genetiSkai tapatis, ar skirtingi. Tai susij¢ su veisliy autoriy teisiy apsauga
ir leidzia nuspresti, ar sitilomas pavyzdys nedubliuoja jau esanciy kolekcijoje; 2) DNR
zymenys Svarbiis kontroliuojant genetinés jvairovés lygi kolekcijoje, uztikrinant tam
tikry aleliy, ypac susijusiy su ekonomiskai svarbiais poZymiais, i§likimg saugojimo metu
bei periodiSkai kolekcijas atnaujinant; 3) nustatant geneting jvairove per se individy,
populiacijy ir rusiy lygmenyje. Tai ypac¢ svarbu kuriant konservavimo in situ ir ex situ
programas, bazines (angl., core) kolekcijas. Jvairius DNR Zymenis naudojome VU
Botanikos sode esanciy paprastosios avietés (Rubus idaeus L.), melsvauogio sausmedzio
(Lonicera caerulea L.) ir mieziy (Hordeum vulgare L.) mutanty kolekcijy genetinei
jvairovei jvertinti ir pavyzdziams genotipuoti (Zvingila & Popendikyté, 2001; Randelis
et al., 2001; Patamsyté et al., 2004; Zvingila ir kt., 2004; Naugzemys et al., 2007,
Patamsyte et al., 2008). Taip pat, dalyvaudami COST E28 ,,Genosilva“ veikloje, kartu su
kolegomis i§ Lietuvos misky instituto vykdéme paprastosios pusies (Pinus sylvestris L.)
ir paprastosios eglés (Picea abies (L.) Karst.) rinktiniy medziy klony i$ kloniniy archyvy,
esandiy Slienavoje ir Dubravos eksperimentingje — mokomojoje misky urédijoje,
genotipavimo darbus (Zvingila et al., 2002; Staniulyté ir kt., 2004).
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1.1.1. Paprastosios avietés ir melsvauogio sausmedzio kolekcijy tyrimas

Natiiraliai gamtoje paplite raSys, kurios giminiSkos kultiiriniams augalams gali buti
vertingy geny donorai, kuriant naujas augaly veisles. Paprastoji avieté (R. idaeus L.)
priklauso erSkétiniy (Rosaceae) Seimai, Rubus genciai, Idaeobatus pogentei. Kadangi
Siuolaikinése avieciy veislése genetiné jvairoveé daug mazesné, palyginti su laukinémis
ruSimis, tai paprastoji aviet¢ gali biiti potencialus vertingy geny Saltinis naujoms
veisléms (Graham & McNicol, 1995; Badjakov et al., 2006). Genetinés jvairovés
sumazéjima paprastai nulemia domestikacijos procesas, nes selekcininkai dirba tik su
ribotu genotipy ir genetiniy Zymeny skaiciumi. Todél kultiiriniai augalai pasizymi
mazesne genetine jvairove nei jy laukiniai giminaiciai (Ladizinsky, 1985). Siekiant
iSsaugoti Lietuvoje paplitusios laukinés avietés genetinius iSteklius, 2001 m. VU
Botanikos sode pradéta auginti paprastosios avietés pavyzdziy, surinkty i§ daugelio
Lietuvos viety, kolekcija (Balcitinien¢ et al., 2004). Norint racionaliai tvarkyti sukaupta
avietés geneting medZziagg, reikéjo jvertinti genetinés jvairoves lygj joje, pavyzdziy
divergencijos laipsnj, surasti molekulinius Zymenis, leidzianCius identifikuoti kolekcijos
pavyzdzius. Vykdydami §j darbg, genotipavome 49-is kolekcijos pavyzdzius, iStyréme jy
morfologine ir geneting jvairove (Patamsyté et al., 2008). Siy pavyzdziy genotipavimui
naudojome $edis oligonukleotidinius pradmenis (1 lentel¢). Sie pradmenys buvo
pasirinkti po preliminarios jy atrankos, atliktos tiriant 20 avietés pavyzdziy (Patamsyté et
al., 2004).

1 lentelé. Rubus idaeus L. RAPD juosty ir fenotipy skailius nustatytas naudojant SeSis

oligonukleotidinius pradmenis

Nustatyty | Polimorfiniy RAPD .
Pradm?ns RAPD juosty| RAPD juosty| fenotipy | Polimorfizmas, % RAP].) Juosty
pavadinimas dydis (bp)
skaiCius skaicius skaiCius

A3 10 8 22 80 450-1800
MP4 9 8 38 89 550-2500
Roth 270-6 14 9 30 64 500-2900
Roth 380-3 12 9 28 75 390-2100
Roth 470-8 11 8 36 73 440-3100
Roth 470-9 7 6 20 86 750-2000
IS viso 63 48

Vidutiniskai 10,5 8 206 | 77,83 |

Naudojant $iuos SeSis oligonukleotidinius pradmenis, buvo nustatyti 48 polimorfiniai
RAPD lokusai. DNR polimorfizmo lygis buvo gana aukstas ir sudaré 78%. Parenkant
pradmenis individy genotipavimui, svarbu nustatyti informatyviausiy pradmeny derinius,
su kuriais biity galima identifikuoti kiek jmanoma didesnj kolekciniy pavyzdziy skaiciy.
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Kaip parod¢ individuali RAPD fenotipy, gauty naudojant pavienius pradmenis, analizg,
né vienas 1§ SeSiy pradmeny netiko visiems tirtiems individams genotipuoti (1 lentelé).
Geriausi rezultatai buvo gauti su pradmenimis MP4 ir Roth 470-8, kuriais galima
nustatyti atitinkamai 38 ir 36 RAPD fenotipus. [Sanalizavus jvairius galimus gauty
RAPD fenotipy derinius, nustatyti keturi skirtingy pradmeny poravimo deriniai, su
kuriais nustatomy RAPD juosty skaiCius yra pakankamas 49-iems kolekciniams
pavyzdziams identifikuoti (2 lentel¢).

2 lentelé. Oligonukleotidiniai pradmenys ir jais nustatomy RAPD fenotipy skaicius

Pradmuo Roth 270-6 Roth 380-3 Roth 470-8 MP4 Roth 470-9
Roth 380-3 47

Roth 470-8 49 47

MP4 49 48 49

Roth 470-9 48 47 49 47

A3 45 44 46 47 44

Kartu su DNR polimorfizmo tyrimais buvo vertinama ir morfologiné jvairové. Pastaroji
jvertinta pagal 13 kiekybiniy poZymiy. Pagal Siuos morfologinius ir molekulinius
zymenis buvo sudarytos euklidiniy ir genetiniy atstumy tarp tirty individy lentelés bei
nubraizyti individy giminiSkumo medziai (1 ir 2 pav.). Genetiniai atstumai buvo
apskaiCiuoti trimis biidais: 1) pagal Nei ir Li, 2) pagal Link, 3) paprasto suderinimo biidu
(angl. simple matching). Nustatyta stipri koreliacija (r> 0,95; visais atvejais p=0,001)
tarp visais trimis biidais apskaiiuoty genetiniy atstumy. Palyging morfologinius
euklidinius atstumus su genetiniais, koreliacijos tarp jy nenustatéme (r = 0,073; p =
0,012).
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1 pav. GiminiSkumo medis, sudarytas UPGMA (angl. Unweighted Pair - Group Method of
arithmetic Averages) metodu naudojant euklidinius atstumus, apskaiciuotus pagal morfologinius
skirtumus tarp paprastosios avietés individy



0.3

lo
lo

Gny JLO6 Trakai, Sprindis
JL14 éaléininkai, B.Voké
JL22 Vilnius, Turgeliai
JL52 Vilnius, Gailitinai
JL11 Vilnius, Verkiai
SS01 Zarasai, Pusia
JL18 Juodkranté

JL45 Lazdijai, Trakas
JLO08 Ukmergé, Uzulienis
JL04 Akmen¢, Venta
JL17 Nida

JL32 Tauragé, Liaudginai
JL15 Vilnius, Bezdonys
JLO02 Alytus, Pocelonys
JLO3 Varéna, Valkininkai
JL19 Jurbarkas, Lenk¢iai
JL25 Vilnius, Mick inai
JLA7 Sventionys, Mociské

JL10 Prienai, VéZonys
JL72 BirZai, Latveliai
JLA1 Pakruojis, Zvirbloniai

—

JL35 Molétai, Mindinai

JLO7 Vilnius, Kairénai

LB01 Prienai, Maurudiai

JL16 Vilnius, Melkys

JLA4 Vilkavi$kis, GurbSiliai
1Z01 Zarasai, Salakas
JL76 Anyks¢iai, PelySa
LB02 Kupiskis, Sepeta
JL64 Kelmé, Raudgiris

JL13 Vilnius, Pavilnys

JL61 Varéna, DarguZiai
JL33 Klaipéda, Girininkai
JLA42 PanevéZys, Alanté

J1L43 Sakiai, BaltruSiai
JL65 Silalé, Pagramantis
JL20 Kaunas, Girionys

JL12 KaiSiadorys, ZieZmariai
JL39 Siauliai, Kur§énai
JL34 Marijampolé, Bukta

JL23 Vilnius, M.Kuosiné
JL54 Jonava, Upininkai
|

JL56 Sirvintos, Pakalni§ké

JLO9 PaneveZys, Ustronis

JLO5 Kédainiai, Krakeés

JL37 Kaunas, Babtai

JL36 Raseiniai, Steponkaimis

JLA40 Radvili$kis, Arimaidiai
JLO1 Lazdijai, Dusia

2 pav. Paprastosios avietés (Rubus idaeus L.) kolekcijos 49-iy pavyzdziy giminiskumo medis,
sudarytas UPGMA metodu panaudojant Nei ir Li genetiniy atstumy pagal polimorfinius RAPD

lokusus matricg. Skal¢je pateikti Net ir Li (1979) genetiniai atstumai

Gauti rezultatai rodo, kad norint jvertinti paprastosios avietés tinkamumg selekcijoje
reikia naudoti tiek morfologinius, tick DNR Zymenis. Kadangi tirti pavyzdZziai buvo i§
jvairiy Lietuvos viety, nutolusiy viena nuo kitos nevienodu atstumu, buvo jdomu jvertinti
genetiniy atstumy, apskaiciuoty pagal RAPD lokusy pasiskirstymg atskiry individy
genomuose, priklausomybe nuo geografiniy euklidiniy atstumy. Atlikti skai¢iavimai
parode, kad tarp Siy dviejy parametry yra labai nedidelé patikima koreliacija (r =0,124; p
= 0,001). Siame darbe nustatyti tirty pavyzdziy RAPD fenotipai gali bati naudojami
konkrec¢iam individui ar jo klonui identifikuoti, o iStirti paprastosios avietés kiekybiniai
morfologiniai pozymiai, $iuo poziiiriu, yra daug maziau informatyviis, nes juos veikia
aplinka ir jie labai priklauso nuo augalo ontogenezés stadijos (Patamsyté et al., 2008).

Melsvauogis sausmedis (Lonicera caerulea L.) priklauso sausmediniy (Caprifoliaceae
Juss.) Seimai, Isika Rehd. sekcijai, Caeruleae Rehd. posekcijai. Si rasis vertinama dél
labai anksti subrestanciy vertingos cheminés sudéties uogy. D¢l uogy sausmedj gana
placiai augina Rusijoje, Kinijoje ir Japonijoje (Plekhanova, 2000; Chaovanalikit et al.,

2004). Vilniaus universiteto Botanikos sodo kolekcijoje Siuo metu yra saugomi
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pavyzdziai, priklausantys keturiems melsvauogio sausmedzio portiSiams, 28 veislés ir 35
genetinés linijos (Zilinskaité et al., 2007). Siekdami efektyvesnio Sios genetinés
medziagos panaudojimo selekciniame ir tiriamajame darbe, mes atlikome 39-iy
melsvauogio sausmedzio pavyzdziy genotipavimg RAPD metodu (NaugZzemys et al.,
2007). Prie§ genotipavimg visi tirti pavyzdziai buvo apraSyti pagal pagrindinius
morfologinius ir fenologinius poZymius. RAPD analizés metu buvo atrinkti 105 DNR
fragmentai, 1§ kuriy 83,9% buvo polimorfiski. Panaudojus RAPD Zymenis, buvo
genotipuoti visi tirti sausmedZzio pavyzdziai, iSskyrus du (3 pav.). Pastarieji tikriausiai
yra to paties genotipo klonai.

0.4 0.3 0.2 0.1
Gny t t t t

L. caerulea’96-4" (22c)

L. caerulea'96-4" (23d)

L. caerulea '96-3" (19b)

L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (34f)
L. caerulea'96-3" (18a)

L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (359)
L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (31d)
L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (32e)
L. caerulea L. Subsp. stenantha Pojark. (7a)

L. caerulea L. Subsp. stenantha Pojark. (8b)

L. caerulea L. Subsp. stenantha Pojark. (9c)

L. caerulea '2R" (25b)

L. caerulea'2R" (26c)

L. caerulea '3U' (28b)

L. caerulea'96-4" (21b)

1 639 L. caerulea'96-4" (20a)

374 L. caerulea‘3U' (27a)
_: L. caerulea'2R" (24a)
411 L. caerulealL. (2)
- L. caerulea L. Subsp. altaica Pall. (3)
L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (29c)
427 L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (30a)
L. caerulea L. Subsp. kamtschatika (Sevast.) Pojark. (33b)
489 L. caerulea "Morena’ (13)
675 L. caerulea Subsp. pallasii Ledeb. (4a)
995|_|: L. caerulea L. Subsp. pallasii Ledeb. (6c)
L. caerulea L. Subsp. pallasii Ledeb. (5b)

1000, L. caerulea'639-8" (39a)
I'L. caerulea'639-8' (40b)

491 L. caerulea L. Baktcharskaja (11b)

994 J‘E L. caerulea L. Baktcharskaja (12c)

L. caerulea L. Baktcharskaja (10a)
L. caerulea'Viola' (14a)
975 L. caerulea 'Viola' (17d)
517 L. caerulea "Viola' (15b)
_: L. caerulea 'Viola' (16c)
1000 L. caerulea‘'L69-3" (36a)

612 L.caerulea'L69-3" (37b)
[ L. caerulea 'L69-3" (38c)
L. xylosteum L. (1)

520

3 pav. Melsvauogio sausmedzio (Lonicera caerulea L.) kolekcijos 39-iy pavyzdziy genetinés
jvairoves UPGMA dendrograma, gauta naudojant Nei ir Li (1979) genetiniy atstumy (GDxy)
lentele, sudaryta molekuliniy RAPD duomeny pagrindu. Jkély (angl., bootstrap) reikSmeés,

pavaizduotos ant medzio Saky, gautos naudojant 1000 pakartojimy



Nustatytas genetinis atstumas tarp tirty L. caerulea pavyzdziy svyravo nuo 0,0 iki 0,366.
UPGMA dendrogramoje Vvisi sausmedziy pavyzdZziai susiskirsté j tris grupes. Paprastojo
sausmedzio (L. xylosteum L.) pavyzdys akivaizdziai skyrési nuo melsvauogio
sausmedzio pavyzdziy (3 pav.). Miisy nustatyti RAPD zymenys gana gerai atspindéjo
tirty pavyzdziy genetinj savitumg, taciau porusSiy lygmenyje toks savitumas buvo
nustatytas tik porasiui L. caerulea L. subsp. pallasii Ledeb. Gauti rezultatai rodo, kad
RAPD metodu galima efektyviai genotipuoti melsvauogio sausmedzio kolekcijos

pavyzdzius, nes juose DNR polimorfizmas Zymiai vir§ija morfologing jvairove.
1.1.2. Mieziy mutanty kolekcijos tyrimai

Jau seniai mutanty tyrimai yra svarbis javy produktyvumui gerinti. Per paskutiniuosius
70 mety, panaudojus tiesioginius mutantus arba jy palikuonis, sukurta daugiau nei 2250
veisliy (Ahloowalia et al., 2004). Didelio derlingumo kvieciy veislés buvo sukurtos
gavus §iy augaly morfologinius zematigius mutantus. Tokiy Zemaiigiy, neiSgulanciy ir
produktyviy javy mutanty, galin¢iy jsisavinti dideli azoto kiekj, naudojimas buvo labai
svarbus ,zaliajai revoliucijai“ (Harlan, 1992). Taigi mutanty kolekcijy analizé
molekuliniais metodais svarbi tiek teoriSkai, tiek praktiSkai. Teoriskai — ji leidzia
nustatyti geny, valdan¢iy jvairius organizmo vystymosi etapus, savybes, o praktiskai —
leidZia padidinti ir objektyviai jvertinti geneting jvairove, atrasti augalus, pasiZymin¢ius
naujomis savybémis. Pastarasis pozitris svarbus selekcijai, ypa¢ molekulinei selekcijai
(Korzun, 2002).

Originalioje VU Botanikos sodo mieziy kolekcijoje yra daugiau nei 300
mutanty, genetiniy linijy ir veisliy pavyzdziy. Dauguma mutanty gauta i§ mieziy veislés
'Auksiniai 1l', todél vertintini kaip izogeninés linijos (Rancelis, 2001), likusieji gauti i$
veislés 'Auksiniai 3". Si kolekcija yra vertingas mieziy genetinés jvairovés 3altinis, kurj
biitina visapusiS8kai genetiSkai iStirti. Kolekcijos homeoziniy mieziy mutanty
pavyzdziuose pakitusi ziedo ir/arba Ziedyno raida, o kai kurie mutantai pasizymi
genetiniu nestabilumu (Randelis, 1993; Randelis & Vaitkiiniené, 1998). Sios kolekcijos
pavyzdziai, juos visapusiskai iStyrus, gali biiti medziaga naujoms veisléms kurti. RAMP
metodu buvo istirta SeSiolika dvejopos kilmés mieziy mutanty (Balcitiniené et al., 2000;
Rancelis et al., 2001). Devyni mutantai (tw,, N9, N5e, 31/31i, Fm, Rtw2k, E2tw2, 9/1e,
27/41) gauti i§ mieziy veislés 'Auksiniai II', o septyni — i§ veislés 'Auksiniai 3’ (be, tws,
twg, P, T7, bel, R4). Sios dvi veislés buvo sukurtos nepriklausomai viena nuo kitos ir
néra genetiSkai artimos. Tyrimams panaudota keturiolika pradmeny deriniy. IS jy

vienuolika buvo informatyviis ir pagausino polimorfinius lokusus. Autoradiogramos
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fragmentas, kuriame matomi kai kurie polimorfiniai lokusai, nustatyti naudojant
pradmeny MI1/MP6 derinj, pateiktas ketvirtame paveiksle. IS viso nustatyti 65
polimorfiniai lokusai, kurie buvo panaudoti genetiniams atstumams tarp tiriamy individy

jvertinti.

4 pav. Autoradiogramos, gautos RAMP metodu naudojant pradmeny MI1/MP6 derinj,
fragmentas. Polimorfiniai lokusai pazyméti rodyklémis. Lokusy pavadinimai — paveikslo

desinéje, tirty individy kodai — virSuje

Panaudojus gautus duomenis, buvo nubraizyti NJ (angl., Neighbour — Joining)
giminingumo medziai, kurie parod¢, kad nustatyty polimorfiniy lokusy skaiciaus
nepakanka visiems tirtiems individams genotipuoti (5 pav.). Veislés 'Auksiniai [T’
grupéje tik trys mutantai (31/301, N5e, N9) skyrési nuo likusiy genotipy. Mutantai, gauti
i§ veislés 'Auksiniai 3', buvo labiau polimorfiski. Sioje grupéje pavyko genotipuoti
penkis mutantus i§ septyniy. tws ir twg genetiskai nesiskyré nuo pradinés veislés. Sie

rezultatai patvirtina, kad tirty mutanty atsiradimo priezastys yra skirtingos.

A) — N9 B)

L N5e |
31/30i

Fm
Rtw2k bel
BE2tw2 R4

T7

i e
we w3
All A3

5 pav. Sesiolikos mieziy mutanty ir dviejy mieZiy veisliy 'Auksiniai II' bei 'Auksiniai 3’
genotipavimo rezultatai, gauti naudojant RAMP Zymenis. A — mutanty, gauty i§ veislés
'Auksiniai II', giminiSkumo medis; B — mutanty, gauty 1§ veislés 'Auksiniai 3’, giminiSkumo
medis
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Buvo tiriamas $eSiolikos homeoziniy mieziy mutanty, kuriy pakitusi Ziedo morfologija,
DNR polimorfizmas. Be trylikos skirtingos kilmés Hooded mutanty, gauty i§ JAV ir
Rusijos geny banky, tyrime buvo naudojami ir trys originaliis tw tipo mutantai. Visi
mutantai pasizymi varpos sandaros pokyc¢iais. Hooded (dar vadinami Kap) mutantuose
ant akuoto arba jo vietoje susidaro papildomas ziedas. tw mutantuose Ziedyno pokyciai
pasireiSkia lodikuliy transformacija j kuokelius arba/ir piesteles (Bielitiniené et al., 2003;
Vaitkiiniené et al., 2004). Miisy tyrimo tikslas buvo nustatyti tirlamy mutanty genetinj
giminingumg, j kurj reikia atsizvelgti analizuojant jy tarpusavio hibridus ir vertinant
mutacijy tarpusavio sgveikg. Su dvylika atrinkty pradmeny buvo nustatyti 79 RAPD
lokusali, i$ kuriy 72,15% buvo polimorfiniai. Toks didelis DNR polimorfizmo lygis rodo,
kad nepaisant kai kuriy ziedo morfologijos panaSumy istirti pavyzdziai labai skiriasi
genetiskai. Genetinis atstumas tarp tirty individy buvo nuo 3,2 iki 36,5%. ISimtis —
lietuviskos kilmés tw ir tw, mutantai, gauti i$ tos pacios mieziy veislés 'Auksiniai II'. Jie
giminiSkumo medyje patikimai grupavosi kartu (6 pav.). twN18 mutantas, Kkuris
morfologiSkai labai panasus j lietuviSkus tw tipo mutantus, tac¢iau savo kilme (gautas i$

JAV) su jais visai nesusijes, visgi rodo tam tikrg genetinj panasumga su pastaraisiais.

0,2 0.1
|
GDyy

36 Lemma hooded
m Dense wing hood
Hevated hood
Hood awn

61 Hooded N 76

Hooded N 74

Hooded N75
96— Hooded(St.Peterburg)

Collcess Il

59 Sessile hood
Multiflorous

49

52

6 pav. Sesiolikos mieziy homeoziniy ziedo mutanty genetinio giminingumo medis, sudarytas
UPGMA metodu naudojant Nei ir Li (1979) genetiniy atstumy reikSmes. Pilkame fone —

statistinés jkély reikSmés (%)
Labiausiai genetiSkai nutol¢ yra mutantai Sessile hood ir Hooded N76. Gauti rezultatai

rodo, kad tw mutantai yra unikaliis homeoziniy mutanty pavyzdZziai, genetiSkai mazai

susije su pavyzdziais 1§ pasauliniy $io tipo mutanty kolekcijy.
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1.1.3. Mieziy (Hordeum vulgare L.) veisliy genetinés jvairovés jvertinimas

Augaly selekcija pagrjsta efektyviu genetinés jvairovés panaudojimu. Genetiné jvairové
pasireiSkia morfologiniais ir fenologiniais skirtumais, biocheminiu ir DNR
polimorfizmu. Jos mazZéjimas intensyvios Zemdirbystés sglygomis yra rimta problema
(Asins & Carbonell, 1989). D¢l Sios priezasties ateityje gali sumazéti javy ir kity Zemés
tikio kultiiry plastiSkumas prisitaikant prie kintan¢iy aplinkos salygy, naujy kenksmingy
organizmy rasiy atsiradimo bei Zemdirbystés technologijy vystymosi. Aktualus ne tik
egzistuojancios jvairoveés iSsaugojimo, bet ir jos didinimo klausimas, o taip pat
objektyvus $§io reiskinio jvertinimas Siuolaikiniais metodais. Pagrindiné problema, kuri
iSkyla atliekant tyrimus molekuliniame lygyje — nustatyti specifines sekas, lemiancias
fenotipinius skirtumus arba glaudziai susijusias su iikiSkai svarbiais lokusais.

Augaly selekcijos sekmé labai priklauso nuo vidurtSinés jvairoves. Kai kurie
autoriai yra iSreiSk¢ nuogastavimus, kad Siuolaikinés javy veislés, tarp jy ir mieziai,
stokoja genetinés jvairovés (Wilkes, 1983; Baum et al., 1997). Pagal uzimamus paséliy
plotus Lietuvoje mieziai yra antras pagal svarba (po kvieCiy) Zemés iikio augalas.
Numatoma, kad miisy Salyje ir ateityje (2010 m.) mieZziy plotai turéty iSlikti pastovis. Jie
turéty sudaryti apie 300 tikstanc¢iy hektary, tai buty apie 42% visy paséliy ploto
(http://lwww.zum.It/min/failai/Augalininkystes_pletra.ppt).

Mus domino vietiniy mieziy veisliy, sukurty Lietuvoje (11 wveisliy) ir
kaimyninése Salyse (Latvijoje — 7 veislés, Baltarusijoje — 7, Estijoje — 5), genetinés
jvairovés bei giminiskumo lygis (Zvingila & Popendikyte, 2000, 2001, 2002). Sios
veislés yra svarbi medziaga selekcijai, nes yra adaptuotos prie vietiniy saglygy. Patikrine
jvairius pradmeny, tinkamy mikrosatelitiniy lokusy nustatymui, derinius, mes
pasirinkome septynis, su kuriais 30-ties veisliy genominéje DNR nustatéme 60 RAMP
zymeny. RAMP Zymeny pasiskirstymas atskiry veisliy individuose buvo vertinamas kaip
RAMP fenotipas. Gautus veisliy RAMP fenotipus panaudojome Nei ir Li (1979)
genetiniams atstumams nustatyti. Naudojant genetiniy atstumy tarp tirty veisliy matrica,
UPGMA metodu buvo nubraizytas veisliy giminingumo medis (7 pav.). Sioje
dendrogramoje matyti keturios stambesnés veisliy grupés (klasteriai). Viena estiSka
veislé "Anni’ nepateko né | vieng i§ Siy klasteriy. Dauguma lietuvisky mieziy veisliy
('‘Dziugiai’, 'Dainiai’, 'Gintariniai’, "Vilniec¢iai’, 'Auksiniai II', 'Auksiniai 3', ‘Gausiai’ ir
'Ula’) pateko j pirmaja veisliy grupe. Likusios trys lietuviskos veislés grupavosi atskirai:

'Aidas’ ir "Alsa’ pateko j antrgjj, o 'Dotnuvos ketureiliai’ —  treciaji klaster;.
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— DzZiugiai
1% Dainiai
— L Gintariniai
Abava
300 | Zazerskij
52% p Gate
L Intensivnij
Vilnieciai
Sencis23
73% g Elo
' Leelo
Goscinec
Auksiniai3
71% — Gausiai
L Auksiniaill

20% Ula
Rasa
Anni

36% Aidas
Alsa

27% G_onor
31% Siabra
Ruja
Dzivasnij
M Zhodinskij
Klinta

38%

78% g Tee_:le
42% | ' Vairogs
32% Dotnuwos ketureiliai
Janka

7 pav. Baltijos Salyse ir Baltarusijoje sukurty 30-ties mieziy veisliy UPGMA dendrograma,
sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetiniy atstumy, apskai¢iuoty pagal tirty veisliy RAMP

fenotipus, lentele. Pilkame fone — statistinés jkély reikSmeés (%)

ISskyrus pirmaja veisliy grupeg, kurioje yra dauguma Lietuvoje sukurty veisliy, misy
rezultatai neparodé kiek nors didesnio veisliy grupavimosi pagal jy kilmés Salis ar
regionus. Tai galima paaiSkinti remiantis veisliy genealoginiais duomenimis. Daugelis jy
neseniai sukurtos naudojant ne vieting, o tarptauting selekcing medziaga.

Visos tirtos veislés genetiskai skyrési nevienodai. Genetiniai atstumai tarp jy buvo
nuo 0,067 iki 0,714. Didziausias genetinis atstumas (0,714) buvo nustatytas tarp estiSkos
veislés 'Teele’ ir Baltarusijoje sukurtos veislés 'Intensivnij’. Labiausiai tarpusavyje
panasios buvo trys Lietuvoje sukurtos mieziy veislés '‘Dziugiai’, ‘Gintariniai’ ir 'Dainiai’.
Palyginus genealoginius duomenis, toks $iy veisliy panaSumas buvo gana netikétas. Kai
kuriais Kitais atvejais genetiniai ir genealoginiai duomenys gerai deréjo vieni su Kkitais.
Pavyzdziui, 'Gausiai’ grupuojami su 'Auksiniais II', 1§ kuriy jie gavo dalj savo geny.

Genetinis atstumas tarp Siy dviejy lietuvisky veisliy sudare tik 8%. IS dendrogramos
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matyti, kad 'Leelo’ veislé genetisSkai artimiausia kitai Estijoje sukurtai veislei 'Elo’
(GDxy = 0,119), i§ kurios taip pat gavo dalj savo genetinés medziagos. 'Gate’ ir
'Intensivnij’ tarpusavyje sieja veislé 'Nadja’. Tame paciame klasteryje esancios veislés
'Vilnie¢iai’ ir 'Gintariniai’ buvo sukurtos naudojant veisle 'Pallas’ (7 pav.). Palyginus
genetinius ir genealoginius duomenis, kai kuriais atvejais buvo stebimas ir jy
neatitikimas. Tokius neatitikimus paaiSkinti visada gana sudétinga, juos gali nulemti
nepakankamai didelis nustatyty molekuliniy zymeny skaic¢ius, gridy zyméjimo klaidos ir
kt. priezastys. Tirtose lietuviSkose veislése buvo nustatyti 48 RAMP Zymenys, o
vidutinis genetinis atstumas sudaré¢ 41%. Tarp latvisky veisliy jis buvo 43,6%, tarp
baltarusiSky — 40,8%, tarp estisky — 53,7%. Davila ir kt. (1998), iStyre 70 mieziy veisliy
ir linijy RAMP metodu, nustaté 0,103 - 0,586 dydzZio genetin] atstumg tarp vasariniy
mieZziy veisliy.

Kadangi naudojant septynis pradmeny derinius visoms tirtoms veisléms buvo nustatyti
skirtingi RAMP fenotipai, tai Sie molekuliniai Zymenys gali biiti naudojami minéty
veisliy tapatumui nustatyti. Taip pat jie suteikia Ziniy apie minéty veisliy panaSumus ir

skirtumus. Si informacija gali biiti panaudota selekciniame darbe.
1.1.4. Rinktiniy misko medziy klony tyrimai RAPD metodu

Molekulinius Zymenis naudojome ir sumed¢jusiy augaly klony genotipavimui, kadangi
tiek pasaulyje, tiek Lietuvoje yra aktualus miSko medziy genetiniy iStekliy iSsaugojimas
ir jy racionalus panaudojimas. Misko medziy genetiniai iStekliai yra svarbiis misko
selekcijoje, medziy plantacijy kokybei ir produktyvumui gerinti (Staniulyte ir kt., 2004).
1972 — 1997 m. sukurtas platus Lietuvos pagrindiniy medziy rasiy genetiniy istekliy
i$saugojimo tyrimy ir naudojimo objekty tinklas, susidedantis i§ genetiniy draustiniy,
sékliniy plantacijy, pliusiniy medziy, klony archyvy ir kt. (Baliuckas ir kt., 1997).
Pasaulyje molekuliniai Zymenys pradéti naudoti ir miSko medziy selekcijoje (Tammisola
et al., 1992; Forrest et al., 2000). Lietuvoje paprastoji pusis ir paprastoji eglé —
svarbiausios misko medziy rusys, kuriy miskai kartu sudéjus uzima apie 60% viso misko
ploto. Geriausi $ios riiSies medziy pavyzdziai yra kaupiami ir saugomi kaip klonai
specialiose rinktiniy medziy plantacijose, kloniniuose archyvuose. Tokiy medziy
subrandintos séklos naudojamos jveisiant naujus arba atkuriant iSkirstus misko plotus.
Kadangi §iy medziy genai iSplatinami dideliuose plotuose, labai svarbu jvertinti tokiy
klony tapatumg ir genetinés jvairoves lygi. Sumazéjusi genetiné jvairove gali sumazinti
rusies sugeb¢jimg prisitaikyti prie kintamy aplinkos salygy, gali nulemti jos jautrumg

kenkéjams ir kt. Nors paprastosios puSies (Pinus sylvestris L., Pinaceae) klony
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genetinés jvairovés tyrimai Lietuvoje buvo atliekami ir anks¢iau (Baliuckas &
Danusevicius, 1994; Gabrilavicius, 1995), taciau iki Siol tai nebuvo tirta DNR
lygmenyje. Mes tyréme genetinés jvairoveés lygi 12-oje paprastosios pusies rinktiniy
medziy klony, kilusiy i3 jvairiy Lietuvos viety (Zvingila et al., 2002). Naudojant 25
oligonukleotidinius pradmenis, buvo nustatytas 78,2% DNR polimorfizmo lygis.
Vidutinis genetinis atstumas tarp genotipy buvo 0,252. Tai rodo, kad tirti pavyzdZiai
pasizymi didele genetine jvairove. Kad tirtieji klonai labai skiriasi pagal RAPD Zymeny
pasiskirstymg, rodo ir dendrograma, i kurios matyti, kad genetiniai atstumai tarp
individy yra gana dideli (8 pav.) Mes nustatéme penkis oligonukleotidinius pradmenis,

kuriy kiekvienas gali identifikuoti visus dvylika rinktiniy medziy.

0.2 0.1
GD,y — i

31 clone166
22 clone266
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clone855
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57 clone77

clone189

clone204
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23 clone79
clonel64
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8 pav. UPGMA dendrograma, kuri rodo tirty paprastosios pusies (Pinus sylvestris L.) rinktiniy

medziy klony genetinés divergencijos laipsnj

Panasus tyrimas buvo atliktas ir paprastosios eglés (Picea abies (L.) Karst., Pinaceae)
kloniniame archyve, esanc¢iame Dubravos eksperimenting¢je-mokomojoje misky
urédijoje (Staniulyté ir kt., 2004). Buvo istirti 23 eglés klonai, kilg i$ jvairiy Lietuvos
viety. Siame darbe buvo nustatyti 209 RAPD lokusai, i§ kuriy 243 buvo polimorfiniai.
Genetinis atstumas tarp tirty pavyzdziy svyravo nuo 0,291 iki 0,5. Siame darbe RAPD
Zymenys buvo panaudoti ne tik klony genotipavimui, bet ir jy tapatumo nustatymui.
Nustacius trijy klony ramety (kiekvieno klono po penkias rametas) RAPD fenotipus
paaiskejo, kad kai kurios rametos tarpusavyje skiriasi. Tai, manoma, nuléme klony
sodinimo ir zymejimo klaidos. Taip pat buvo sudaryta minéty 23 klony RAPD fenotipy
biblioteka, kurig galima panaudoti klony ir jy palikuoniy tapatumui jvertinti,

auginamosios medziagos genetinio savitumo kontrolei misky tkyje atlikti.
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1.2. DNR Zymeny panaudojimas ekologiniams ir populiaciniams tyrimams
1.2.1. Populiacijy genetinés jvairoveés ir diferenciacijos tyrimai

Genetiné jvairoveé reikalinga populiacijoms prisitaikyti prie kintanciy aplinkos salygy.
Nykstanciose ruSyse ji daznai yra sumazéjusi, dél to, keiCiantis klimatui, ruSys gali
nesugebéti adaptuotis ir tai gali sumazinti jy evoliucin] potencialg (Hamrick & Godt,
1989). Geneting jvairove apibiidina Sie pagrindiniai parametrai: polimorfizmo lygis,
vidutinis heterozigotiSkumas ir aleliy jvairové (Frankham et al., 2004). Biologus nuo
seno domino retos bei endeminés risys. Tac¢iau XX a. pabaigoje Siy rusiy tyrimas jau
tapo biitinybe, kuri prie§ misy akis iSkyla kaip vis labiau nykstancios biologinés
Jvairoveés iSsaugojimo problema. Kadangi vis daugiau rety riiSiy iStiriama genetiniais
metodais, galima susidaryti i§samy genetinés jvairovés vaizda jose ir suvokti kai kuriy
teorijy Siuo klausimu silpngsias puses. Rety riisiy genetinémis savybémis susidométa XX
amziaus 4-ame deSimtmetyje. 1936 m. Anderson, tyrinédamas Iris setosa var.
Canadensis, padaré¢ iSvada, kad nedidelj rusies paplitimg lemia ,,jgimtas nekintamumas®.
Nuo tada jsigal¢jo bendras poziiiris, kad retoms riiSims biudingas maZas genetinis
kintamumas (Gitzendanner & Soltis, 2000). Vienas pirmyjy Sios teorijos teisingumu
suabejojo Stebbins (1980). Nors 1§ pradziy jis irgi pritaré bendrai nuomonei, taciau savo
nuomong¢ pakeité, kai susidoméjo dviem labai polimorfiSkomis retomis augaly riiSimis
(Sequoiadendron giganteum ir Eriogonum apricum) bei keletu placiai paplitusiy, taciau
nedidele genetine jvairove pasizyminciy, augaly rusiy. Véliau atlikti alozimy tyrimai irgi
patvirtino, jog teiginys apie tai, kad retos riSys genetiSkai homogeniskos, yra pernelyg
grieztas (Ranker, 1994; Young & Brown, 1996). Populiacijy genetikos teorija mazg rety
rusiy geneting jvairove sieja su genetiniais procesais (geny dreifu, mutacijy dazniu),
vykstanc¢iais mazose populiacijose. Kai kuriuose apzvalginiuose straipsniuose buvo
analizuojama koreliacija tarp genetinés jvairovés ir geografinio paplitimo, dauginimosi
biudo ir kity rasies ypatybiy (Hamrick & Godt, 1989). Sie autoriai nustaté, kad
endeminés rasys pasiZymi statistiSkai patikimai mazesne vidupopuliacine genetine
jvairove nei pladiai paplitusios populiacijos. Sie duomenys buvo gauti apibendrinus
alozimy polimorfizmo tyrimus. Taciau kiti autoriai, kurie atliko skaiciavimus
remdamiesi RAPD metodu gautais rezultatais, tokios tendencijos endeminése riiSyse
nepasteb¢jo (Nybom & Bartish, 2000). Gitzendanner ir Soltis (2000) nustate, kad kai
kurie genetinés jvairovés parametrai endeminiy rasiy populiacijy viduje statistiSkai
patikimai mazesni nei placiai paplitusiose giminiSkose riiSyse. Rety augaly rusiy

biologiné jvairové domina ir Lietuvos mokslininkus. Prie§ keleta mety Lietuvoje pradéti
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pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L., Saxifragaceae) populiacijy demografinés
struktiiros ir ekologiniy veiksniy poveikio joms tyrimai (MeSkauskaité & Naujalis,
2006). S. hirculus — daugiametis, vegetatyviniu budu ir séklomis besidauginantis,
kryzmadulkis augalas. Lietuvoje, kaip ir kitose Centrinés Europos Salyse, ji yra
poledynmecio reliktas, kurio augimvietés dél klimato Siltéjimo labai sumaZzéjo. Norint
sukurti tinkamag nykstancios riiSies iSsaugojimo strategija, Sig ras] reikia iStirti ir
genetiSkai. D¢l to vienas pagrindiniy uzdaviniy misy darbe yra genetinés jvairoves
nustatymas bei jos pasiskirstymo tarp populiacijy ir populiacijy viduje tyrimai
(NaugZemys et al., 2007; Meskauskaité et al., in press). Zinant rii§ies genetine struktiira,
nustacius populiacijy diferenciacijos priezastis, galima geriau jvertinti jos evoliucinj
potencialg bei numatyti biidus jo iSsaugojimui ir gerinimui. I§ kitos pusés, reliktiniy
populiacijy egzistavimas skirtingomis klimatinémis sglygomis leidZia tirti populiacijy
diferenciacijg ir ekotipy formavimasi.

Kadangi Lietuvoje pelkinés uolaskelés populiacijy genetin¢ struktiira iki Siol netirta,
todel, siekdami papildyti jau sukauptas botanines ir ekologines zinias apie S§ig rusj
naujais duomenimis, mes tyréme genetinés jvairovés lygj penkiose S. hirculus
populiacijose 1§ skirtingy ekoklimatiniy rajony. Pelkinés uolaskélés DNR polimorfizma
tyréme RAPD metodu naudodami devynis oligonukleotidinius pradmenis. IS penkiy S.
hirculus L. populiacijy (3 lentelé) buvo surinkti 76 pavyzdziai. Surinkty pavyzdziy

skaicius priklausé nuo tirtos populiacijos dydzio.

3 lentelé. Pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L.) populiacijos

Populiacijos Populiacijos  Tirtas pavyzdziy Siaurés Ryty Mmlma?u
. . . o . temperatury
pavadinimas dydis m? skaicius platuma ilguma 20na
Labanoras 200 10 55°1520" 25°44'45" 4
Merkiné 900 20 54°11'07"  24°08'41" 5
Galvydiské 500 19 55°47'01"  22°58'16" 6
Jautmalkeé 600 17 55°47'49"  23°01'16" 6
Juodlé 200 10 55°48'44" 22°55'39" 6

Atlike RAPD analize¢ nustatéme 93 RAPD lokusus. Tyrimams pasirinkty RAPD juosty
dydis svyravo nuo 470 bp iki 2400 bp. Monomorfinius lokusus aptikome su visais
pradmenimis. Monomorfiniy lokusy skai¢ius naudojant jvairius pradmenis svyravo nuo
50% iki 18,2%. Kai kuriose populiacijose (Merkinés, Juodlés) nustatyti saviti RAPD
lokusai. Taciau jy daznis tarp populiacijy individy nevir§ijo 5%, todél Sie lokusai buvo
laitkomi monomorfiniais ir j populiacijy genetiniy parametry skaifiavimus nebuvo

jitraukti. Norédami jvertinti pelkinés uolaskélés augaly i§ skirtingy populiacijy genetinius
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panaSumus ir skirtumus, apskai¢iuoty genetiniy atstumy pagrindu nubraizéme UPGMA

dendrograma (9 pav.) bei atlikome genetinés jvairovés analize principiniy koordinaciy
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9 pav. Pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L.) 76 individy genetinio panasumo dendrograma
pagal gautus RAPD lokusus. [kély vertés, gautos atlikus 1000 pakartojimy ir didesnés kaip 30%,
pavaizduotos ant dendrogramos $aky

metodu (10 pav). Dendrogramoje matome, kad visi individai genetiSkai skiriasi. Taip pat
akivaizdu, kad populiacijos iSlaiko savitumg, sudarydamos dendrogramoje kompaktiskas
augaly grupes. Siuo poziiiriu ypaé i$siskiria dvi populiacijos: Jautmalkés ir Galvydiskés.
Jy individai grupuojasi tik tarpusavyje. Merkinés populiacijos individai irgi grupuojasi

tarpusavyje, taCiau sudaro dvi greta iSsidésCiusias sankaupas. Labanoro ir Juodlés
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populiacijos yra labiau heterogeniskos. Nepaisant to, giminingumo medyje stebime gana
stipriai isreiksta augimvietés jtaka S. hirculus individy genetiniam giminingumui. Sia
iSvadg patvirtina ir RAPD lokusy pasiskirstymo populiacijose analizé, atlikta principiniy

koordinaciy metodu (10 pav.).

A
A
\ I A Juodle
"w A Labanoras
A ® Galvydiske

x Jautmalke

Merkme

Koordinaté 2

Koordinaté 1

10 pav. Pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L.) populiacijy i$sidéstymas dvimatéje erdvéje,

gautas principiniy koordinac¢iy metodu

Trys koordinaciy aSys apraSo didZigja tirty populiacijy genetinés jvairovés dalj: pirmoji
asis - 27,44%, antroji — 22,34%, trecioji (paveiksle nepavaizduota) - 18,33%. DeSimtame
paveiksle matyti, kad tos pacios populiacijos individai sudaro gana kompaktiskas grupes.
Ypac tai pasakytina apie Jautmalkes, Merkinés ir GalvydiSkés populiacijas, kurios
praktiSkai nepersidengia su likusiomis. Labanoro ir Juodlés populiacijy individai labiau
18sibarste dviejy koordinaciy sistemoje (panasiai kaip ir dendogramoje). Be to, Labanoro
ir Juodlés populiacijos dalinai persidengia. Rezultatai, gauti principiniy koordinaciy
metodu, irgi patvirtina tam tikrg tirty populiacijy genetinj savituma.

Istyre DNR polimorfizmg S. hirculus populiacijy viduje pagal 66 polimorfinius
lokusus nustatéme, kad didziausias DNR polimorfizmo lygis buvo Merkinés
populiacijoje — 86,36%, maziausias Juodlés — 71,21% (4 lentel¢). Panasi tendencija
atsispindéjo ir kituose genetinés jvairovés parametruose populiacijy viduje. Juodlés
populiacijai budinga maziausia Nei geny jvairové (h), maziausias Shannon’o indeksas (1)
ir vidutinis aleliy skaicius (n,) lokuse. Misy tirtose populiacijose Nei geny jvairove
priklausé nuo populiacijos dydzio — r = 0,67; p < 0,016.

Kitas labai svarbus riiSies situacijg apibiidinantis parametras — populiacijy
diferenciacija. Molekulinés genetinés jvairoves analizé (AMOVA) parode, kad didZioji
genetinés (RAPD) jvairovés dalis (73%) tenka individualiems augaly skirtumams
populiacijose. Tarppopuliacinis molekulinés genetinés jvairovés komponentas sudaro
27% (®pr = 0,27). I8 vidutiniy Ht ir Hs reikSmiy apskaiciuotas populiacijy genetines
diferenciacijos koeficientas Gsr skaitine reikSme buvo labai panasus | ®pr (Gst = 0,26).
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Taigi, tiek ®p, tiek Ggt rodo gana didele populiacijy diferenciacijg. Kadangi misy

tiriamos S. hirculus populiacijos yra skirtinguose klimatiniuose rajonuose, i$skiriamuose

4 lentelé. Pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L.) populiacijy genetiniai rodikliai

Populiacija  Polimorfizmas (%) Na h I GDxy*
Labanoras 75,76 1,7576 0,3090 0,4476 0,2809
Merkiné 86,36 1,8636 0,3253 0,4812 0,2899
Galvydiske 84,85 1,8485 0,3376 0,4922 0,2442
Jautmalké 80,30 1,8030 0,2974 0,4413 0,2673
Juodlé 71,21 1,7121 0,2950 0,4276 0,2253
Vidurkis + 79,70 £ 6,3 1,7970 + 0,3129 £0,018 0,4580 + 0,2615 +
SN* 0,063 0,027 0,026

GDxy* - vidutinis genetinis atstumas tarp augaly populiacijoje; na- stebimy aleliy skaicius; h -
Nei (1973) geny jvairové; | - Shannon‘o indekso verté; SN- standartinis nuokrypis

atsizvelgiant | viduting ilgamet¢ minimalig temperatiirg, nor¢josi iSsiaiSkinti, ar pelkinés
uolaskelés populiacijy genetinei diferenciacijai neturi jtakos galimai skirtingos
klimatinés salygos. Atsizvelgiant | tai, kad Galvydiskés, Juodlés ir Jautmalkes
populiacijos priklausé SeStai temperatiirinei zonai, Merkinés — penktai, o Labanoro —
ketvirtai (3 lentel¢), apskai¢iavome molekulinés genetinés jvairoveés pasiskirstyma tarp
Siy trijy rajony. AMOVA analizé parodeé, kad jokios genetinés diferenciacijos tarp tokiu
biuidu iSskiriamy rajony néra, nors yra pakankamai didelé ir statistiSkai patikima
diferenciacija tarp populiacijy. Pastargja galéjo nulemti su rusies arealo fragmentacija
susijes geny dreifas, gamtinés atrankos poveikis ir izoliacija.

Kalbant apie retas rasis ir jy populiacijas, ilga laika buvo manoma, kad
sumazejusi genetiné jvairove — jy visy bendras pozymis. Taciau, tiek kity autoriy, tiek
miusy atlikti tyrimai rodo, kad §is pozitris negali buti aksioma. DNR polimorfizmas
misy tirtuose pelkinés uolaskélés individuose buvo 71%, o vidutinis DNR
polimorfizmas populiacijoje — 79,70 = 6,3 %. Stebimas didelis vidupopuliacinés
jvairovés lygis leidzia manyti, kad uolaskélés populiacijy jvairovés susidarymui
pastaruoju evoliuciniu laikotarpiu didelg jtaka turéjo lytinis dauginimasis. Dideli RAPD
lokusy polimorfizmag S. hirculus rasyje galéjo nulemti ir kitos Sios riiSies ypatybés: gana
ilga gyvenimo trukme, alogaminis apvaisinimo biidas.

ApraSyta atvejy, kai genetin¢ jvairové retoje ruSyje netgi didesné¢ uz placiai
paplitusiy tos pacios genties rasiy geneting jvairove (Gitzendanner & Soltis, 2000).
Pavyzdziui, viena i§ ledynmecio relikty S. paniculata yra endeminé rasis Centrinéje
Europoje. DNR polimorfizmas, iStirtas RAPD metodu, §ioje ruSyje buvo 91,2% (Reich et
al., 2003). Kitoje reliktinéje riiSyje S. azoides polimorfiski buvo 72,8% alozimy lokusy
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(Lutz et al., 2000). AuksStas RAPD lokusy polimorfizmas (89,71%) nustatytas ir
nykstanéioje Antirrhinum microphyllum rasyje (Torres et al., 2003).

Jeigu pelkiné uolaskélé (S. hirculus L.) priskiriama antrajai, t. y. greitai
nykstan¢iy augaly kategorijai ir jg globoja Berno konvencija, tai kitai miisy tirtai risiai,
paprastajam uosiui (Fraxinus excelsior L., Oleaceae), i§ pirmo zvilgsnio, iSnykimas lyg
ir negresia. Uosio populiacijos uzima apie 2,6% miSky ploto Lietuvoje, taciau jo
populiacijos spar¢iai nyksta, stebimas didelis Siy medziy zuvimas (Ozolinc¢ius ir kt.,
1998; Skuodiené ir kt., 2003). Tod¢l daugelyje Europos Saliy $i rusis populiacijy
lygmenyje laikoma nykstancia (Pliura, 1999). Kadangi riiSies sugebéjimas adaptuotis
prie kintan¢iy aplinkos salygy priklauso nuo genetinés jvairovés lygio, iSkilo poreikis
jvertinti paprastojo uosio populiacijy geneting struktirg bei genetinés jvairovés
pasiskirstymg tarp populiacijy ir jo priklausomybe nuo kai kuriy geografiniy parametry
(Zvingila et al., 2005). Mes tyréme de§imt paprastojo uosio populiacijy, i§ viso 99
individus. Genetiné jvairové uosio populiacijy viduje ir tarp populiacijy buvo
analizuojama pagal 76 RAPD lokusus. Jos lygis tirtose populiacijose labai skyrési.
Daugiausia polimorfiniy lokusy nustatyta Silutés ir Tel$iy populiacijose (92,1%),
maziausia — Pakruojo (57,9%). Vidutiné populiacijos genetiné jvairove pagal Shannon‘o
indeksa (1) taip pat didziausia buvo Silutés populiacijoje (0,532), o maZiausia — Pakruojo
(0,312) (5 lentel¢). Populiacijoms specifiniy RAPD juosty tyrimo metu nenustatéme.
Didziausi genetiniai atstumai tarp individy buvo TelSiy populiacijoje (vidurkis apie
31%). Geny jvairove, apskaiciuota M. Nei metodu, tirtose populiacijose kito nuo 0,210
iki 0,365. Naudodami STEPDISC SAS procediirg, nustatéme lokusus, kuriy jtaka
populiacijy diferenciacijai yra didziausia. Tokiu biidu nustatéme 13 reikSmingiausiy
lokusy, kuriuos naudodami atlikome analize principiniy komponenciy metodu (11 pav.).
Siuo atveju pirmoji komponenté aprasé tik 5,8% viso kintamumo. Kai $i analizé buvo
atlikta naudojant visus 76 lokusus, pirmoji komponenté apras¢ 15,1% kintamumo.
Kadangi principiniy komponenéiy metodu apraSoma tik nedidel¢ bendrojo kintamumo
dalis, tai rodo, kad populiacijy diferenciacija lemia daug nesusijusiy lokusy, kuriy jtaka
kiekvieno atskirai labai menka. Kaip matyti vienuoliktame paveiksle, populiacijos
nevienodai skiriasi vienos nuo kity: kai kurios persidengia, kitos, pavyzdzZiui, Kédainiy ir
Ignalinos, yra Zymiai nutol¢ viena nuo kitos. Siuos rezultatus patvirtina ir apskaiiuoti
Nei genetiniai atstumai tarp populiacijy. Vis délto koreliacijos tarp geografiniy ir
genetiniy atstumy uosio populiacijoms nenustatéme. ISanalizave genetinés jvairoves
pasiskirstymo priklausomybe nuo kity geografiniy parametry, nustatéme, kad kai kurie
jos rodikliai (polimorfizmas, Shanonn’o indeksas, vidutinis stebimy aleliy skaicius)

priklauso nuo populiacijos augimvietés kontinentalumo indekso ir ilgumos. Didesné
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5 lentelé. Paprastojo uosio (Fraxinus excelsior L.) populiacijy genetinés jvairovés rodikliai
nustatyti RAPD metodu

- Stebimas aleli . o Shannon’o

Populiacija skaicius, Naq Nei geny jvairové indeksas, | GDyy*
Telsiy 1.921 0.359 0.526 0.307
Silutes 1.921 0.365 0.532 0.248
Sakiy 1.895 0.358 0.522 0.235
Kaisiadoriy 1.697 0.254 0.378 0.217
Marijampolés 1.829 0.313 0.461 0.259
Kédainiy 1.776 0.277 0.411 0.271
Pakruojo 1.579 0.210 0.312 0.183
Kupiskio 1.855 0.343 0.500 0.294
Nemencinés 1.658 0.245 0.361 0.187
Ignalinos 1.711 0.273 0.401 0.205
Vidurkis 1.784£0.123 |  0.3£0.018 | 0.440+0.025 | 0.241+0.014

* GDyy vidutinis genetinis atstumas tarp individy populiacijoje
genetinés jvairoveés dalis, tenkanti Vakary Lietuvoje esan¢ioms uosio populiacijoms,
galbut atspindi Sios raiSies migracijos kelig Siaurés ryty kryptimi. Molekuliné genetinés
jvairoves analizé parodé, kad didzioji genetinés jvairovés dalis yra populiacijose, o
tarppopuliaciniam jos komponetui tenka 8,3% (p = 0,001). Nenustatéme jokios
diferenciacijos tarp populiacijy 1§ skirtingy kilmés rajony. Genetinés diferenciacijos
lygis, nustatytas tarp uosio populiacijy, yra didesnis uz gautg su kitais Zymenimis (SSR)
(Heuertz, 2003). Pasak kai kuriy autoriy, plaiai paplitusiy medziy risiy populiacijy
diferenciacija yra maZesné¢ nei 3% (Slavov et al., 2002). Nors tarp RAPD ir kitais
molekuliniy Zymeny metodais nustatyty populiacijy genetiniy rodikliy stebima
koreliacija, ta¢iau RAPD atveju populiacijy diferenciacija yra Siek tiek didesné (Nybom
& Bartish, 2000). Siuo atveju skirtumus galéjo nulemti ir skirtinga naudoty molekuliniy
zymeny prigimtis (Tautz et al., 1986; Mengoni et al., 2000) ir uosio populiacijy biiklé
Lietuvoje. Tirdami paprastojo uosio populiacijas, nustatéme, kad jos skiriasi genetinés
jvairovés lygiu. Deja, atsakyti i klausimg, ar Sios jvairovés sumazg¢jimas kai kuriose
populiacijose yra uosiy nykimo priezastis, negalime, nes nepavyko gauti duomeny apie
Siy populiacijy ekologine biiklg ir jas sudaranc¢iy augaly pazeidimo mastg. Nepaisant to,
gauta informacija bus naudinga riipinantis uosio genetiniy resursy i§saugojimu, o taip pat
tai informacija apie tam tikru laiko momentu buvusj uosio genetinés jvairovés lygj. Tai
gali biiti atskaitos taSkas buisimiems tyrimams ir ateityje leis objektyviai jvertinti galimus
pokycius.

Seklinés medziagos parinkimas labai svarbus vykdant tam tikros rusSies

atktirimo darbus. Naudojant s¢klas, surinktas nuo nedidelio skai¢iaus individy
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11 pav. RAPD lokusy, turin¢iy didziausig jtaka uosiy populiacijy diferenciacijai, analizé
principiniy komponenciy metodu. Tai paciai populiacijai priklausantys medziai pazyméti
vienodu simboliu. Juodas simbolis — tam tikros populiacijos individy pasiskirstymo trijy

koordinaciy sistemoje vidutin¢ reikSme

neatsizvelgiant | jy genetin] giminingumg (genetinius atstumus, genetinés jvairoves
lygi), galima sumazinti atkuriamy populiacijy efektyvy dyd; ir padidinti inbrydingo
tikimybe. Tai savo ruoztu gali sukelti prastg riiSies, atkuriamos tam tikroje teritorijoje,
prisitaikyma prie aplinkos salygy, apsunkinti uzsibréZtos atkiirimo programos vykdyma
(Barret & Kohn, 1991). Sis klausimas aktualus ir Lietuvai, nes nykstant augaly rasims
vis labiau domimasi jy i8saugojimu bei i8nykusiy atkiirimu. Viena tokiy rasiy, kurios
atkirimo klausimas svarstomas, yra europinis kukmedis (Navys, 2000). Pasak
literatiiros, europinis kukmedis (Taxus baccata L., Taxaceae) Lietuvoje iSnyko XIX a.
(Lietuvos TSR flora, 1959; Navys, 2000). Kita vertus, kaimyninése Salyse (Latvijoje,
Lenkijoje, Rusijoje) yra islikusios natiiralios kukmedzio populiacijos, kurias biity galima
panaudoti kukmedzio atktirimui Lietuvoje, nes tam yra tinkamos klimato sglygos, ypac
pajiirio regione (Navys, 2000). Lietuvoje, pavyzdziui, Svéksnos ir Sateikiy parkuose,
taip pat yra keletas seny kukmedziy, kurie galbiit yra kile i§ jau iSnykusiy populiacijy.
Tirdami paprastojo kukmedzio populiacijy genetinés jvairovés lygj kaimyninése Salyse,
mes neatmetéme galimybés, kad ateityje $i informacija gali biiti panaudota atkuriant Sios

rusies populiacijas Lietuvos miskuose (12 pav.) (Kuisys et al., 2008).
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Rusija

Latvija

Lietuva

Baltarusija

12 pav. Europinio kukmedzio radimvietés. Provenencijy Zyméjimas: Sl — Slitere, Da — Daiku,
Ze — Zentene, Em — Embreksu, Sa — Sateikiai, Sv — Svéksna, Za — Zaicev, Ce — Celau, CJ —
Cisowy Jar, W — Wezewo

Tyrimai UPGMA metodu parodé, kad skirtingos kilmés individai pasizyméjo tam tikru
savitumu, nors analizé principiniy koordinaciy metodu rodé Lenkijos ir Kaliningrado

populiacijy dalinj persidengima (13, 14 pav.).
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O Poland O Kaliningrad A Latvia

13 pav. Europinio kukmedzio (Taxus baccata L.) kilmiy iSsidéstymas dviejy koordinaciy
sistemoje. Rezultatai, gauti principiniy koordina¢iy metodu, panaudojus genetiniy atstumy tarp
58 tirty individy reikSmes

Du kukmedzio pavyzdziai i§ Lietuvos parky yra genetiskai artimi Kaliningrado srities
pavyzdziams (14 pav.). Klasterinés ir principiniy koordina¢iy metodais atliktos analizés
rezultatai, o taip pat Nei geny jvairoves (h) bei Shannon‘o indekso (1) reikSmes rodo, kad
didziausias polimorfizmas (h = 0,375; | = 0,539) biidingas Latvijos provenencijos
kukmedziams, o Lenkijos — atitinkamai: h = 0,291; | = 0,429. Latvijos europinio

kukmedzio populiacijos pasizymi gana didele genetine jvairove ir jos, esant galimybéms
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910 Kaliningrad Zaicev3
501 Kaliningrad Zaicev 6
Kaliningrad Celau 1
05 Kaliningrad Zaicev2
Kaliningrad Zaicev7
Lithuania Sateikiai
Poland Cisowy Jar 14
Poland Cisowy Jar 4
Poland Cisowy Jar 9
Poland Cisowy Jar 15
Poland Cisowy Jar 12
Latvia Slitere 4
321 Poland Cisowy Jar 8
Poland Cisowy Jar 11
799 Kaliningrad Zaicev8
980 Kaliningrad Celau 2
Kaliningrad Celau 3
Lithuania Sveksna
Kaliningrad Zaicev5
458 Kaliningrad Zaicev4
Kaliningrad Celau 4
Latvia Daiku 12
Latvia Daiku 13
Latvia Slitere 3
Latvia Slitere 8
Latvia Slitere 12
Latvia Slitere 16
Latvia Daiku 7
Latvia Daiku 11
Latvia Daiku 10
Latvia Daiku 9
Latvia Zentene 2
Latvia Zentene 3
Latvia Daiku 1
Latvia Zentene 1
Latvia Daiku 2
Latvia Daiku 4
152 Latvia Daiku 5
185 Latvia Embreksu
Latvia Daiku 3
Poland Wezewo 18
[ Latvia Slitere 11
Latvia Slitere 14
152 Latv!a SI!tere 7
3 Latvia Slitere 13
— 831 Latvia Slitere 9
Latvia Slitere 10
Poland Cisowy Jar 5
Poland Cisowy Jar 13
653 Poland Cisowy Jarl
263 Poland Cisowy Jar 2
Poland Cisowy Jar 16

Poland Cisowy Jar 7
Poland Cisowy Jar 3
Poland Cisowy Jar 10
Poland Cisowy Jar 19

828 Latvia Daiku 6
L Latvia Daiku 8
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14 pav. Skirtingos kilmés europinio kukmedzio (Taxus baccata L.) pavyzdziy UPGMA
dendrograma. Skaléje pateikti genetiniai atstumai pagal Nei ir Li (1979)

ir poreikiui, gali biiti naudojamos europinio kukmedzio jveisimui Lietuvos miSkuose. Be
to ir kity populiacijy genetinj savitumg reikéty iSnaudoti atktirimo darbe.

Paprastosios pusies (P. sylvestris L.) populiacijy genetiniai tyrimai Lietuvoje prasidéjo
1956 m. (Ramanauskas, 1972; Danusevi¢ius, 2000). Per §; laikotarpj atlikti didelés
apimties fenotipinés populiacijy jvairoves, jy perkélimo ir hibridizacijos tyrimai, sukurti
rinktiniy medziy klony archyvai, parengta puSies genetiniy iStekliy saugojimo sistema
(Danusevicius, 2000). Remiantis populiacijy skirtumais, Lietuvos teritorija padalinta }
séklinius rajonus. Tokj suskirstymg, tyrinétojy nuomone, lemia skirtingos ekologinés
salygos Lietuvos teritorijoje. Ypac¢ daug duomeny Siuo klausimu sukaupta apie TelSiy,
Druskininky ir Labanoro pusies provenencijas. Siy provenencijy pusys skiriasi savo

Sakojimosi pobiidziu, biologiniu produktyvumu, sporifikacijos laiku, sugebéjimu
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adaptuotis prie naujy ekologiniy salygy (Andriuskevi¢iené & Ramanauskas, 1978;
Aucina et al., 2005). Nezitrint Siy skirtumy, paprastosios pusSies populiacijy genetiné
jvairové labai didelé (Plitra & Gabrilavicius, 1994; Danusevicius, 2000). RAPD metodu
tyréme trijy populiacijy (Labanoro, Veis¢jy (Druskininky) ir TelSiy) séjinuky DNR
polimorfizma (Naugzemys et al., 2006). Visi s¢jinukai buvo iSauginti VU Botanikos
sodo bandymy lauke tomis pacCiomis sglygomis. IStyre 90 augaly, nustatétme 63 RAPD
lokusus, i§ kuriy 69,8% buvo polimorfiski. Pagal Nei (h) geny jvairove, Shannon‘o
indeksg (I) ir genetiniy atstumy tarp individy populiacijos viduje vidurk; (GDxy)
didziausia genetine jvairove pasiZymeéjo Labanoro populiacijos séjinukai (atitinkamai
h = 0,225; | = 0,33; GDxy = 0,15), o maziausia — TelSiy populiacijos sé¢jinukai (h =
0,176; I = 0,267; GDxy = 0,091). Idomu tai, kad Labanoro populiacijos séjinukai,
kuriuose nustatytas didZiausias molekulinés genetinés jvairoveés lygis, pasizymi didesniu
produktyvumu ir augimo grei¢iu (Aucina et al., 2005). IS Siy trijy grupiy TelSiy
populiacijos individai blogiausiai adaptuojasi naujose sglygose, vykdant populiacijy
perkélimo eksperimentus. Geri Labanoro populiacijos rodikliai nustatyti ir ankstesniais
tyrimais (Danusevi¢ius, 2000). Principiniy koordinafiy metodu atliktos analizés
rezultatai taip pat rodo, kad RAPD lokusy lygyje tarp tirty populiacijy egzistuoja tam
tikri skirtumai (15 pav.).
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15 pav. Paprastosios pusies (Pinus sylvestris L.) Labanoro, Druskininky ir TelSiy populiacijy

s¢jinuky RAPD fenotipy analizés, atliktos principiniy koordinaciy analizés metodu, rezultatai

Taigi §ie rezultatai neprieStarauja pozitiriui, kad tarp genetinés jvairovés ir populiacijy
tinkamumo (angl., fitness) daznai egzistuoja teigiama priklausomybé (Mitton et al.,
1993; Dvorak et al., 2003). Didesné genetiné jvairové sudaro sglygas reprodukcinei ir
adaptacinei heterozei (Leibenguth & Shoghi, 1998). Misy tyrimy rezultatai papildo jau
atlikty svarbiausios Lietuvos misky medziy rtsies tyrimy duomenis ir suteikia jiems tam
tikrg molekulinj genetinj pagrinda, kuris gali biiti naudingas kuriant naujas paprastosios

pusies plantacijas ir atkuriant iskirstus misky plotus.
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Dar viena misko medziy rasis, kuri svarbi tiek ekonominiu, tiek ekologiniu
pozitiriu visos Europos mastu, yra paprastoji eglé (Picea abies (L.) Karst.). Lietuvoje
eglynai uzima apie 22,8% miSkais padengtos Salies teritorijos. Yra atlikti gana iSsamiis
Sios ruSies morfologiniai, eko-klimatiniai, izofermenty ir kariotipiniai tyrimai
(Gabrilavicius & Danusevicius, 2003). Deja, eglés populiacijy DNR polimorfizmo
tyrimy iki Siol nebuvo.Tod¢l misy uzdavinys buvo nustatyti Lietuvos paprastosios eglés
populiacijy genetings jvairoves ir diferenciacijos lygi naudojant DNR zZymenis (RAPD)
bei palyginti gautus rezultatus su kaimyniniy Saliy eglés populiacijy tyrimais
(Areskevidiené et al., 2005). Siame darbe iityréme aStuonias eglés populiacijas: Plungeés,
Telsiy, Rokiskio, Ignalinos, Jurbarko, Kazly riidos, Alytaus ir Dubravos. Siy populiacijy
152-jy individy RAPD-PGR analiz¢ parod¢, kad S$iai egliy riisiai budingas labai didelis
DNR polimorfizmas — 93,2%. DNR polimorfizmo vidurkis populiacijose buvo 75,5%,
kuris panaSus ] anksCiau nustatyta (74%) naudojant izofermenty tyrimo metoda
(Gabrilavicius & Danusevicius, 2003). Miisy nustatytas paprastosios eglés populiacijy
genetinés diferenciacijos koeficientas (Gst = 0,097) buvo panaSus ] uZsienio autoriy
gautus rezultatus. Pavyzdziui, Pranciizijos paprastosios eglés populiacijy diferenciacija
kai kuriy autoriy duomenimis sudaro 4,2%, Lenkijos — 6,4% (Collignon & Farve, 2000;
Kraj, 2002). Alozimy polimorfizmo tyrimai taip pat rodé¢ apie 4 — 7% diferenciacija
(Giannini et al., 1991; Kannenberg & Gross, 1999). Savo darbe nenustatéme populiacijai
savity RAPD lokusy, todél, tvarkant Sios riiSies genetinius iSteklius, reikéty atsizvelgti |

morfologinius ir ekologinius populiacijy savitumus.

1.2.2. Paprastosios avietés Rubus idaeus L. RAPD polimorfizmo priklausoybé nuo

radimvietés edafiniy savybiy

Adaptyvumo prigimtimi mokslininkai susidoméjo jau nuo gamtinés atrankos teorijos
paskelbimo. Taciau adaptacijy genetika pasirod¢ esanti daug sudétingesné negu
pradzioje buvo manoma. Néra tvirtai nustatyta, ar prisitaikymg lemia vienas/keli genai,
kuriy poveikis labai didelis, ar prieSingai — veikia daug geny, kuriy pavieniai efektai néra
dideli, taciau sumuojasi veikiant gamtinei atrankai tam tikra kryptimi. PavyzdZziui,
Fisher‘io laipsniskumo teorija teigia, kad jvairi adaptacija atsiranda kaupiantis daugybei
smulkiy genetiniy pokyciy, kuriy kiekvieno efektas labai mazas (Fisher, 1958). Toks
pozitris budingas vadinamosios biometrijos mokyklos atstovams. Kita vertus,
Mendelinés genetikos mokyklos atstovai (Bateson, 1913; Morgan, 1932) akcentuoja
dideliy mutacijy tam tikruose genuose svarbg. Pavyzdziui, Orr ir Coyne teigia, kad

adaptacijg lemia keletas pradiniy, turin¢iy didelj poveikj, mutacijy, po kuriy gali sekti ir
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maziau reikSmingos (Orr & Coyne,1992; Orr, 2003). Taciau taip pat yra nemazai
duomenuy, tarp jy ir eksperimentiniy, kurie rodo, jog nemazg dalj adaptacijy kontroliuoja
pavieniai genai. Pastarieji rezultatai dazniausiai gauti tiriant kultliriniy augaly veisles
(Lynch & Walsh, 1998). Vis délto dar truksta eksperimentiniy duomeny genetinei
adaptyvumo teorijai sukurti. Nepakankamai iStirta adaptacijy prigimtis ir gamtinése
populiacijose. Siuo metu ja bandoma iSaiskinti naudojant morfologinius ir DNR
zymenis. Kadangi morfologiniy zymeny paveldimumo koeficientas daznai mazas ir jie
labai priklauso nuo aplinkos salygy, didelis démesys buvo sutelktas § DNR Zymeny
panaudojimg adaptyvumo klausimams gamtinése populiacijose tirti. Deja, susiduriama
su naujais sunkumais. Teigiama, kad dauguma molekuliniy Zymeny yra neutraliis
fenotipo atzvilgiu. Dél to sunku tikétis, kad tokj DNR polimorfizmg veikty atranka, ir
kad jis turéty adaptacing reikSme (Volis et al., 2001; McRay & Latta, 2002). Nemazai
kity autoriy laikosi prieSingos nuomoneés (Fahima et al., 1999; Semagn et al., 2000;
Graham et al., 2003).

Tyréme dvideSimties paprastosios avietés (R. idaeus) genotipy RAPD zymeny
pasiskirstymo priklausomyb¢ nuo Siy augaly radimvietés dirvozemio savybiy
(rug§tingumo, humuso, azoto, fosforo ir kalio kiekio) (Zvingila et al., 2004). Atlikome
1Ssamig Siy individy genomo analiz¢ su 36-iais pradmenimis ir nustatéme 230
polimorfiniy RAPD lokusy. Faktorinés analizés principiniy komponenc¢iy metodu
iStyréme Siy lokusy pasiskirstymg individy RAPD fenotipuose priklausomai nuo
dirvozemio savybiy. Nustatétme patikimg koreliacija (esant 1% reikSmingumo
lygmeniui) tarp RAPD lokusy pasiskirstymo faktorinés analizés rezultaty ir tirty augaly

radimvietés dirvozemio riig§tingumo (r = -0,65) (16 pav.; 6 lentel¢).
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16 pav. Regresijos kreivé, apiblidinanti paprastosios avietés (Rubus idaeus L.) pavyzdziy

RAPD fenotipy faktorinés analizés rezultaty priklausomybe nuo radimvietés dirvos riig§tingumo
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6 lentelé. Pearson‘o koreliacijos koeficientai (r) tarp 230-ies polimorfiniy RAPD lokusy
pasiskirstymo faktorinés analizés rezultaty ir radimvietés savybiy (N, K, P, humuso kiekio ir

dirvos riugstingumo)

Kintamasis Azotas Fosforas Kalis Humusas Rigstingumas
Faktorius 1 -0,01 -0,35 -0,18 -0,03 -0,65*
Faktorius 2 -0,03 0,22 -0,07 -0,03 -0,26
Faktorius 3 -0,01 -0,08 -0,05 -0,05 -0,30

* paryskinta statistiSkai patikima koreliacija, p<0,01

Gauti rezultatai rodo, kad kai kuriuos RAPD lokusus galbiit veikia gamtiné
atranka, ir jie yra svarbiis individy prisitaikymui prie augimvietés salygy. Siy Zymeny
neutralumas fenotipo atzvilgiu, matyt, yra pernelyg drasus apibendrinimas. Todél
nezitirint anks¢iau minéto nuomoniy skirtumo akivaizdu, kad DNR polimorfizmas yra
biitina sglyga adaptacijoms atsirasti gamtinés atrankos poveikyje. Kuo didesné genetiné
jvairove rasies viduje, tuo didesné tikimybé populiacijai ar rusiai iSlikti keiciantis
aplinkos salygoms. Tirdami §j reiSkinj populiacijose, galime tikétis suprasti bent kai
kuriuos adaptacijy atsiradimo mechanizmus. Dél Sios priezasties mes tyréme geografiniy
ir klimatiniy veiksniy jtakg Rubus idaeus L. populiacijy genetinei jvairovei (Patamsyté el
al., 2005). Kad Sie veiksniai (aukstis vir§ jiros lygio, augimvietés edafinés savybeés,
krituliy kiekis ir kt.) gali turéti jtakos populiacijy genetinei jvairovei, rodo jvairiy autoriy
tyrimy duomenys, gauti naudojant RAPD ir kitus molekulinius Zymenis (Fahima et al.,
1999; Semagn et al., 2000; Graham et al., 2003; Reish et al., 2005). Musy atlikti
preliminariis septyniy avietés populiacijy tyrimai parodé¢, kad vidutinis metinis krituliy
kiekis gali turéti jtakos tirty populiacijy genetinei jvairovei (r = -0,78; p = 0,04). Kiti
desimt ekogeografiniy veiksniy neturéjo jtakos DNR polimorfizmo pasiskirstymui
populiacijose. IStyrus daug didesnj populiacijy skai¢iy (devyniolika), Sie rezultatai i§
esmes pasitvirtino. Nustatyta populiacijy genetin¢ diferenciacija sudaré 26%. Genetinés
jvairoves rodikliy priklausomybés nuo konkreciy klimatiniy ir geografiniy veiksniy
nenustatéme, iSskyrus tai, kad buvo teigiama koreliacija tarp skirtingy RAPD fenotipy
dalies populiacijoje ir krituliy kiekio ziema (r = 0,63; p = 0,004), ir metinio krituliy
kiekio (r=0,58; p=0,01).

1.2.3. DNR Zymeny panaudojimas pupy chlorofiliniy morfoziy tyrimams
Molekuliniy zymeny metodai yra naudojami pazaidy, atsiradusiy genome dél
mutageniniy veiksniy poveikio, tyrimams. Daug eksperimentiniy duomeny rodo, kad
RAPD metodas irgi gali buti sékmingai naudojamas panaSaus pobiuidzio tyrimams

(Atienzar et al., 2002). Vienas i§ reiSkiniy, kuriuo nuo seno domisi Botanikos ir
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genetikos katedra, yra individualus augaly polimorfizmas, kuris iSryskéja po pupu (Vicia
faba L., Fabaceae) sékly poveikio kobalto (Co®") pertekliumi ir pasireiskia jvairaus
laipsnio chlorofilinémis morfozémis (Rancelis, 1978). Tirdami $io reiSkinio galimas
priezastis, mes naudojome ir RAPD metoda, kaip buda skirtingg pazeidimo laipsnj
rodanciy augaly savitumui ir genetiniams pokycCiams nustatyti (Rancelis et al., 2006).
Tiriant augalus, pasizymincius skirtinga reakcija j Co, tikétasi nustatyti skirtumus tarp
Co tolerantiSky ir Co jautriy augaly DNR, ir atsakyti j klausimus: 1) ar po poveikio Co
jvyksta pokyciai augaly DNR, 2) ar yra rySys tarp DNR polimorfizmo ir augaly
individualaus polimorfizmo pagal atsaka j Co pertekliy?

Tyrimo rezultatai parodé didelj individualy pupy augaly DNR polimorfizmg. Fenotipiniy
grupiy i8déstymas dvimatéje erdveje taikant principiniy koordinaciy analiz¢ (17 pav.)
rodé tam tikra G (geltony) ir NZ (nepakitusiy Zaliy) augaly grupavimasi po Co poveikio.
Individualus augaly polimorfizmas labai apsunkina RAPD metodu gaunamy duomeny
statistinj jvertinimg. Autoriy atliktuose bandymuose DNR elektroforezés duomenys buvo
1SreikSti prieSingo fenotipo juosty skai¢iumi, palyginus su pagrindiniu (vyraujanciu)
fenotipu (juostos buvimas laikomas vienetu — 1, o nebuvimas — 0). Skirtumas tarp Co
veikty NZ ir G augaly buvo labai nedidelis (7 lentelé).
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Koord. 1
17 pav. Pupy Vicia faba L. augaly i$ skirtingy fenotipiniy grupiy principiniy koordinaciy
analizé

7 lentelé. RAPD juosty pokyciai skirtingai Co pazeistuose pupy augaluose
Informatyvios juostos

Fenotipinés  Augal — — — —
P gatd bendras  prieSingos pagrindiniam tipui fenotipinés juostos

SHUPEs skaicius skaiCius skaicius %
K-zali 15 1759 694 395+1.2
Co-zali 13 1483 618 418+13
Co-geltoni 12 1292 564 43,7 +1,4°

® — P =0,02, palyginti su K
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Didelj individualy Vicia faba DNR polimorfizmg patvirtino ir gauti RAPD analizés
rezultatai, bet pupy DNR polimorfizmas matyt néra susijes su polimorfiniu augaly atsaku
1 kobalto pertekliy. Galima situacija, kai genotoksinis veiksnys indukuoja poky¢ius kaip
atsakg tik specifiniame lokuse. Norint jj aptikti, reikalinga ir sékmé parenkant tinkamus

pradmenis, tod¢l Siuo atveju reikéty ieskoti tam tikram fenotipui savity RAPD juosty.
2. DNR Zymeny panaudojimas augaly genomui tirti
2.1. DNR Zymeny panaudojimas atsako j stresg geny klonavimui

DNR Zymenys buvo ir yra labai svarbi priemong tiriant augaly genomg. Jie naudojami
genomy sekoskaitai, kuriant genolapius, lyginamajai genomo analizei, klonuojant genus
(Weising et al., 2005). Mes panaudojome cDNR Zymenis (jie daznai vadinami EST)
klonuoti genams, dalyvaujantiems bulviy (Solanum tuberosum L.) reakcijoje j biotinj ir
abiotin] stresg (Sos-Hegedus et al., 2004). Pirminis Sio darbo tikslas buvo nustatyti
genus, kurie pradeda veikti esant bakterijos Erwinia carotovora sukeltai infekcijai. Si
bakterija sukelia daugelio augaly, tarp jy ir bulviy, Slapigji puvinj (Pérombelon and
Kelman, 1980). Iki Siol néra sukurta atspariy Siam patogenui veisliy, kadangi jis neturi
avirulentiSkumo geny. Svarbiausi bakterijos patogeniskumo veiksniai yra fermentai
(pektinazés ir celiulazes), kurie ardo augalo lasteliy sieneles. Sie fermentai taip pat
sukelia ir augalo atsaka j patogeno poveikj (Vidal et al., 1998; Norman et al., 1999).
Modelinis augalas baltaziedis vairenis (Arabidopsis thaliana L. ) turi du apsaugos nuo
ervinijy mechanizmus. Vienas jy priklauso nuo jazminy riigsties, kurig slopina salicilo
rugstis ir etilenas, o kitas mechanizmas pagrijstas sinergistiniu jazminy rigsties ir etileno
veikimu, kurj dar sustiprina salicilo rugstis (Norman-Setterblad et al., 2000).

Norédami nustatyti genus, kuriy raiSka sukelia E. caratovora infekcija, bulviy lapus
infiltravome fiziologiniame tirpale suspenduota bakterijos naktine kultiira. Po to buvo
i18skiriami trys suminés RNR pavyzdziai (0 val., po 2 val., po 4 val.). Diferencijuotai
veikian¢iy geny mRNR nustatéme naudodami Display Systems Biotech inkaruoty ir
atsitiktinés sekos pradmeny rinkinj (Vista, CA, USA) bei Differential Display metoda
(Liang & Pardee, 1992). Buvo iSskirta 69-iy, diferenciuotai besireiskianciy, geny cDNR.
IS jy 43-jy geny cDNR buvo klonuotos j pBluescript SK vektoriy (Stratagene). Atlikus
Siy klony sekoskaita, homologisky seky paieska EMBL ir GenBank duomeny bazése,
buvo nustatyta, kad kai kurie klonuoti EST Zymenys buvo homologiski atsparuma

nulemianéiy geny (SAR 8.21, peroksidaziy) mRNR (Zvingila et al., 1999). Patikrinus
klonuoty cDNR geny raiska northern hibridizacija, nustatytos cDNR, kuriy raiska sukélé
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E. caratovora. Dvi pilno dydzio ¢cDNR buvo klonuotos i§ ¢cDNR bibliotekos, gautos
naudojant Sia bakterija paveiktus bulviy lapus. Klonuotos sekos pavadintos atitinkamai
Steil ir Stei2 (angl. Solanum tuberosum — Erwinia — induced 1, 2). Atlikus $iy klony
sekoskaitg, nustatyta, kad Steil ( Acc. No. AY187625) sudarytas i§ 1266 bp ir koduoja
354 aminortigStis (ASR nuo 61 iki 1125 nt). Stei2 (Acc. No. AY187626) dydis yra 735
bp, jo ASR prasideda 59-tu nt ir pasibaigia 453-¢iu nt. Steil ir Stei2 turi atitinkamai 47%
ir 76% 1dentisSky aminoriig8¢iy su baltaZiedZio vairenio neZinomos funkcijos baltymais
NP5654006 ir NP197221. Panaudojus hibridizacija pagal Southern‘g, buvo nustatyta,

kad S. tuberosa genome $ie genai turi nedaug kopijy (18 pav.).

(a) (b)

C1  Des C2 Des
Kb E H Xb Kb E H Xb
10 - ] 10- &
6 - 6- I -
4 o QU 4- = -
;L — 3 - am -

18 pav. Steil ir Stei2 geny nustatymas bulviy Solanum tuberosum veislés Désirée genome (Sos-
Hegedis et al., 2004). Genominé DNR buvo suskaldyta restrikcijos endonukleazémis EcoRI (E),
Hindlll (H) ir Xbal (Xb), o po to hibridizuota su Steil (a) ir Stei2 (b) zondais. C1 zymi Steil
cDNR suskaldyta EcoRI ir Xhol. C2 — Stei2 ¢cDNR suskaldyta EcoRI ir Xhol. Zondy gavimui
buvo naudoti koduojantys geny rajonai

IStyrus Siy geny rais$ka, buvo nustatyta, kad Steil ir ypa¢ Stei2 savo savybémis yra
panasiis | genus, kuriuos indukuoja biotinis ir abiotinis stresas. Stei2 raiskg sukeldavo
NaCl, dehidratacija, audiniy suzalojimas ir absiziné rtigstis. Yra zinoma, kad kai kuriuos
patogeny indukuojamus PR (angl., pathogenesis related) genus gali aktyvinti biotinis ir
abiotinis stresas, pavyzdziui, vairenio ERD15 (Timmusk & Wagner, 1999) ir liucernos
PPRG2 genus (Borsics & Lados, 2002). Be to, yra zinomi genai, kuriuos indukuoja ir
patogenas, ir audiniy suzalojimas (Norman et al., 1999; Sturm & Chrispeels, 1990).
Misy rezultatai patvirtina, kad augaluose egzistuoja tam tikri bendri biotinio ir abiotinio

atsako | stresus komponentai.
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2.2. Javy genominiai tyrimai

Ilga laikg molekuliniai Zzymenys buvo bene vienintelis biidas tirti sudétingus ir didelius
javy genomus (0,4 x 10° — 1,8 x 10" bp), palyginti juos tarpusavyje bei nustatyti juose
vykstan€ius pokycius. Siekdami jvertinti DNR polimorfizmo lygj ivairiy javy rusiy ir
veisliy genominéje DNR, atlikome RAPD analiz¢ su 34-iais pradmenimis. RaSiai saviti
DNR fragmentai buvo nustatyti rugiy, kvieciy ir mieziy pavyzdziy genominés DNR
RAPD fenotipuose (Zvingila & Popendikyté, 1994). Nustatéme gana auksta viduriisinio
DNR polimorfizmo lygj 18-oje tirty rugiuy veisliy ir genetiniy linijy. Taip pat buvo
tiriamas genominés DNR skaldymo restrikcijos endonukleazémis poveikis polimorfiniy
RAPD juosty susidarymui. Daug mazesnj DNR polimorfizmo lygj nustatéme mieZiy
veisliy pavyzdziuose. Tai, matyt, priklauso nuo $ios riiSies dauginimosi biido. Rugiai yra
kryzmadulkiai augalai, o mieziai — obligatiniai savidulkiai. D¢l Sios priezasties vykstanti
homozigotizacija salygoja mazesnj vidurii§Sini DNR polimorfizmg mieZiuose. Nustatéme,
kad rugiy ir mieziy genominés DNR skaldymas restrikcijos endonukleazémis padidina
tirlamo DNR polimorfizmo lygi. Vélesniuose tyrimuose palyginome dviejy metody
informatyvumg polimorfiniams lokusams mieziy genome nustatyti. Pasirinkg 43 jvairios
kilmés mieziy veisles ir genetines linijas, jose tyréme RAPD ir RAMP polimorfizma
(Zvingila et al., 1999). Gauti rezultatai parodé, kad daugiau polimorfiniy lokusy galima
nustatyti naudojant RAMP metoda, kuris iSryskina ne tik RAPD, bet ir mikrosatelitiniy
lokusy polimorfizmg. Véliau analizavome RAMP Zymeny paveldéjimo palikuoniy
kartose désningumus (Zvingila et al., 2001). Istyréeme dvidesimt penkiy RAMP Zymeny
paveldéjimg F; ir F, hibriduose. Parodyta, kad 80% Siy zymeny yra paveldimi pagal
Mendelio désnius, dé¢l to jie gali biiti panaudoti geny kartografavimui ir selekciniam
darbui.

2.3. Mieziy HVKNOX3 geno polimorfizmo tyrimas

Literatiros duomenimis, HVKNOX3 gene (naujesnéje literatiiroje vadinamas BKn3)
jvykusios mutacijos (305 bp duplikacija IV introne) sukelia homeozing ziedo daliy
transformacija. Dél to buvo susidométa §iuo genu. Vadinamiesiems Hooded mutantams
vietoje akuoto arba ant akuoto susidaro papildomas Ziedas (Miiller et al., 1995). Véliau
buvo nustatyta ir daugiau pokyCiy Sio geno struktiirinéje ir reguliacinéje dalyje.
HVKNOX3 geng tyréme mieziy veisléje ‘Auksiniai II’ (kontrolé — normalus fenotipas)
ir trijuose mieziy mutantuose: Collcess, tweaky spike (tw), tweaky spike 2 (tw,)

(Rancelis et al., 2001). Noréjome nustatyti, ar mieziy mutantinis fenotipas yra susijes su
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pokyciais Siame gene. Prof. Rancelis ir kt. parodé, kad mieZziy mutantai tw ir tw, yra
homeoziniai (Rancelis, 2001; Bielitiniené et al., 2003). Mutantas Collcess yra gautas i§
N.I. Vavilovo vardo Rusijos Augalininkystés mokslinio tyrimo instituto (VIR,
Sankt—Peterburgas). Prie§ tirdami $io mutanto HVKNOX3 gena, pirmiausia atlikome
1Ssamig Ziedyno raidos analiz¢ ir nustatéme, kad tiek savo morfologija, tiek vystymusi jis
tikrai atitinka Hooded tipo mutantus (19 pav.).

1) 2) 3) 4)
19 pav. Mutanto Collcess ziedyno raidos etapai: 1) ant akuoto besiformuojantis papildomas

ziedas; 2) visos trys vienaziedés varputés turi po papildoma zieda ant akuoto; 3) centrinés
varputés sandara; 4) padidintas papildomo Ziedo vaizdas (60 x), kuriame matomos Visos

normaliam ziedui biidingos dalys

Mes tyréme mieziy ‘Auksiniai II” (veislé, i§ kurios gauti mutantai tw it tw,), tw,
tw,, Collcess genotipy HVKNOX3 geno dalj be promotoriaus (nuo 2785 bp iki 10815
bp). Prading pokyciy paieska atlikome PGR biudu pagausinant genoming DNR nuo
pasirinkty pradmeny poros. Po elektroforezés agarozés gelyje aptikome skirtumus tarp
jvairiy genotipy mieziy pagausintos DNR fragmenty dydzio, kuris rodé pakitimus
tiriamy objekty HVKNOX3 lokuse. Buvo atlikta i§samesné polimorfiniy lokusy analizg,
DNR fragmenty klonavimas ir nukleotidy seky nustatymas. Didziausi pakitimai,
palyginus su duomeny bazés duomenimis, kaip ir buvo tikétasi, nustatyti mutanto
Collcess nukleotidy sekoje (8 lentel¢). Sio mutanto HYKNOX3 geno ketvirtajame introne
jvykusi 33 bp delecija ir 305 bp duplikacija, palyginus su laukinio tipo aleliu (k). Taip
pat jame aptikta 18 bp insercija. Be $iy mutacijy, mutanto HVKNOX3 geno tame
paciame introne aptikta ir keletas VNP-o atvejy. Taciau jau minétos trys pagrindinés
mutacijos leidzia istirta mutanto Collcess (Hooded) geng laikyti HYKNOX3 geno aleliu
K, kuris aprasytas Miiller’io ir kt. (1995) mutante Hooded. Remiantis literattiros
duomenimis, §j alelj pagal kilmg¢ galime priskirti Illc aleliy tipui (Badr et al., 2000). Vis
délto, $iy dviejy mutanty tirtoje geno HVKNOX3 dalyje nustatyti trys VNP-0 atvejai,
kurie galéjo atsirasti ilgg laika mutantus saugant geografiskai nutolusiuose geny
bankuose.
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8 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmas (VNP) ir kito pobiidzio pokyc¢iai mieziy mutanty
Collcess (Hooded) ir tw2 HVKNOX3 geno fragmente

Polimorfiniai lokusai mieziy HVKNOXS3 gene
DNR kilmé

414 427" 459 460 497 586 710 859 921 1081 1082 1140° E

Hooded (K) pagal

- T C T T G T T | [ | + +

Badr et al. (2000)
Collcessis VIR |A ] G C T € oG T T | C + +
tw, G + 1/} G c 1/} A G C ] 1/} - -
'Auksiniai 1" (wt) (A + ii G T T A G c | i - _

* - seka pagal Badr et al., 2000

| — polimorfiniai saitai; [J - K i§ VIR ir Badr et al.(2000) skirtumai [J - tw ir veislés 'Auksiniai II'
skirtumai;

H — Zymi 33 bp buvima (+) ar nebuvima (-) 427-459 padétyje;

B — 33 bp insercija nustatyta 425-457 padétyje;

C — zymi (TC) delecijos buvimg (+) ar nebuvima (-)1081-1082 padétyje;

D — zymi 305 bp intarpo buvima (+) ar nebuvimg (-)1140-1444 padétyje;

E — Zymi 18 bp intarpo IV introne buvima (Muller et al., 1995)(GenBank. Accesion number X83518).

Kito miisy tirto originalaus mutanto tw, HVKNOX3 geno sekoje nustatyta keletas
VNP Zymeny (palyginus su HVKNOXS seka i§ geny banko): G vietoje A (5046 padétis),
C vietoje T (5129 padétis), dviejy nukleotidy (TC) delecija (5713 — 5714). Norint
nustatyti, ar Sie pokyciai galéjo nulemti mutantinj ,,apipeSiotos varpos” fenotipa,
reikalingi iSsamesni tyrimai.

Siuo metu yra analizuojama mutanto tw, promotoriaus sritis, o taip pat jdomus §io
tipo mutanty pozymis — genetinis nestabilumas (Rancelis, 2001). Tarp Sio mutanto
palikuoniy retkarCiais biina ir normaliy augaly, kurie vertinami kaip revertantai.
Genetinis tw mutanty nestabilumas pasireiské ne tik pagal griztamasias mutacijas, bet ir
pagal chromosomy aberacijy bei seseriniy chromatidziy mainy daznj. Sukaupta unikali
Siy mutanty revertanty kolekcija (Vaitkiiniené et al., 2006). Atlikti Siy mutanty ir
revertanty tyrimai RAPD metodu parode, kad kai kuriy revertanty RAPD haplotipai
visiskai nesiskyré nuo tw, mutanty (Zvingila et al., in press). Norédami isaiskinti
fenotipo skirtumy tarp Sio tipo tw mutanty ir revertanty, o taip pat genetinio nestabilumo,
stebéto kai kuriose mutanty linijose, priezastis, planuojame naudoti DNR Zymenis,
galinius atskleisti mikrosatelity bei retrotranspozony lokusy polimorfizmg. Galima
manyti, kad mutageno sukeltas stresas galéjo indukuoti judriyjy genomo elementy
transpozicijg. Jeigu §i prielaida bty teisinga, tada biity galima tikétis retrotranspozony
polimorfizmo mieziy revertanty linijose, gautose 1§ genetiSkai nestabiliy mieziy tw

mutanty.
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ISvados

1. RAPD ir RAMP Zymenys yra tinkami augaly genetiniy kolekcijy ir rinktiniy medziy
archyvy pavyzdziy genotipavimui ir genetinés jvairovés jvertinimui. Vertinant
kolekcijy geneting jvairove DNR Zzymenys turéty buti naudojami kartu su
morfologiniais Zymenimis.

2. Reliktinés rusies pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L.) populiacijose nustatytas
gana didelis DNR polimorfizmas (P = 71%) patvirtina anks¢iau kity autoriy
pastebéty reiskinj, kad ne visose nykstanciose riiSyse genetinés jvairoves lygis yra
stipriai sumazejes. Jis taip pat rodo, kad lytinis dauginimasis turéty biiti svarbus Sios
rusies populiacijy atsinaujinimui.

3. Tarp kai kuriy paprastojo uosio (Fraxinus excelsior L.) populiacijy stebimi dideli
genetings jvairoves skirtumai. Nustatyta DNR polimorfizmo ir Shennon‘o indekso
priklausomybé nuo populiacijos augimvietés kontinentalumo ir ilgumos. Didesnis
genetinés jvairoveés lygis stebimas Vakary Lietuvos uosio populiacijose.

4. Populiacijy genetinés jvairovés tyrimai RAPD metodu parodé nevienodg skirtingy
rusiy augaly populiacijy genetinés diferenciacijos laipsnj. Maziausia genetiné
diferenciacija nustatyta medziy riiSiy (uosio, eglés) populiacijose, didziausia —
pelkinés uolaskélés (Saxifraga hirculus L.) ir paprastosios avietés (Rubus idaeus L.)
rusiy populiacijose.

5. Panaudojus EST Zymenis klonuoti du Solanum tuberosum genai (Steil ir Stei2),
dalyvaujantys augalo atsake | patogeninés bakterijos Erwinia carotovora infekcija.
Nustatytas nedidelis Siy geny kopijy skaicius bulviy genome. Savo savybémis Sie
genai panasiis j genus, kuriy raiSka indukuoja ne tik biotinis, bet ir abiotinis stresas.

6. IStyrus dviejy mieziy mutanty (Collcess ir tw,) HVKNOX3 geno koduojanciag dalj,
nustatyti jvairs DNR poky¢iai palyginti su duomeny bazéje (GenBank) esancia §io
geno seka. Taip pat nustatyti nedideli skirtumai tarp veislés "Auksiniai II” ir i§ jo
gauto mutanto tw, HVKNOXS geno seky.
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Perspektyvos

Siekdami genetinés jvairovés tyrimy praktinio pritaikymo toliau tirsime miezius, kaip
vieng 1§ svarbiausiy javy risiy pasaulyje ir Lietuvoje. Numatome darbus, kurie leisty
nustatyti DNR Zymenis, susijusius su atsparumo biotiniam (patogeninio grybo infekcijai)
ir abiotiniam (riigs¢ioms dirvoms) stresui lokusais. Kaip vieng i§ biudy Siam tikslui
pasiekti naudosime informacija, esancig mieziy EST duomeny bazése bei molekuliniy
zymeny genolapius. Planuojame, kad pradiné genetiné medZiaga Siems tyrimams bus
mieziy mutanty kolekcijos pavyzdziai, kuriems budingi jvairis imuniteto sutrikimai.
Siuose darbuose planuojame panaudoti ir tarptautinius mieZiy veisliy bei mutanty
genetinius iSteklius. Numatome modifikuoti augaly jautrumg biotiniam ir abiotiniam
stresui naudodami lasteliy kultiiry metodus, tirsime atsparumo mechanizmy geneting ir
epigeneting prigimtj, vykdysime atspariy lasteliy linijy atrankg ir regeneracija.

Kadangi augaly genomy sekoskaitos projektai niekada neapims visos augaly karalystés,
tai Siuose darbuose, tiriant genetinj kintamuma, molekulinés genetinés jvairovés ir
adaptyvumo santykj, labai svarbu nustatyti molekuliniy Zymeny ry$j su fenotipu.
Lietuvoje kol kas yra mazai darby, kuriuose biity tiriama vietiniy augaly populiacijy
genetine jvairove, todél, norédami uZzpildyti Sig spraga, toliau tirsime §ias populiacijas,
jose vykstancius genetinius procesus, jy priklausomybe nuo ekologiniy ir antropogeniniy
veiksniy. Vykdant augaly populiacijy tyrimus labai svarbu stiprinti bendradarbiavima su
Jvairiy institucijy augaly genetikais, botanikais ir ekologais.

Tesime darbus, kuriuos esame pradéje su VU Botanikos ir genetikos katedros botanikais,
tiriant nykstanc¢iy augaly riSiy geneting jvairove. Taip pat numatome atlikti vaisiniy
augaly ir dumbliy molekulinés taksonomijos tyrimus bendradarbiaudami su VU
Botanikos sodo pomologais bei VU Botanikos ir genetikos katedros algologais.
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