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Santrumpos

A —adeninas

Ala —alaninas

AMOVA — molekulinés genetinés jvairovés analizé (angl. Analysis of molecular variance)
APX — askorbato peroksidazé

bp — baziy pora

C — citozinas

CAPX — citozolio askorbato peroksidazé
Cat — katalazé

chlAPx — chloroplasty askorbato peroksidazé
Cys — cisteinas

DNR — deoksiribonukleornigstis

dNTP — deoksiribonukleotidas

EML — elektromagnetinis laukas

G — guaninas

Gly — glicinas

GIn — glutaminas

GPx — glutationo peroksidaze

GSH - redukuotas glutationas

H>O — vanduo

H20. — vandenilio peroksidas

IRNR — informaciné ribonukleino ragstis
Lys — lizinas

MAPX — peroksisomy askorbato peroksidaze



mMitAPX — mitochondrijos askorbato peroksidazé

NaCl — natrio chloridas

NADPH — nikotinamido adenino dinukleotido fosfato redukuota forma
NH.* — amonio jonas

NJ — kaimyny jungties metodas (angl. Neighbour-joining)

O2 — deguonis

O — superoksidas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

Pro — prolinas

ROS - reaktyviosios deguonies formos (angl. Reactive oxygen species)
SAPX — stromy askorbato peroksidazé

SSR — paprastos kartotinés sekos (angl. Simple sequence repeats)

T —timinas

tAPX — tilakoidy askorbato peroksidaze

Trx — tioredoksinas

UV — ultravioletine spinduliuoté



IVADAS

Mazoji pliadena (L. minor) yra viena labiausiai paplitusiy augaly rasiy Lietuvoje ir visame
pasaulyje. Sis augalas yra nedidelis, laisvai pladuriuoja vandens pavirsiuje, paprastos genetinés
struktdiros ir sugeba prisitaikyti prie jvairiy aplinkos salygy (An et al., 2018). Dél $iy savybiy L. minor
daznai pasirenkamas jvairiuose tyrimuose, tokiuose kaip aplinkos poveikis organizmui. [vairiis
tyrimai parodé, kad L. minor genomo dydis néra stabilus dél santykinai didelio kiekio pasikartojanciy
seky, todél aptinkama didelé genetiné jvairové tarp populiacijy (Hoeck et al., 2015). Lietuvos
L. minor laukiné populiacija dar nebuvo tirta, todél genetinés jvairovés tyrimams galéty bati
panaudojami tiek chloroplasto nekoduojanciy seky fragmentai su mikrosatelitiniais pasikartojimais,

tiek baltymus koduojantys genetiniai zymenys (Wani et al., 2014).

Kadangi Sis augalas yra vienas 1§ labiausiai prisitaikanciy prie besikei¢ian¢iy aplinkos salygy,
galima biity spéti, kad tai uztikrina atitinkami reguliacijos mechanizmai, taciau iki Siol neaisku kaip
evoliuciskai konservatyvis genai pakinta priklausomai nuo kintanciy aplinkos salygy. Nemazai
tyrimy atlikta su antioksidantiniy savybiy turinc¢iais fermentais, tokiais kaip glutationo peroksidazé
(GPx), katalazé (Cat) ir askorbato peroksidazé (APX), nustatyta, kad jy fermentinis aktyvumas
dazniausiai padidéja sukélus augalui oksidacinj stresag (Atamanalp et al., 2019, Varga et al., 2013,
Tlidjen et al., 2012), bet iki Siol néra sukurta metodiky, kurios biity paremtos $iy fermenty geny, kaip
genetiniy zymeny, panaudojimu vykdant populiacinius ar oksidacinio streso poveikio tyrimus. GPx,
Cat ir APx geny seky kintamumo tyrimai, naudojant i§ natiiraliy buveiniy paimty ir eksperimentiniy
L. minor klony isskirta DNR, galéty biiti naudingi ne tik nagrinéjant natiiraliai egzistuojancias §iy
geny alelines formas, bet ir analizuojant variabilias pozicijas geny sekose, kurios iSryskeja paveikus
testuojamus klonus jvairias stresg sukelianciais veiksniais, pavyzdziui, veikiant padidinta
elektromagnetine spinduliuote. Identifikuojant seky pokyc¢ius, tikétina, kad tai sietina su prisitaikymu
prie nepalankiy aplinkos salygy molekuliniais mechanizmais. Tokiy genetiniy reiskiniy laukinéje
populiacijoje bei eksperimentiniuose klonuose, auginamuose jiems nepalankiomis saglygomis, tyrimai
vykdomai siekiant atrinkti jautrius jvairiems iSorés veiksniams L. minor klonus, tinkamus kuriant

unikalig bio-testavimo sistema.



Darbo tikslas — naudojant skirtingus genetinius Zymenis jvertinti L. minor klony genetine
jvairove, budingg laukinei populiacijai bei nustatyti eksperimenti$kai atrinkto klono, veikiamo
padidinta elektromagnetine spinduliuote, genetin} kintamumga vykdant GPx, Cat ir APx geny

sekoskaitg.

Darbo uzdaviniai

1. Jvertinti chloroplasto nekoduojanciy seky mikrosatelitiniy zZymeny variabilumg Lietuvos
L. minor laukinéje populiacijoje.

2. Sukurti pradmenis L. minor geny, koduojanciy skirtingus GPx, Cat ir APx fragmentus,
sekoskaitai bei nustatyti genetinius Zymenis, tinkamiausius vidur@i$inés genetinés jvairoves
tyrimams.

3. Ivertinti elektromagnetinio lauko poveikj genetiniam kintamumui L. minor klonuose,

panaudojant atrinktus genetinius Zymenis.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. L. minor kaip tyrimy objektas

Mazoji plidena (Lemna minor) yra vandeninis augalas, kurio visos augalo dalys pliduriuoja
vandenyje. Sis augalas priklauso Lemnaceae $eimai, kurig sudaro penkios gentys: Landoltia, Lemna,
Spirodela, Wolffia ir Wolffiella. Siuo metu jau yra identifikuotos 37 rasys, kurios priklauso $iai $eimai
(Les et al., 2002). Lemna augalai yra mazesni palyginus su Spirodela ir Landoltia, bet didZiausia
gentis 1§ Lemnaceae Seimos (Wolverton ir McDonald, 1980). IS Siy identifikuoty 37 rasiy daugiausiai

tyrimams yra naudojamos Lemna gibba, Lemna minor ir Spirodela polyrhiza (Borisjuk et al., 2015).

Mazoji pliidena turi nuo vieno iki keturiy lapy, prisikabinanciy prie Saknies, kuri pliiduriuoja
vandenyje (1 pav.). Jy Saknys yra 1-2 cm ilgio, o lapai, pliduriuojantys vandens pavirSiuje, yra

ovalios formos, kuriy ilgis 1-8 mm, o plotis 0,6-5 mm (Wolverton ir McDonald, 1980).

1 Pav. Mazoji pladena (L. minor)

L. minor sugeba prisitaikyti prie jvairiy aplinkos salygy (Landolt, 1986) ir auga nedideliuose
tvenkiniuose, pelkése ar upése, kuriuose gausu maistiniy medziagy. Taip pat gali augti tokiuose
vandenyse, kuriuose yra didelé N, P ir K koncentracija (Chakrabarti et al., 2018). Mazosios pladenos
turi svarbig ekologing reikSme, nes jy produktyvumas yra aukstas, biomas¢ padvigubéja per 1-2
dienas ir yra gausus baltymy Saltinis Siais augalais mintantiems jvairiems vandens pauks$¢iams,
7zuvims ar bestuburiams. Taip pat L. minor déka yra sukuriama buveiné maziems organizmams
(Lemon et al., 2001). Sie augalai yra paplite visame pasaulyje (2 pav.), o jy geografinis pasiskirstymas
stipriai koreliuoja su viduriiSine genetine variacija, net ir esant kloniniam dauginimuisi (Hamrick ir
Godt, 1990).



2 pav. L. minor paplitimas visame pasaulyje (Landolt, 1986).

Nors §ie augalai turi Ziedus ir gali daugintis lytiniu biidu, bet iki $iol néra iSsamios informacijos
apie tokj jy dauginimosi biida. Zinoma, kad daZniausiai jie dauginasi vegetatyviskai pumpuravimosi
biudu, todél genetiskai yra formuojami klonai, kurie sumazina genetinio variabilumo tikimybe,

ivykstancig dél mejozés (Cheng et al., 2009).

L. minor genetiné struktiira yra santykinai paprasta, bei genomui biidingos kartotinés sekos. Dél
Siy savybiy L. minor klonai gali prarasti tam tikrus genus ar jgyti naujy savybiy, todél tiriami
jvairiausi klonai ir jy pritaikymas gana platus, pvz. agrokultiiroje, laboratoriniuose tyrimuose ar kt.
(Hoeck et al., 2015). Patj genomg i$ viso sudaro 40 chromosomy (2n = 40), kuriuose yra 22 382
baltymus koduojantys genai. Genomas gali varijuoti nuo 323 Mbp iki 760 Mbp dél santykinai didelio
kiekio pasikartojanéiy seky. Pavyzdziui, L. minor 5500 klono genomas yra sudarytas i§ 481 Mbp,
kuriame 61,5 % - tai pasikartojancios sekos. Sios sekos suskirstytos j retrotranspozonus (31,20 %),
DNR transpozonus (5,08 %), tandeminius pasikartojimus (3,91 %) ir kitos jokiai kategorijai

nepriskirtos pasikartojancios sekos (21,27 %) (Hoeck et al., 2015).

An su kolegomis atliko L. minor genomo struktiiring analize ir paaiskéjo, kad vidutiniskai geno
ilgis yra2 738 bp, 18 kuriy 1 332 bp yra koduojancios sekos. Vidutiniskai gene yra 4,8 egzony. Ivairios
geny funkcijos dazniausiai susijusios su adaptacija prie kintancios aplinkos, biomasés produkcija ar
atsaku ] abiotinj stresg ir yra labiau iSreikStos negu kitas funkcijas atliekantys genai. Pavyzdziui,
minéto L. minor klono 5500 fermentai - tai 422 baltymai, dalyvaujantys kataboliniuose procesuose,
bei 2739 kiti baltymai, pasizymintys hidrolaziniu aktyvumu. Biosintezés procesuose, tokiose kaip
pirminiuose metaboliniuose procesuose dalyvauja 258 baltymai, DNR metaboliniuose procesuose —
350, angliavandeniy metaboliniuose procesuose — 776 baltymai. L. minor taip pat pasizymi nemazu
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kiekiu baltymy, kurie reaguoja j jvairius stimulus. Pavyzdziui, i stresg reaguoja 529 baltymali, |
abiotinius veiksnius — 86, j ekstralgstelinius stimulus — 19, j endogeninius stimulus — 55. Siy baltymy
déka augalas gali pasalinti tam tikras medziagas i§ neSvaraus vandens ir prisitaikyti prie jvairiy
klimato salygy. Kitas pavyzdys yra L. minor 8627 klonas, kurio genomas sudarytas i§ 800 Mbp
(beveik dvigubai didesnis uz L. minor 5500), pasizymi galimybe pasalinti azotg ir fosforg i§ vandens
(An et al., 2018) bei augti esant aukstai NH*" koncentracijai aplinkoje. Pastebéta, kad tokioje
aplinkoje auginamo §io L. minor klono antioksidantiniy geny ekspresija yra padidéjusi. Pavyzdziui,
suaktyvéjus peroksidazés ar superoksido dismutazés geny veiklai, sumazéja aktyviyjy deguonies

formy koncentracija Igsteléje (Wang W et al., 2016).

Dél isvardinty savybiy ir plataus paplitimo L. minor daznai panaudojamos kaip modelinis
organizmas jvairiems tyrimams (Hoeck et al., 2015). Pavyzdziui, dél sugebéjimo jsisavinti
sunkiuosius metalus i§ vandens ir prisitaikyti prie skirtingy aplinkos salygy, L. minor yra puikus

organizmas tiriant vandens uzterStumo lygj (An et al., 2018).

1.2. Mikrosatelitiniai Zymenys

Vykdant tarpriisinés bei vidurtiSinés genetinés jvairoves, filogenijos ar populiacinés genetinés
strukturos tyrimus, naudojami jvairiis molekuliniai Zymenys. Viena i§ daZniausiai naudojamy Zymeny
sri¢iy yra mikrosatelitai, dar kitaip Zinomi kaip paprastos pasikartojancios sekos (SSR angl., simple
sequence repeats), kurioms biidingi 1-6 nukleotidy pasikartojimai. Siy Zymeny privalumas yra tai,
kad jie gausis ir randami visame genome: koduojanciose ir nekoduojanciose srityse. Tokie Zymenys
identifikuojami i$skiriant mikrosatelitiniais pasikartojimais pasizymincias sekas, apribotas keliais ar

keliomis deSimtimis nesikartojanciy nukleotidy (Herraez et al., 2005).

Mikrosatelitai gali biiti klasifikuojami jvairiais budais, atsizvelgiant | jy savybes: dydj,
pasikartojimy vienety skaiciy arba jy vieta genome. Pagal nukleotidy kiekj pasikartojan¢iame vienete,
SSR yra klasifikuojami j mono-, di-, tri-, tetra-, penta- ar heksa-nukleotidy pasikartojimus, bet
48 - 67 % mikrosatelity yra dinukleotidai daugelyje raisiy. Taip pat juos galima skirstyti ir pagal jy
lokalizacija genome: branduolio, mitochondrijos ar chloroplasto mikrosatelitus (Mieh et al., 2013).
Siy zymeny motyvy variacija reik§mingai skiriasi tarp organizmy. DaZniausiai pasitaikantis
mikrosatelitinis motyvas augaluose yra (AT)n, tuo tarpu (AC)n daugiausiai aprinkamas zmogaus
motyve (Toth et al., 2000). Tam tikram pakartojimy skaiciui tetranukleotido lokusas yra ilgesnis nei
dinukleotido. Gyvinuose dazniausiai pasitaikantis tripleto motyvas yra AGC (40,9 % - 60,9 %), o
augaluose yra AAG tripleto motyvas (28,3 % - 42,1 %, A. thaliana). Augaluose daZniausiai
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pasikartojantis kodonas koduojantis Lys (Arabidopsis) ir Arg (cukranendrése) (Li et al., 2004). Tai
yra svarbu, nes pastebéta, kad aminoriig§iy pakartojimai skirtinguose baltymuose ar lgstelés
lokalizacijose atviro skaitymo rémeliuose yra neatsitiktinis (Richard ir Dujon, 1997). Pavyzdziui,
CGG, CCG, CAG ir GAA pakartojimy koduojanéiy (Ala)n, (Gly)n, (Pro)s, (GIn)s, (LyS)n yra ypaé
gausu primaty genuose (Borstnik ir Pumpernik, 2002).

Daugybe tyrimy buvo atlikta ir pastebéta, kad mikrosatelity pasiskirstymas genome taip pat yra
neatsitiktinis. Didzigjg jy dalis yra aptinkama nekoduojanCiose regionuose ir labai retai —
koduojanc¢iuose. Koduojanciuose regionuose yra atitinkamy nukleotidy kompozicija: A/T
pasikartojimai yra daznesni (11,8 % i§ 45,425 koduojanciy seky), o G/C pakartojimai aptinkami
0,7 % zmoniy koduojanc¢iy geny (Olivero et al., 2003), o Arabidopsis thaliana egzonuose yra didesnis
daznis GA/CT negu AT pasikartojimy. AC/GT pakartojimai gyviinuose yra retesni negu augaly
genomuose (Morgante et al., 2002). Sis Zymuo, spéjama, yra labiau susijes su augaluose dazniau

pasitaikan¢iomis atitinkamomis aminoriig§timis palyginus su gyvinais (Toth et al., 2000).

Nors mikrosatelitai yra laikomi kaip neutraliais DNR Zymenimis, bet pastebéta, kad jy pokyciai
gali paveikti jvairias lastelés funkcijas (3 pav.). Pavyzdziui, SSR sumaz¢jimo ar padidéjimo metu
pakinta kai kuriy geny aktyvumas, tiesiogiai paveikiamas atsakas j geno produkta ar net sukelia
pvairius fenotipinius pokycius (Li et al., 2004). Taip pat manoma, kad lokusai su ilgesniais
pasikartojimy kiekiais pasizymi didesniu prisitaikymo plastiSkumu, ypa¢ tuose genomo regionuose,

kuriuose yra aukstas rekombinacijos santykis (Samadi et al., 1998).

Geno aktyvumo

Chromatino organizacija reguliavimas DNR metabolniy procesy reguliavimas
v 4 >
- — Transliacija | Lasteleés ciklas ‘
— Chromosomy organizacija
— Centromeros ir telomeros
—— DNR replikacija ‘

— Prisijungimo baltymai

— DNR struktdra

3 pav. Tariamos mikrosatelity funkcijos organizme (Li et al., 2004).
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SSR mutacijy daznis yra 102 — 10 per generacija (Mieh et al., 2013). Palyginus su kitomis
sritimis, mikrosatelity mutacijy daznis yra aukstas dél jvairiy priezasciy, tokiy kaip viengrandés DNR
praslydimo, dvigrandés DNR rekombinacijos, dvigubos grandies nutraukimo atstatymo ar
retrotranspozono. Taip pat DNR polimerazés slinkimas gali sukelti trumpalaikj Sablono ir

atsirandancios grandinés disociacija per mikrosatelity replikacija (Dong et al., 2013).

SSR su keliais aleliais yra labiausiai tinkami populiacijy genetiniams tyrimams, o variabilesni
lokusai dazniausiai naudojami genomo Zzemélapio sudarymui. Sie Zymenys taip pat naudingi siekiant
1Sryskinti geografiskai izoliuotas populiacijas ar nagrinéjant populiacijos diferenciacijg ir
identifikacija (Abdul — Munner, 2014). Toks platus mikrosatelity panaudojimas neatsitiktinis: jie yra
specifiski priklausomai nuo lokacijos ar riiSies, turi auksta variabiluma ir juos lengva amplifikuoti

naudojant PGR palyginus su kitais Zymenimis (Dong et al., 2013).

Nors L. minor yra placiai paplitgs visame pasaulyje ir daznai naudojamas jvairiems tyrimams, bet
iki $iol néra daug sukurta genetiniy zZymeny, kurie padéty tyrinéti jy geneting jvairove ar atlikti
filogeneting analiz¢ (Hu et al., 2017). Wani su kolegomis sukonstravo devynis polimorfinius ir 24
monomorfinius naujus L. minor chloroplasto mikrosatelitinius zymenis. Polimorfiniy Zymeny
pasikartojimo motyvai buvo (A)1o arba (T)10, 0 dydZiai svyravo nuo 200 iki 300 bp. Jie buvo patikrinti
su 43 laukinés populiacijos L. minor méginiais, surinktais (26) Kasmyre ir (17) Kvebeko srityse,
Kanadoje. Mokslininkai Kvebeko srityje aptiko vieng haplotipg ir 11 haplotipy nustat¢ Kasmyro
populiacijoje (Wani et al., 2014).

El-Kholy kartu su kolegomis tyré Lemna gibba ir L. minor populiacijy geneting jvairove, méginiai
buvo surinkti skirtingose Nilo deltos srityse (Egiptas). Buvo tirta genetinis rySys tarp nagriné¢jamy
populiacijy, panaudojant kartotiniy paprasty seky intarpy, kuriy pradmenys parodée 100 %
polimorfizma Siame tyrime tirtoms populiacijoms. Gauti rezultatai atskleidé aukSta genetinés
jvairoveés lygj tarp risiy ir rusies viduje, o jy geografinis pasiskirstymas turéjo jtakos tirty populiacijy
genetinei jvairovei (EI-Kholy et al., 2015). Tie patys pradmenys buvo panaudoti ir kitame tyrime,
kuriame taip pat parodé¢ 100 % polimorfizmg visoms 16 Lemna populiacijy, kurias atstovaujantys

méginiai surinkti skirtinguose Vietnamo ir Vakary Kinijos regionuose (Xue et al., 2012).

1.3. L. minor genetiniai Zymenys

Nors L. minor yra puikus modelinis organizmas, bet triikkstant informacijos apie gentinius Zymenis
jvairts tyrimai tampa labai komplikuoti ir riboti. Paskutinius du deSimtmecius DNR sekvenavimui
daZniausiai pasirenkamas chloroplasto genomas, nes daugiausiai surinkta apie jj informacijos ir

12



atlikta viso chloroplasto genomo sekoskaita. Nagrin¢jant chloroplasto genoma, buvo pasitlyti keturi
baltymus koduojantys genai (rpoB, rpoCl, rbcL ir matK) ir trys nekoduojancios sritys (atpF-atpH,
psbK-psbl ir trnH-psbA) kaip optimalios sritys augaly genotipy analizei. Taciau tik koduojancios
sritys iSlaiké amplifikuoto produkto ilgj stabily. O nekoduojanciy sri¢iy amplifikuoti produktai
parodé 579-622 bp (atpF-atpH), 185-576 bp (psbK-psbl) ir 286-504 bp (trnH-psbA) ilgio variacija,

kuri daznai naudojama Lemna rusies identifikavimui (Hollingsworth et al., 2009).

Tik pries kelis metus buvo atlikta viso L. minor branduolio genomo sekoskaita. Iki Siol branduolio
DNR pritaikymas yra ribotas, d¢l sudétingo tinkamy fragmenty suradimo. Genomo regionai, kurie
biity panaudoti kaip genetiniai zymenys turi biiti variabilis, bet tuo paciu turi turéti ir konservatyvius
regionus. Konservatyviis regionai pasitarnauja konstruojant specifinius pradmenis. Ypatingas
démesys skiriamas intronams, kuriy seky variabilumas suteikia galimybe panaudoti jas jvairiems

tyrimams (Appenroth et al., 2013).

1996 metais mokslininkai Cole ir Voskuil tyré L. minor vidurGsing geneting jvairove. IS viso buvo
iStirta 285 augalai, surinkti 11 skirtingy Minesotos viety. Tyrimams buvo parinkti 16 lokusy i§
branduolio genomo sri¢iy. Nors rezultatai parode, kad §io augalo genotipiné jvairové panasi | kity
vegetatyviskai besidauginanciy augaly, taciau i§ 16 tirty lokusy 10 buvo polimorfiniai, aleliy skaicius
vidutiniS$kai buvo 2,2. Mokslininkai nustaté Zemg geny srauto lygj, net ir sugebant Siam augalui laisvai

pluduriuoti vandens pavirsiuje (Cole ir Voskuil, 1996).

Viena 1§ branduolio genetiniy Zymeny grupiy, kurios tyrimams skiriama nepakankamai démesio
yra antioksidantinei sistemai priklausantys fermenty genai. Siy fermenty aktyvumo pokyg¢iai tiriami
daznai, tiriant organizmo atsaka j nepalankias aplinkos salygas. DaZniausiai atitinkamy fermenty
aktyvumai padidéja streso salygomis, taciau iki Siol néra sukurta pradmeny, jgalinanc¢iy panaudoti
Siuos genus kaip genetinius Zymenis. Tokie Zymenys galéty biiti panaudojami tokiems tyrimams,
kuriy metu biity galima iSsiaiSkinti ar antioksidantiniy fermenty aktyvumo pakitimas yra
reguliuojamas genetiniu lygmeniu, pavyzdziui jungiantis transkripcijos faktoriams prie geno

promotoriaus srities.

Streso metu lastelése padidéja reaktyviyjy deguonies formy (ROS) koncentracija, | kurig reaguoja
organizmo antioksidantin¢ sistema. ROS susiformuoja ne tik streso sglygomis, bet ir esant
normalioms aplinkos salygoms. Pavyzdziui, superoksidas (O27), vandenilio peroksidas (H202) ar
alkoholio radikalas susidaro dél elektrony iSmetimo per mitochondrijos kvépavimo granding arba per

tam tikras fermentines reakcijas, tokias kaip NADPH oksidacija, monoamino oksido fiziologinés
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reakcijos metu (Ren et al., 2017). Taciau biotinis ir abiotinis stresas stipriai padidina ROS
koncentracija lastelése, tokiy kaip superoksidy radikalai, hidroksilo radikalai ar vandenilio
peroksidai, kurios gali bti toksinés lastelei. Siuo atveju aerobiniai organizmai turi kelias fermentines
ir nefermentines sistemas, kurios neutralizuoja Siuos junginius (Margis et al., 2008). Tokie
antioksidantai veikia dviem mechanizmais: suteikdami elektrong laisviesiems radikalams ar
pasalindami ROS, reaktyviuosius azoto junginius. Pavyzdziui, antioksidanty fermentai tokie, kaip
glutationo peroksidazé ar katalazé katalizuoja vandenilio peroksido skilimg dideliu efektyvumu streso
salygomis. Kai $iy fermenty reguliavimo mechanizmai yra sutrikdomi, jie nebeatlieka savo funkcijos
ir Iasteléje padidéja ROS produkcijos ekspresija, kuri sukelia oksidacinj stresg lasteléje (Kivrak et al.,
2017).

1.3.1. Glutationo peroksidazé

Glutationo peroksidaze (GPx) (EC 1.11.1.9 ir EC 1.11.1.12) yra bendras fermenty Seimos
pavadinimas, kurie katalizuoja vandenilio peroksidg ar vykdo organiniy hidroperoksidy redukcijg iki
vandens ar atitinkamy alkoholiy. Jos gali biiti selenocisteing ar cisteing (Cys) turincios izoformos ir
kaip redukuojantj agenta panaudoja glutationg ar tioredoksing (Trx) (Herbette et al., 2007). I§ viso
yra zinomos aStuonios GPx izoformos, i§ kuriy penkios selenocisteing (GPx1-4 ir GPx6) turin¢ios

1zoformos ir trys cisteing turin¢ios izoformos (Lei et al, 2016).

Selenocisteino glutationo peroksidazés izoformos daZniausiai aptinkamos gyvinuose ar kai
kuriuose dumbliuose (Selles at al., 2012). Zinduoliuose yra maziausiai penkios GPx izoformos, kurios
skiriasi savo struktiira, substrato specifiskumu ar audinio pasiskirstymu (Milla et al, 2003). Sios GPx
izoformos kaip redukuojantj agenta naudoja glutationg. Glutationas (GSH) yra endogeninis
antioksidantas ir svarbi lastelés apsauga prie$ oksidacinj poveikj. GSH reaguoja su laisvaisiais
radikalais lgsteléje, sumazindamas Igstelése esantj vandenilio peroksido kiekj bei aktyvuoja
glutationo peroksidaze (GPx), glutationo reduktaze ir glutationo — S — transferaz¢ (Herbette et al.,
2007).

Tuo tarpu cisteino peroksidazés izoformos randamos kituose organizmuose, tokiuose kaip
bakterijose, grybuose ar augaluose. Augaly GPx klasifikuojama kaip penktoji peroksiredoksiny
grupé, nes jie gali redukuoti peroksida su didesniu efektyvumu, panaudojant tioredoksino sistema
negu glutationg kaip redukuojanti agenta. Trx yra ubikvitininis maZzas (12 kDa) fermentas su —-CGPC-
motyvu aktyviajame centre. Molekuliniu lygmeniu augaly GPx genai yra artimai susij¢ su gyviny
fosfolipidine vandenilio peroksido glutationo peroksidaze, kuri naudoja cisteing vietoj selenocisteino

kataliziniame motyve. Taip pat istirta, kad tik du Cys (Cys?’ ir Cys'®®) vietoj trijy, sudaro disulfidinj
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tiltelj katalitiniame cikle ir su Trx susijusia regeneracija. Sios reakcijos metu vyksta substrato
nukleofilinis atakavimas N-gale esancio cisteino ir susijes su sulfeno riigSties formavimu Sioje
liekanoje, iSskirdamas vandenj ar alkoholio molekulg kaip Salutinj produkta, priklausomai nuo
substrato prigimties (4 pav.). GPx aktyviosios formos perdirbimas dazniausiai vyksta dél

ditolio/disulfido mainy panaudojant Trx (Selles at al., 2012).

Vi==p)

S SH
/ /
Trx -y I Trx\
S SH

4 pav. GPx redukcijos supaprastintas mechanizmas vandenilio peroksidui. Vandenilio
peroksido redukcija ir GPx regeneracija thioredoksino déka (Herbette et al., 2007).

Augaly kaip ir gyviiny GPx Seimos yra pasiskirsciusios skirtingose lokalizacijose (Margis et al,
2008), tokiose kaip chloroplaste ar mitochondrijoje, bet kai ROS koncentracija Igsteléje padidéjusi,
Sios peroksidazés buvo randamos ir kitose srityse, tokiose kaip peroksisomose, mitochondrijose,
glikosomose, endoplazminiame tinkle (Milla et al, 2003). Atliekant tyrimus, pastebéta, kad GPx
IRNR lygio padidéjimas yra priklausomas nuo streso rusies. Pavyzdziui, stipriai padidéja patogeno
infekcijos (Criqui et al., 1992), mechaninés stimuliacijos (Depege et al., 1998), aukstos drusky ar
metalo koncentracijos metu (Sugimoto ir Sakamoto, 1997). Taigi, padidéjusi augalo GPx

koncentracija apsaugo lasteles nuo streso sukelto oksidacinio poveikio (Milla et al., 2003).

Zhou su kolegomis nagriné¢jo augaly GPx geny Seimg ir jy atsaka ] stresg. Kaip modelinis
organizmas buvo pasirinktas agurkas (Cucumis sativus), kuriame identifikavo SeSis GPx genus,
keturiose i$ septyniy chromosomy agurko genome. Remiantis Arabidopsis, Oryza ir Sativa
organizmy GPx geny filogenetine analize, visus GPx genus suskirsté¢ | penkias grupes. O geny
struktiiros analizé atskleidé konservatyvy Siy geny egzono ir introno strukttiros modelj. Visi tirti GPx
genai turéjo penkis intronus, iSskyrus vieng GPx gena, kuris tur¢jo tik keturis intronus. O visy GPx
egzony ilgiai buvo panasis tarp visy tirty geny. Tame paciame tyrime buvo nagrinéjama GPx geny
transkripcinis reguliavimas ir promotoriy srityse nemaZzai atrasta cis veikian¢iy reguliavimo
elementy, kuriuos suskirsté j tris grupes. Kiekvienas GPx genas tur¢jo bent vieng cis elementa, o |

stresg reaguojantys buvo atrasti $esi skirtingi cis elementai (Zhou et al., 2018).
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Nors L. minor GPx genai iki $iol néra istirti, bet atlikta nemazai tyrimy, susijusiy su stresu ir
GPx fermenty aktyvumo poky¢iais. Pavyzdziui, Tjidjen su kolegomis tyré oksidacinio streso poveiki
L. minor ir kaip biomolekulinj zymenj naudojo GPx fermentg. Tyrimo metu L. minor buvo paveikta
herbicidu diklofopo metilu, skirtingomis koncentracijomis 17,5 pg/L, 35 ug/L, 70 ug/L. Po 21 dienos,
gauti rezultatai parodé, kad GPx aktyvumas yra tiesiogiai priklausomas nuo auginimo su herbicidu
trukmés ir jo koncentracijos (Tjidjen et al., 2012). Kita mokslininky grupé augino L. minor 21 diena,
paveiktus biopesticidais skirtingomis koncentracijomis (4 pL/L, 80 uL/L,120 puL/L). Lyginant su
kontrole, GPx aktyvumas taip pat reikSmingai didéjo didéjant biopesticidy koncentracijai ir auginimo
trukmei (Atamanalp et al., 2019).

Apie augaly GPx geno polimorfizma taip pat néra informacijos, bet nemazai tyrimy buvo atlikta
su zmoniy lgsteliniy GPx1. Tokio tipo tyrimuose dazniausiai stebima pacienty su tam tikra liga geny
polimorfizmo pokytis lyginant su sveikais zmonémis. Pavyzdziui, tiriant Zzmoniy GPx1 gena, kuris
lokalizuojasi Zmogaus 3p21 chromosomoje, buvo pastebéta heterozigotiSkumo praradimas ir
aptinkamas tik vienas i§ dviejy alelinis variantas pacientams, sergantiems plauciy, krities, galvos,
kaklo ar storosios Zarnos véZziu. Praradus heterozigotiSkuma, reikSmingai sumaz¢ja GPx1 fermento
aktyvumas. Taip pat yra gerai istirtas to paties geno Prol98Leu polimorfizmas. Nustatyta, kad krities
vézio lastelése dazniausiai randamas Leu (CTC) alelis, kuris yra maziau jautrus selenui negu Pro
(CCCQ) alelis. Kadangi zmoniy GPx1 yra nuo selenocisteino priklausantis, todél sumazéjus seleno

jautrumui, sumazéja GPx1 fermento aktyvumas (Lubos et al., 2011).
1.3.2. Katalazé

Katalaz¢ (E.C.1.11.1.6; vandenilio peroksido oksireduktaze¢; Cat) yra vienas 1§ labiausiai
paplitusiy antioksidantiniy fermenty, apsauganciy organizma nuo oksidacinés Zalos, katalizuodama
H,0; skilimg j H2O ir Oy. Sis fermentas yra tetrameras, sudarytas i§ keturiy polipeptidiniy grandiniy
ir turintis hemo grupe (Sun et al., 2018). Nors néra tiksliai aprasyta reakcijos mechanizmo, bet jvairts
tyrimo rezultatai parodé, kad Oz gaunama i$ vienos H2O2 molekulés (Kato et al., 2004), o kita H20:
molekulé yra redukuojama iki dviejy vandens molekuliy (5A pav.). Sp¢jama, kad vyksta keturiy etapy
redokso reakcija (5B pav.), dalyvaujant Fe'' gelezies jonams, kurie yra fermento hemo grupés
aktyviajame centre. Kai vandenilio peroksidas patenka j aktyvyjj centra, jis saveikauja su Asn148 ir
His75 aminortigstimis, kurios sukelia protono perkélimg tarp deguonies atomy, suformuodamos

V= 0 reaguoja su antrgja

Fe'V=0 junginj ir atlaisvinama naujai susiformavusi vandens molekulé. Fe
vandenilio peroksido molekule, kurios metu atstatoma Fe'"" ir i§skiriama viena vandens ir deguonies

molekulé (Mhamdi et al., 2010).
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5 pav. Supaprastintas katalazés veikimo mechanizmas. A — vandenilio peroksido virtimo j
vanden] ir deguonj reakcija. B — Keturiy etapy redokso reakcija. Roméniski skaiciai indikuoja hemo
gelezies oksidacine biiseng, Por™ indikuoja porfirino katijono radikalg. Skirtingomis spalvomis

pazymétos i$ kurio vandenilio peroksido susidaro vanduo ir i§ kurio susidaro deguonis (Mhamdi et
al., 2010).

Ivairtis tyrimai parodé, kad Cat dazniausiai aptinkama peroksisomose, glikosomose,
citoplazmoje ir tik nedidelis kiekis randamas mitochondrijoje (Song X H, 2007). Dazniausiai
gyvinuose, jskaitant Zinduolius, Cat genas yra tik vienas, o augalai jprastai turi tris Sios Seimos genus.
Pavyzdziui, Arabidopsis thaliana turi tris Cat genus, i$§ kuriy du yra pirmoje chromosomoje (CATI,
CAT3), o treciasis Cat genas yra ketvirtoje chromosomoje (CAT2) (Frugoli et al., 1996), taciau visi
transliacijos produktai sudaryti i§ 492 aminortigs¢iy su dideliu panasumu tarp seky (Mhamdi et al.,
2010).

Siy geny nomenklatiira skiriasi tarp augaly rii$iy, todél jos buvo suklasifikuotos j tris klases (1
Lentelé). Pirmai klasei priklausan¢ios Cat yra dazniausiai ekspresuojamos fotosintetiniuose
audiniuose, o antros klasés Cat yra susijusios su vakuolés audiniais ir treciajai klasei priklausancios
Cat dazniausiai aptinkamos s¢klose bei reproduktyviniuose audiniuose. Nors Sios klasés iSskirstymas

néra tikslus tarp rusiy, bet jy funkcija yra labai konservatyvi (Mhamdi et al., 2010).
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1 Lentelé. Katalaziy klasifikacija skirtingose ruSyse (Willekens et al., 1995).
1 Klasé¢ 2Klasé 3 Klasé

Tobacco Catl Cat2 Cat3
Arabidopsis = CAT2 CAT3 CAT1
Maize Cat2 Cat3 Catl
Pumpkin cat2 cat3 catl
Rice CatC CatA CatB

Cat geno ekspresijos lygis yra priklausomas nuo biotinio ir abiotinio streso. Dazniausiai streso
metu Cat aktyvumas padidéja, bet kartais dél atitinkamy priezasCiy gali ir sumazéti. Tada labiau
suaktyvéja kity antioksidantiniy fermenty aktyvumas, tokiy kaip GPx ar tioredoksino peroksidazés.
Tai parodo, kad antioksidantiniy fermenty aktyvumas yra priklausomas ne tik nuo ROS
koncentracijos lastelése, bet ir nuo kity fermenty aktyvumo. Taip Iagstelé turi kelis apsaugos

mechanizmus nuo ROS (Sun et al., 2018).

Nemazai yra atlikta tyrimy su Cat, panaudojant L. minor kaip modelinj organizmg. Deja dar
néra sukurta pradmeny, galinan¢iy panaudoti §j geng kaip genetinj zymenj, todél visi tyrimai susije
tik su Cat fermento aktyvumo poky¢iais streso saglygomis. Pavyzdziui, vieno tyrimo metu mazoji
pludena buvo paveikta gyvsidabriu, kadmiu ir chromu, kuriy koncentracijos kilo nuo 0,02 iki
20 mg/L. Gauti rezultatai parode, kad Cat aktyvumas reik§mingai prad¢jo didéti gyvsidabrio, kadmio
ir chromo atveju, kai jy koncentracija pasieké 0,2 mg/L (Varga et al., 2013). Kitame tyrime sukélus
augalui stresg, Cat aktyvumas ne visada padidéjo. Pavyzdziui, Wang su kolegomis augino L. minor
NH4" terpéje vietoje azoto, kurio koncentracija buvo 84 mg/L ir 840 mg/L. Mokslininkai nustaté, kad
Cat aktyvumas reik§mingai mazéja didéjant NH4™ koncentracijai, lyginant su kontrole (Wang et al.,
2016).

Iki Siol vykdant Cat geny tyrimus, susijusius su oksidaciniu stresu, dazniausiai tiriama Zmoniy
Cat geno raiska. Pavyzdziui, nagrin¢jant -262T>C polimorfizmg Zmogaus Cat gene, buvo istirta 216
Rusijos 1 tipo diabeto pacientai. Nustatyta, kad -262TT Cat genotipas 1émé didesnj geno aktyvuma,
kuris reik§mingai skyrési nuo -262CC genotipo, budingo kontrolinei grupei (Chistiakov et al., 2006).
O promotoriaus srityje netoli transliacijos iniciacijos vietos, esantis polimorfizmas Cat -21A/T, neturi
jitakos katalazés aktyvumui, 0 Hiragi su kolegomis nustaté reikSmingus Sios srities pokycius tarp

pasirinkty trijy Brazilijos populiacijos grupiy (Hiragi et al., 2011).

1.3.3. Askorbato peroksidazé

Askorbato peroksidazé (APx, EC 1.11.1.11) yra viena i§ pagrindiniy fermenty, kuri

detoksikuoja H202 augaluose. Sis APx genas priklauso multigeny ir peroksidaziy $eimai, turinéiai
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hemo grupe ir galinciai katalizuoti nuo H2O2 priklausancia jvairiy organiniy molekuliy oksidacija
(Lazzarotto et al., 2011).

Ivairiis genominiai tyrimai atskleidé didele APx jvairove augaly karalystéje, kuri svarbi ne tik
H202 mazinimui lastelése, bet taip pat ir augimo reguliacijai. Skirtingos APx izoformos yra
klasifikuojamos pagal jy lokalizacijg lastelése. Pavyzdziui, APx aptinkamos citozolyje (cAPx),
mitochondrijose (mitAPx), chloroplastuose (chlAPx), chloroplasty stromoje (sAPx), tilakoiduose
(tAPx), peroksisomose (mAPx) (Teixeira et al., 2006). Siy izofermenty skai¢ius yra skirtingas
jvairiuose augaly risyse. Pavyzdziui, Arabidopsis thaliana turi devynias APx izoformas, kurios yra
pasiskirste skirtingose lastelés lokalizacijose, tokiose kaip citozolis, mitochondrijos ar chloroplastai
(Narenda et al., 2006). Kitame augalo modeliniame organizme, tokiame kaip Oryza sativa, APx geny
Seima sudaryta i§ aStuoniy nariy, kurie yra randami citozolyje, peroksisomoje, chloroplasty stromoje

ar tilakoiduose (Teixeira et al., 2006).

APx izoformos skiriasi viena nuo kitos ne tik dél lokalizacijos, bet ir dél struktiiriniy ar kinetiniy
savybiy, tokiy kaip molekulinis svoris, optimalus pH, stabilumas, katalitinis santykis ar substrato
afiniSkumas. APx katalitinis aktyvumas yra priklausomas nuo gelezies, esanc¢ios hemo grupéje ir jos
trikumas sumazina $io fermento aktyvuma. PanaSus poveikis pasireiskia, ypa¢ cAPx, sumazéjus
askorbato koncentracijai. Esant pakankamam askorbato kiekiui, APx efektyviai apsaugo augalus nuo
oksidacinés Zalos (Shigeoka et al., 2002), o esant mazesnei nei 20 pM askorbato koncentracijai APx
pasidaro nebeaktyvus. Taip atsitinka todél, kad APx dalyvauja askorbato — glutationo cikle ir
askorbatg panaudoja kaip elektrony donorg katalizuojant H202 j H2O (Correa-Aragunde et al., 2013).

ROS lygio reguliavimas pagal APx yra priklausomas nuo izofermento lokalizacijos lastelése
(Caverzan et al., 2012). Dazniausiai visy APx izoformy, kaip ir Cat ar GPx, aktyvumas padid¢ja
sukélus organizmui biotinj (patogeno atakavimas, fizin¢ zala) ar abiotinj (UV radiacija, oksidacinis
stresas) stresg (6 pav.). Priklausomai nuo APx lokalizacijos, augalo ir streso riisies, skirtingai
reaguojama | stresa. Pavyzdziui, Arabidopsis thaliana cAPx tranksripcijos lygis padidéja keturis
kartus sukelus sausrg augalui, o atsigaunant nuo sausros sukelto streso cAPx aktyvumas gali padidéti
net ir 15 karty. Sunkieji metalai taip pat sukelia stresg augalui, bet buvo pastebéta, kad paveikus
Pisum sativum L. kadmiu fermentiné ir nefermentiné antioksidaciné apsaugos sistema suaktyvéjo, o
APx aktyvumas ir jo transkripcija reikSmingai nepasikeité (Romero-Puertas et at., 2007). Taip pat
pastebéta, kad daugelyje augaly rasiy chlAPx ir mAPX efetyviai detoksikuoja H.O2 normaliomis ir
streso salygomis, o cAPx dazniausiai mazina H2O2 koncentracijg tik streso metu (Mittler ir Zilinskas,

1994).
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6 pav. APx izoformos ir ROS pertekliaus eliminavimas skirtinguose 1gstelés kompartmentuose.
MDHA — monodehidroaskorbatas. — gal taip pat reikia autoriaus (Caverzan et al., 2012).

Nors néra atlikty tyrimy, susijusiy APx genu L. minor organizme, bet mokslininkai tyrinéjo
APx fermento aktyvumo pokycius, sukélus augalui atitinkama stresg. Pavyzdziui, 2010 metais buvo
atliktas tyrimas su L. minor, sukélus osmotinio slégio stresg. Lyginant pokytj tarp kontroliy ir
15 dieny paveikty osmotiniais agentais augaly, APx aktyvumas reikSmingai pasikeité: NaCl (50 mM)
ir manitolio (100 mM) atveju padidéjo 45 %, manitolio (50 mM) padidéjo 32 %, o polietilen glikolio
(50 mM) atveju pakilo net 106 % (Radic ir Pevalek-Kozlina, 2010). Taip pat Tlidjen su kolegomis
augino mazaja plidena streso salygomis, kai i vandenj jdéjo diklofopo metilo jvairiomis
koncentracijomis: 0 (kontrol¢), 17,5 ng/L, 35 pg/L, 70 pg/L. Po 7 dieny buvo pastebétas rySkus APx
fermento suaktyvéjimas, palyginus su kontrole. Kuo ilgiau L. minor buvo laikoma streso sglygomis
ir kuo didesn¢ diklofopo metilo koncentracija, tuo labiau did¢jo APx aktyvumas (Tlidjen et al., 2012).
Wang su kolegomis taip pat nustatin¢jo antioksidantiniy fermenty aktyvumo poky¢€ius streso
sglygomis. ] L. minor auginimo terpe¢ vietoj azoto jdéjo NH4*, kurio koncentracija buvo 84 mg/L ir
840 mg/L. Mokslininkai pastebéjo, kad APx aktyvumas buvo didziausias esant didziausiai 840 mg/L
koncentracijai, o Zemiausias aktyvumas, lyginant ir su kontrole, buvo kai NH4" koncentracija sieké

84 mg/L (Wang et al., 2016).
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1.4. Elektromagnetinio lauko poveikis augalams

Oksidacinj stresg organizmui gali sukelti ir elektromagnetinis laukas (EML), kurio foninis lygis
natiralioje aplinkoje Zzemas, o poveikis — beveik nepastebimas. [vairaus daznio EML atsiranda dél
zmoniy veiklos ir kasmet did¢ja dél naudojamy bevielio rySio technologijy, jskaitant mobiliuosius
telefonus, Wi-Fi ir kitus susijusius jrenginius. Kadangi gyvenamojoje aplinkoje nejonizuojancia
spinduliuote skleidzianc¢iy prietaisy Zenkliai daugéja, o jvairiis organizmai néra tobuli dialektrikai,
todél vis daugiau démesio skiriama jy poveikiui, priklausomai nuo EML amplitudés, daznio, bangy

ilgio, audinio tankio ar kity parametry (Vian et al., 2016).

Elektromagnetiné spinduliuoté charakterizuojama elektrinio lauko stipriu E (V/m), magnetinio
lauko stipriu H (A/m), elektromagnetiniy bangy galios srautu (W/m?), dazniu (Hz) bei bangos
ilgiu (m), o Sios savybés iSreiSkiamos per lygtj (7 pav.). Klasikiné EML teorija paremta Maksvelo
lygtimis. Sios lygtys aprao bangy sklidima jvairiose terpése, tatiau jas i$spresti biologiniy objekty
atvejais yra labai sudétinga (Vian et al., 2016).

7 pav. Elektromagnetinis laukas. Kair¢je — elektromagnetinio lauko bangy schema, kai E —
elektrinis laukas, B — magnetinis laukas, A — atstumas tarp bangos virsiiniy (bangos ilgis, m); DeSinéje
— lygtis, f —bangos daznis (Hz arba 1/s), ¢ — bangos sklidimo greitis (m/s) (Vian et al, 2016).

Saveika tarp gyvosios materijos ir elektromagnetinés spinduliuotés gali padidinti audinio
temperatiira, taip sukeldamas tam tikrus metabolinius atsakus. Siekiant i$siaiSkinti kokj poveik] turi
EML Zmogaus sveikatai, didZioji tyrimy dalis atlieckama su gyvinais ir augalais. Tam tikrais atvejais
augalai turi ir pranaSumy prie§ gyviinus. Pavyzdziui, augaly stabili vieta suteikia galimybe nuolatos
veikti EML, dauginasi vegetatyviskai, bei lengviau aptikti organizmo poky¢ius, kurie padéty suprasti

koks yra EML poveikis organizmui (Kvirak et al, 2017).

2005 metais buvo atliktas tyrimas, kurio metu tyrée EML poveikj gyviesiems organizmams. Kaip
modelinis organizmas buvo pasirinktas L. minor ir paveiktas skirtingo daznio EML (400, 900,
1900 MHz). Gauti rezultatai parodé, kad augaly, paveikty 2 val. 23 V/m 900 MHz EML, augimas

stipriai sumazéjo, o 400 MHz netur¢jo jokio poveikio augalams. Paveikus augalus ilgiau (14 val.)
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silpnesnio stiprumo (10 V/m) taip pat neigiamai paveiké mazyjy plideny augima. Tirtos peroksidazés
aktyvumas lyginant su kontrole padidéjo 41 %, veikiant 2 val. 41 V/m 900 MHz EML (Tkalec et al.,
2005).

Nors zinoma, kad auksto daznio EML poveikis augalams yra jvairus, pradedant nuo DNR Zzalos
ir su jais susijusiais mechanizmais iki metaboliniy procesy poky¢iu lastelése. Tokie poky¢iai lastelése
turi neigiamos jtakos organizmui (Vian et al., 2016). Taip pat neigiamg jtaka gali turéti ir veikiant
augalus Zemesnio daznio EML ilggjj laikotarpj, taciau iki Siol apie tokius tyrimus néra duomeny.
Turint atitinkamus genetinius Zymenis, bty galima nustatyti ar kasdieniniai jrenginiali,

spinduliuojantys EML turi poveikj organizmams.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tyrimy objektas

Tyrimai buvo atlickami Gamtos tyrimy centre Molekulinés ekologijos laboratorijoje. Siame
darbe buvo panaudota 12 mazyjy pladeny (L. minor) laukinés populiacijos méginiy, surinkty i$
natiraliy populiacijy Neries ir Nemuno upiy Molekulinés ekologijos laboratorijos darbuotojy

(2017 m.). Atstumas tarp rinkty populiacijy yra 95,3 km. Gauti klonai jvardinti:

e Neries upé, Vilnius 54° 45° 48.25%, 25° 21 14.53“ -S1, S2, S3, S4, S7, S9, S10, S11, S12;
e Nemuno upé, Kaunas 54° 53 39.65%, 23° 53 4.52“ - A, B, C, D.

Analizuojant mikrosatelitinius Zymenis, laukinés populiacijos L. minor méginiai taip pat buvo
panaudoti i§ Nemuno ir Neries upiy, surinkty Molekulinés ekologijos laboratorijos darbuotojy

(2016 m.). Gauti klonai jvardinti:

e Neries upé, Vilnius 54° 45° 48.25%, 25° 21° 14.53 - 22, 23, 24, 25;
e Nemuno upé, Kaunas 54° 53 39.65%, 23° 53¢ 4.52* — 15, 16, 17, 18.

Augalai i§ gniuzulo buvo sterilinti ir jvesti j in vitro kultirg. Klonai auginami skystoje
Steinbergo terpéje (ISO 20079), persodinami kas 7 — 10 dieny | nauja terpg. Auginimas vyksta
kontroliuojamose salygose prie 25-26°C temperatiiros, 16/8 val. Sviesos ir tamsos periodu,

apSvietimas OSRAM L 36/77 Fluora lempomis, $viesos intensyvumas 90-100 pE m?s™ .

2.2. Iranga ir medZiagos
Laboratoriné jranga ir priemonés:

e Vienkartinés latekso pirstinés,

e Sterilts mégintuvéliai (0,2 ml, 0,5 ml),

e Automatinés pipetés ,,Eppendorf Research® (0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl),
e Sterillis vienkartiniai antgaliai (10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl),

e Matavimo cilindras 100 ml,

e Analitings svarstyklés,

e Distiliuotas vanduo,

e 70 % etanolis,

e Purtykle ,,Vortex-T Genie 2 (Scientific Industries, JAV),

e Spektrofotometras ,,NanoDrop® ND-1000* (Thermo Scientific, JAV),
e Termocikleris ,,Eppendorf Mastercycler* (Eppendorf AG, Vokietija),

23



Elektroforezés energijos valdymo blokas ,,GE Healthcare EPS 301 (GE Healthcare Life
Sciences, JAV),

UV transiliuminatorius ,,BioDocAnalyze“ (Herolab GmbH, Vokietija),

Centrifuga ,,Heracus Multifuge 3L*.

Reagentai:

Steinbergo terpé,

DNR i8skyrimo rinkinys ,,Dneasy Plant Mini Kit* (QIAGEN, Vokietija),

DNR iSskyrimo i§ elektroforezés gelio rinkinys ,,PureLink Quick Gel Extraction Kit*
(Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

Skystas azotas,

Oligonukleotidiniai PGR Pradmenys (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

PGR komponenty miSinys ,,DreamTag PCR Master Mix (2x)*“ (Thermo Fisher Scientific,
Lietuva),

DNR ilgio standartas ,,GeneRuler DNA ladder Mix* (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),
Bromfenolio mélis ,,6X DNA loading dye* (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

Agarozés milteliai ,,SeaKem®, LE Agarose* (Lonza Group Ltd, JAV),

IXTAE buferis,

Etidzio bromidas (10 mg/ml) (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

Sarminé fosfatazé »FastAp* (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

Egzonukleaze I (Thermo Fisher Scientific, Lietuva).

2.3. Metodali

2.3.1. DNR iSskyrimas i§ augalo

L. minor DNR i$skyrimui buvo panaudotas rinkinys ,,Dneasy Plant Mini Kit*.

DNR iSskyrimo 1§ augalo atlikimo tvarka:

1. Meéginys (< 100 mg drégno augalo svorio) suardomas uzpilant skystu azotu ir su lazdele

sutrinama iki vientisos mases.

I sutrintg méginj jpilama 400 uL AP1 buferio ir 4 uL. Rnazés A. SumaiSomas ir inkubuojamas
10 min, 65 °C.

Idedama 130 pl P3 buferio, sumaiSoma ir inkubuojama 5 min lede.

Lizatas centrifuguojamas 10 min, 12 800 rpm.
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5. Pipete lizatas jpilamas j ,,QIAshredder” kolonéle, idéta i 1,5 ml surinkimo mégintuvélj.
Centrifuguojama 2 min, 12 800 rpm.

6. Pratekéjes skystis perkeliamas j naujg 1,5 mL mégintuvélj, nepaimant nuosédy. Ipilama 1,5
tiirio AW1 buferio ir sumaiSoma pipete.

7. Perkeliama 650 pl mi$inio i ,,Dneasy Mini“ kolon¢lg, idéta i 2 ml surinkimo mégintuvélj.
Centrifuguojama 1 min, 12 800 rpm. Pratekéjes skystis iSpilamas ir veiksmas pakartojamas
su likusiu meéginiu.

8. Kolon¢lé patalpinama j naujg 2 ml surinkimo mégintuvélj. Ipilama 500 ul AW?2 buferio ir
centrifuguojama 1 min, 12 800 rpm. I$pilamas pratekéjes skystis.

9. Ipilamas dar 500 ul AW2 buferio ir centrifuguojama 2 min, 12 800 rpm.

10. Kolon¢l¢ perkeliama j nauja 1,5 ml mégintuvélj.

11. Jdedama 100 pul AE buferio ir inkubuojama 5 min, kambario temperatiiroje (15-25 °C).
Centrifuguojama 2 min, 12 800 rpm.

2.3.2. DNR Svarumo ir koncentracijos nustatymas

Isskirto augalo DNR koncentracija ir Svarumas nustatomas ,NanoDrop ND-1000*
spektrofotometro pagalba. DNR méginiai tiriami 260 nm ir 280 nm ilgio bangomis. Optiniy tankiy
A260/A280 santykis rodo DNR meéginiy Svaruma. Jei jis svyruoja tarp 1,8 — 2,0, méginyje yra mazai

baltymy priemaiSy, tod¢l tinkamas tolimesniems tyrimams.

Matavimo metu imama 1-2 pl DNR. Nustaéius kiekvieno DNR méginio koncentracija,
paruoSiamas DNR tirpalas, atskiedziant distiliuotu vandeniu iki 5 ng/ul DNR koncentracijos. Gauti

ir atskiesti DNR méginiai laikomi -20 °C temperatiiroje.

2.3.3. L. minor auginimas paveikus elektromagnetiniu lauku

Bandymui L. minor S2 viena kolonija (3 gniuzulai) auginama 15 ml Steinbergo terpéje, Petri
leksteléje. Kas septynias dienas augalai persodinami j naujg terpe. Po 2 savaiciy trukmés medziaga
fiksuojama, paliekant i$ kiekvienos varianto Iékstelés po vieng gniuzulg bandymo tesiniui, perkeliant
] naujg terpg. ApsSvietimo Salygos ~70-80 pmol. Temperatiira 25°C£2°C. Kiekvienam bandymo
variantui imamos po 3 Petri lékstelés, kurios talpinamos ant ri¢iy veikiant augalus EML tiesiogiai,
meéginiai koduojami EML-T*, o nuotolinj EML poveikj (augalai auginami Petri 1€¢kStelése 1,5 m
atstumu nuo EML generuojanciy ri¢iy) patiriantys klonai koduojami EML-N*. Siekiant sukurti EML

salygas L. minor auginimui buvo panaudotas generatorius, kurio daznis buvo 50 Hz (8 pav.).
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Mikrosatelity

pradmenys

8 pav. L. minor auginimas ant jrangos, sukelian¢ios EML. L. minor méginiai auginami ant rités
(10 cm skersmens ir 10 cm aukscio).

Bandymas truko 18 savaiCiy, keiCiant eksperimento saglygas. Kiekvieng savaite augalai
persodinami. EML poveikiui L. minor klonams parinktos eksperimento salygos aprasomos 2
Lenteléje. Duomenys analizuojami po 3, 6, 8, 10, 14 ir 18 savaiéiy. Po kiekvienos savaités, sveriama
augalo Zalia masé, o gniuzuly skai¢ius ir plotas matuojamas ,,Image]* programa. DNR analizei
medziaga fiksuojama —20°C temperatiiroje.

2 Lentelé. Eksperimento salygos

Bandymo trukmé EML indukcija Srovés stiprumas

1 -3 savaite 1 uT 1,2 mA
4 — 11 savaité 2 uT 2,4 mA
12 — 18 savaité 300 uT 04 A

2.3.4. Pradmeny kiirimas

Siekiant gauti specifinj DNR fragmenta buvo parinkti atitinkami pradmenys. Wani su
kolegomis (Wani et al., 2014) suktré devynias pradmeny poras, leidziancias pagausinti bei analizuoti
polimorfinius mikrosatelity lokusus, i§ kuriy penki buvo panaudoti ir Siame tyrime, o L4 pradmenys

buvo sukurti Molekulinés ekologijos laboratorijos darbuotojy (3 Lentelé) (Wani et al., 2014).

3 Lentelé. L. minor chloroplasto mikrosatelity pradmenys

Pr?)da”\:_ens Pas;'fgg?/g asntis I pradmuo, (5°—3¢, L) 11 pradmuo, (5‘—3, R) g;gi‘i”(';g))
L4 M ACAGACCTCCAACATATAATCG | TCTAGCATTCCCTCACGCTT 201
L7 (A CATTTTTCCCCACACTTGCT | TGCATCCCAAACAATTTTCA 282
L14 (Ao TTGTTCTCATGATCGGTCAAA | GCCTTACCATGGCGTTACTC 299
L16 (T10.-(A)ss CGCATCAATCGAGGATACAC | TTCCGACAACTTCAGGAGAGA | 220
L19 (Ao TGCTGGAAAAATAAGGTGGG | CCTTTTGATTTGAGACCGGA 288

Sekos baltymus koduojan¢iy geny pagausinimui skirty pradmeny kiirimui buvo paimtos i$
CoGe:Comparative Genomics tinklapio http://www.genomevolution.org, o pradmenys parinkti su

Primer3 programa, kuri yra prieinama internete http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0. Buvo sukurtos 7
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poros pradmeny, komplementariy glutationo peroksidazés genui, 9 poros — komplementariy katalazés

genui ir 4 poros komplementariy askorbato peroksidazés genui (4 Lentelé).

4 Lentelé. GPx, Cat, APx genams pagausinti skirti pradmenys

Produkto

Pr%darc_e”s I pradmuo, (5°—3, L) 11 pradmuo, (5°—3, R) dydis (bp)
GPxL GGAAGCAGCTTCTTGATGTCC | TTCTCAAGTCTAGCGCTGGC 796
o'g | GPx2 ATTGCAAGGGAAAGCAAGAA | TGGCCTTACAACCTCCAACT 906
55 |GPx3 GATGCAACATTCACGACCAA | CTTTCTGACCGCAGAGGAAC 738
2% |cPxa TGAATCCTGCCTCATTTGAA GCTGTAGGGGCATTCTTGTC 1608
5% |GPxs AAGGAGAGAGCTGGCATTCA | AGGTTTGATCGAATCTCGTTG 1405
O 2 | GPx6 TGTGCAAACACATAATCCCAAT | TGATCATGACCAATAGATCGTT 902
GPx7 TCATCCGGGAATAGTTCATCA | CCAGACGCCTCTATTCTCCA 744
Catl GACCGTCATTTCGATGCGTG GAGGGTCTTCTCGTATGCCG 695
Cat2 TCAAGGCATGGACCATGTCC | CGTTGCTCATCTCACATGCG 780
Cat3 TAGAGCTTGACGGACGATGC | ACGCAGTCGAGAAGAACGAG 746
¥ |cau CACCCAAGCTTGCTGGAAAC | TCTGCCATGGCTGTTTCCTT 792
E | Catda TTCACGTAGTGGGCTTTTCC CTTTGTTTGCCCACAGTGAA 775
S | catdb GGAGACTTTCCCACCATGAA | ACAATCCTCCAGGAAAAGGA 761
Cat5 CACACGAGGCGGAATAGGAA | GCCCACTACGTGAAGTTCCA 651
Cat6 TAGAGATTGACGGACGTTGC | ACGCAGTCGAGCAGGACGAG 746
Cat7 CGCGGTTTGGTTCAATTCGT TGGACTTGATCAGCGGTGAC 785
o e | APX AAATTCGAGCCGTCAGATTG | CCGAGATCCGACCTGATAGA 772
g Z | AP GGCTGTTGATAAGGCCAAGA | AAAATTCGGGGAATCAGCTT 740
S Z | APX3 GATCAGTTGGCTGGAGTCGT | GGTGGTCGTTGCCTGATAGT 725
2 i APx4 CAAAATACTCGCAGGACAAGC | CGGGAATTGGAAATTTTGTG 758

Kuriant pradmenis buvo laikomasi pagrindiniy pradmeny kiirimo kriterijy — pradmeny ilgis

20 - 22 bp, pradmeny lydymosi temperatiira apie 58 — 60 °C, o bendras guanino ir citozino nukleotidy

pory kiekis pasirinktoje sekoje yra 40 — 60 %.

2.3.5. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininé reakcija (PGR) — tai nukleortigs¢iy sintezés in vitro metodas, kurio

metu padauginami atskiri DNR fragmentai iki norimo kiekio. PGR metodas yra ciklinis. Vieno ciklo

metu keiCiant temperatiirag vyksta matricinés DNR denattracija, pradmeny prisijungimas bei jy

pratgsimas. Panaudojus teorines pradmeny prijungimo temperatiiras, PGR salygos buvo optimizuotos

kiekvienai pradmeny porai (5 Lentele).
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5 Lentelé. Gpx, Cat ir Apx geny fragmenty gausinimo PGR metodu salygos.

Ciklas Temperatiira, Trukmé Cikly skai€ius
Pradiné denatiiracija 95 °C 5 min 1
Denatiiracija 94 °C 45s

48 °C (GPx4)
49 °C (GPx2, GPx5, GPx6)
50 °C (Cat2)
Pradmens 51 °C (Cat4a, Cat4b, Gpx3)
prisijungimas 53 °C (GPx1, GPx7) 30s 35
55 °C (Catl, Cat4, Cat5, Cat6, Cat7)
56 °C (Cat4a, Cat4b, APx1)
57 °C (APx2, Cat3)
59 °C (APx3, APx4)
Sintezé 72 °C 1 min
Inkubacija 72 °C 10 min 1

Mikrosatelity fragmentams, PGR salygos buvo parinktos ir optimizuotos remiantis Wani ir

kolegy pateikta informacija (6 Lentel¢) (Wani et al., 2014).

6 Lentelé. Mikrosatelity fragmenty gausinimo PGR metodu salygos.

Ciklas Temperatiira, Trukmé Cikly skaitius
Pradiné denatiiracija 94 °C 3 min 1
Denatiiracija 94 °C 45s
Pradmens 51 °C (L4, L7, L14, L16, L19) 455 35
prisijungimas
Sintezé 72 °C 45s
Inkubacija 72 °C 6 min 1

PGR metodo atlikimo tvarka:

1. Darbas atlickamas traukos spintoje, kuri sterilizuojama UV pagalba. Traukos spintos pavirsius
dezinfekuojamas 70 % etanoliu.
2. Reakcijos reagentai i sterily 0,2 ml talpos mégintuvélj supilstoma tokiais kiekiais:
a. PGR misinys ,,DreamTaq PCR Master Mix (2x)*“ — 5 ul;
b. ddH20 -1 pl;
c. Tiesioginis pradmuo (F) — 1 ul;
d. Atvirkstinis pradmuo (R) — 1 pl;
3. | paruostus 0,2 ml mégintuvélius su reakcijos miSiniu jpilama po 2 pl genominés DNR
meginio tirpalo (tirpalo koncentracija yra 5 ng/ul). Taip pat, vienas 0,2 ml mégintuvélis
paliekamas kaip neigiama kontrolé — reikalinga patikrinti reagenty uzterStuma.

4. Meégintuvéliai dedami j termocikler; ir paleidziama PGR programa.
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2.3.6. DNR elektroforezé agarozés gelyje

PGR metu pagausinti DNR fragmentai buvo patikrinti elektroforezés metodu agarozés gelyje.

Sis budas leidzia vizualizuoti PGR reakcijos miSinyje esancius specifinius ir (arba) nespecifinius

DNR fragmentus, kokybiskai jvertina jy kiekj, §varuma. Sio tyrimo metu, norint nustatyti PGR

produkto buvima, ilgj, specifiSkumg bei reagenty ir reakcijos misinio uzterStumag buvo naudojama

horizontali elektroforezé 1,5 % agarozés gelyje.

Metodo atlikimo eiga:

1.

no

ParuoSiamas 1,5 % agarozés tirpalas 40 ml 1xTAE buferyje. Agaroz¢ istirpinama kaitinant.
Véliau tirpalas atvésinamas iki 50 °C temperatiiros.

I atvésintg agarozes tirpala jlaSinami 6 pl etidZio bromido tirpalo (10 mg/ml).

Agarozés tirpalas supilamas | paruosta forma su ,.Sukutémis® ir palickama polimerizuotis
kambario temperatitiroje 30 min.

Atsargiai iStraukiamos Sukutés.

Gelis perkeliamas  elektroforezés aparata, kurio kamera uzpildoma 1xTAE buferiu.

5 ul PGR produkto sumaiSoma su 2 pl bromfenolio mélio dazais ir jneSami j agarozes gelio
Sulinélius. | pirmajj gelio Sulinélj, norint nustatyti PGR produkto ilgj, jleidziama 5 pl DNR
ilgio standarto.

Uzdengus elektroforezés vonelés dangtj, aparatas jjungiamas j srovés Saltinj. Elektroforeze
vykdoma 20 minuciy 120 V jtampoje.

Pasibaigus elektroforezei, gelis fotografuojamas ultravioletinéje Sviesoje. Gautas rezultatas

interpretuojamas naudojant kompiutering vizualizacijos programg ,,BioDocAnalyze*.

2.3.7. DNR iSskyrimas i§ elektroforezés gelio

DNR isskyrimui i§ elektroforezés gelio naudojamas rinkinys ,,PureLink Quick Gel Extraction Kit*.

Metodo atlikimo eiga:

1.
2.

Iskerpamas DNR fragmentas i§ elektroforezés gelio ir jdedamas j 0,5 ml mégintuvel;.

I mégintuvélj su DNR fragmentu jpilama L3 buferio, santykiu 1:3. Pavyzdziui, 100 mg gelio
ir 300 pl L3 buferio.

Mégintuvélis su geliu ir buferiu inkubuojamas 50 °C temperatiiroje, 15 min.

I mégintuvelj jpilama izopropanolio 1 gelio tiirio.

Pipete supilamas skystis j ,,Quick Gel Extraction* kolonéle ir centrifuguojama 1 min,
12 800 rpm.

Nucentrifugavus ir i8pylus skystj ant kolonélés membranos uzpilamas 500 ul W1 buferio.
29



7. Centrifuguojama 1 min 12 800 rpm, iSpilamas skystis ir centrifuguojama 1 min 12 800 rpm,
kad i8dziiity.

8. Kolonélés sudedamos j sterilius 0,5 ml mégintuvélius ir uzpilama 20 pl E5 buferio ir 5 min
laikoma kambario temperatiiroje.

9. Centrifuguojama 1 min 12 800 rpm.

10. Isgryninta DNR laikoma -20 °C temperattiroje iki panaudojimo.

2.3.8. PGR produkto fermentinis valymas

Pries atliekant sekoskaitg, ; PGR produktus buvo jdéta egzonukleazé ir Sarminé fosfatazé.
Egzonukleazés PGR miSinyje degraduoja likusius viengrandzius DNR fragmentus (pradmenis), o

Sarminé fosfatazé defosforilina nepanaudotus dANTP.
Metodo atlikimo eiga:

1. 15 pl PGR produkto mégintuvélj jpilama 0,5 pl egzonukleazés I ir 1 pl Sarminés fosfatazés.
MiSinys gerai supurtomas ir nucentrifuguojamas.
2. Meégintuvéliai sudedami j termociklerj 30 min, kurios metu pirmas 15 min laikoma 37 °C, o

likusias 15 min laikoma 85 °C temperatiroje.

PGR produkty sekoskaita atliecka Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos laboratorijos
darbuotojai, naudojamas 3500 Genetic Analyser prietaisas.

2.3.9. Statistiné duomeny analizé
Gauti sekoskaitos duomenys apdoroti naudojant $ias kompiuterines programas: ,,Chromas®,

»Mega-X“, ,,GenAIEx 6.5 ir ,,Network*.

GenAlEx 6.5 (angl. Genetic Analysis in Excel; Peakall, Smouse, 2006) kompiuterine programa
atlikta molekulinés genetinés jvairovés analizé¢ AMOVA (angl., Analysis of Molecular Variance).
»Mega-X* programa tarpusavyje lyginamos gautos DNR sekos ir nubraiZomi filogenetiniai medziai,

taikant kaimyny jungties (angl. Neighbor-joining (NJ)) metoda, Kimura-2 testa.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

I$skyrus DNR i$ laukinés populiacijos L. minor méginiy, surinkty Nemune ties Kaunu (15, 16,
17,18 ir A, B, C, D) ir Neryje ties Vilniumi (22, 23, 24,25 ir S1, S2, S3, S4, S7, S9, S10, S11, S12)
buvo pagausinti DNR fragmentai bei atlikta DNR sekoskaita siekiant jvertinti L. minor chloroplasto
mikrosatelitiniy zymeny L4, L7, L14, L16, L19 tinkamumga viduriiSinés genetinés jvairoves bei

populiacinés genetinés struktiiros nustatymui.

3.1. Mikrosatelity Zymeny jvertinimas

Mikrosatelity sekos yra puikus genetinis Zymuo, nagrinéjant populiacijy geneting jvairove.
L. minor populiacijy filogeneting analiz¢ galima taip pat atlikti panaudojant mikrosatelity sekoskaitos
duomenis. Wani su kolegomis sukiiré septynias poras pradmeny, kurias panaudojo L. minor
chloroplasto mikrosatelitiniy Zymeny tyrimuose nustatydami pagausinty fragmenty ilgi baziy
poromis. Kadangi kiny mokslininkai nustaté, kad daugelio i§ analizuoty lokusy skirtingy aleliy
dydziai tesiskyré vienu nukleotidu (Wani et al., 2014), $io magistrinio darbo metu buvo nuspresta
atlikti pagausinty fragmenty sekoskaita, siekiant jvertinti ar Sie Zymenys tinkami genetinés jvairoves
bei populiacinés genetinés struktiros tyrimams. ISskleidus pagausintus DNR fragmentus agarozés
gelyje nustatyta, kad visy nagrinéjamy mikrosatelitiniy zZymeny fragmenty dydziai svyravo

200 — 300 bp intervale. Amplifikuoti PGR produktai agarozés elektroforezés gelyje atitiko teorinj

fragmenty dyd; bei turéjo tik po vieng frakcija (9 pav.).

9 pav. L. minor pagausintos DNR fragmentai elektroforezés agarozés gelyje, panaudojus L4, L7,
L14, L16, L19 pradmenis. 1 — 22, 2 — 15, 3— 16, M — DNR dydZio standartas.

L4 Zymuo yra 291 bp dydzio ir sukurtas Molekulinés ekologijos laboratorijos darbuotojy.
Patikrinus §j zymenj su tirtais laukinés populiacijos L. minor méginiais, atlikus sekoskaita bei
sulyginus gautas sekas, nustatytos kelios nukleotidy pakaitos, biidingos skirtingiems méginiams

lyginant su referentine seka 22 (7 Lentel¢).
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7 Lentelé. L4 fragmento nukleotidy paklaidos tarp laukinés populiacijos L. minor méginiy.
Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai (22, 23, 24, 25), pilka spalva — Kauno
Nemuno upés meéginiai (15, 16, 17, 18).

i | = | = |Pasikartojantis
W RI3e 2 2 motyvas
221G T T T G/IC |GA|T/IG (1),
23 . | | |- ) . (T)yy
4T A | | [CG | . (D)2
25, | |. |. |C/G |. . (T2
15|. |. |. |. |C/G |A/G |. (T)y2
16). |. |. |. |C/G |. GIT (1),
17|. |. |C |. |C/G |A/G |G/T (T)y2
18). |. |. |A |C/G |A/G |. (D),

Vilniaus Neries upéje surinkti méginiai skyrési tarpusavyje 55, 58 ir 168 pozicijose. O Kauno
Nemuno upés surinkti méginiai skyrési penkiose pozicijose (143, 152, 168, 181, 184). Daugumoje
meéginiy L4 pradmenys leido pagausinti sekas su dvigubais pikais pozicijose 168 (G/C), 181 (A/G) ir

184 (T/G). Pasikartojantis motyvas visuose tirtuose méginiuose buvo toks pat - (T)12.

Filogenetiniy seky, pagausinty panaudojus L4 pradmeny pora, panaSumas jvertintas pritaikius NJ

metoda (10 pav.).

24

10 pav. Laukinés populiacijos L. minor méginiy L4 fragmento filogenetinis medis.

Filogenetiniame L4 Zymens medyje L. minor méginiai pasiskirsto j du pagrindinius klasterius
(10 pav.). Viename klasteryje grupuojasi méginiai surinkti i§ Neries upés ties Vilniumi, o kitame
klasteryje — méginiai surinkti i§ Nemuno upés ties Kaunu. Filogenetiniy skirtumy tarp Vilniaus Neries

upés 22 ir 23 méginiy neaptikta.
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Taip pat buvo atlikta L4 fragmento molekuliniy variacijy analizé, kurios rezultatai parod¢, kad
Lietuvoje rinkty L. minor vidupopuliaciné genetiné jvairové yra 70 %, o tarppopuliaciné genetiné

jvairové — 30 % (11 pav.).

Tarppopuliacinis
30%

Vidupopuliacini
70%

11 pav. L. minor procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas su L4 pradmeniu.

L7 Zymuo yra 282 bp dydzio ir sukurtas Wani su kolegomis (Wani et al., 2014). Pagausinus
laukinés populiacijos L. minor méginiy DNR, atlikus sekoskaita bei sulyginus gautas sekas, nustatyta

viena nukleotidiné pakaita viename i$ tiriamyjy méginiy (64 pozicija) (8 Lentele).

8 Lentelé. L7 fragmento nukleotidy pakaitos tarp laukinés populiacijos L. minor méginiy.
Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai (22, 23, 24, 25), pilka spalva — Kauno
Nemuno upés méginiai (15, 16, 17, 18).

<« | Pasikartojantis

© motyvas
22 |G| (A);T(A),G/A(A),
23 | .| (A)sT(A)2A/G(A)s
24 | .| (AkT(A),G/AA)
25 | .| (A)T(A)LA/G(A)
15 || (A)kT(ARA/G(A)
16 |A| (A)kT(ARA/G(A)
17 | .| (A)T(ARAIG(A)
18 | . | (A)T(A)G/A(A),

Wani su kolegomis L7 fragmento pasikartojantj motyva pateiké kaip (A)11, 0 Lietuvoje
surinktuose L. minor méginiuose pasikartojan¢iame motyve jsiterpia T nukleotidas bei dvigubas pikas
(G/A). D¢l aptikty minimaliy skirtumy molekuliniy variacijy analizé nevykdyta bei L7 Zymens
filogenetinis medis nebuvo konstruojamas.

L14 Zymuo yra 299 bp dydzio ir sukurtas Wani su kolegomis (Wani et al., 2014). Sulyginus Neries
ir Nemuno populiacijas atstovaujanéiy L. minor méginiy sekas nustatytos nukleotidy pakaitos 10-je

variabiliy pozicijy (9 Lentel¢).

33



9 Lentelé. L14 fragmento nukleotidiniai skirtumai tarp laukinés populiacijos L. minor méginiy.
Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai (22, 23, 24, 25), pilka spalva — Kauno

Nemuno upés meéginiai (15, 16, 17, 18).

=|<|wv| o | w | Pasikartojantis
MRS Z MNEIRIRNIRARS motyvas
2A /T T |G |G |G |T AGG (A)1oAT(A)4
23|. A |C (A)1oA/T(A)4
24 G (A)10AIT(A)q
25 | | |- |- |- . . (A)10AIT(A)4
5. . |. | |. |. |. |G/A|C (A)1oT/A(A)4
16T | |. |A|. |. |. |GA| (A)10A/T(A)4
17\, |- |- |- |- |- |- | . (A)10T/A(A)4
18T |[C |[C |. |. |T |. |G/A|C (A)1oT/A(A)4

Kauno Nemuno upés méginiuose nukleotidy pakaity lyginant su pasirinkta referentine seka (22)

aptikta septyniose pozicijose (24, 26, 27, 76, 244, 250, 268), o Vilniaus Neries méginiuose nukleotidy

pakaity aptikta tik trijose pozicijose (76, 230, 245). Nagrinéjant L14 zymenj aptinkamas dvigubas

pikas 250 pozicijoje (A/G) ir dvigubas pikas — pasikartojan¢iame motyve (A/T). Vilniaus Neries ir

Nemuno Kauno tirtuose méginiuose pasikartojan¢io motyvo skaicius islieka stabilus.

Filogenetiniy seky, pagausinty panaudojus L14 pradmeny porg, panasumas jvertintas pritaikius

NJ metoda (12 pav.).

24

0.0050

23

12 pav. Laukinés populiacijos L. minor méginiy L14 fragmento filogenetinis medis.

Gauti rezultatai parodé, kad L. minor méginiai pasiskirsto j du pagrindinius klasterius (12 pav.).

Viename klasteryje grupuojasi du Kauno Nemuno upés méginiai (15, 18), kitame klasteryje

grupuojasi likusiy dviejy populiacijy méginiai. Filogenetiniy skirtumy tarp Vilniaus Neries upés 25

ir 22 méginiy neaptikta.
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Atlikus L14 fragmento molekuliniy variacijy analize, rezultatai parodé, kad Lietuvoje rinkty L.

minor vidupopuliaciné genetiné jvairové — 71 %, o tarppopuliaciné genetiné jvairové — 29 % (13pav.).

Tarppopuliacinis
29%

Vidupopuliacinis
71%

13 pav. L. minor procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas su L14 pradmeniu

L16 Zymuo yra 220 bp dydzio ir taip pat sukurtas Wani su kolegomis (Wani et al., 2014).
Patikrinus §j Zymenj su visais laukinés populiacijos L. minor méginiais ir atlikus sekoskaita, gauti
rezultatai taip pat atskleidé¢ individualius nukleotidinius skirtumus bei skirtumus tarp Neries ir

Nemuno populiacijy (10 Lentel¢).

10 Lentelé. L16 fragmento nukleotidiniai skirtumai tarp laukinés populiacijos L. minor méginiy.
Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai (22, 23, 24, 25), pilka spalva — Kauno
Nemuno upés méginiai (15, 16, 17, 18).

e |®|=|a|s v & | = | o |« Pasikartojantys

BIZIZ|E|R %SISR |2 el
22| T|C|A|A|C|C|G|C|C|GT|T| (D) (A)ys
23 T T ] (De(A)ss
24 G T|T|T|T|T|T/G| . (T)1p---(A)yg
25| . o] T T/G| . (D 1p---(A)1s
1Is|Cc| . |C|C|.|.| .| .| -|TG|C| (D (A)s
16| .| . |C|C| .| .|.|.|.|TG]|. (T)1p---(A)1s
17(C| | | | - -] -] -] - |T/G|C| (Dyp(A)yg
18 .| | ] ] ] TG C (Dhpe(A)rs

Kauno Nemuno upés méginiuose nukleotidy pakaity, palyginus su referentine 22 seka, aptikta
penkiose pozicijose (139, 148, 151, 188, 192), o Vilniaus Neries méginiuose pakaity aptikta
septyniose pozicijose (146, 152, 154, 156, 179, 181, 188). L16 Zymuo iSryskino vieng pozicija su
dvigubu piku: 188 (G/T). Sio Zymens pasikartojan¢io motyvo skai¢ius islicka stabilus abiejose
populiacijose — (T)1o0...(A)1s.

Filogenetiniy seky, pagausinty panaudojus L16 pradmeny pora, panasumas jvertintas pritaikius
NJ metoda (14 pav.).
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22

25

23

24

_—
0.0050

14 pav. Laukinés populiacijos L. minor méginiy, naudojant L16 Zymenj, filogenetinis medis.

Analizuojant filogenetinius atstumus su L16 zymeniu tarp pasirinkty dviejy Lietuvos L. minor
populiacijy, pastebimas méginiy pasiskirstymas j du pagrindinius klasterius. Viename klasteryje
grupuojasi du Vilniaus Neries upés méginiai (23, 24), kitame klasteryje — likusiy abiejy populiacijy

méginiai (14 pav.).

Atlikus L16 fragmento molekuliniy variacijy analize, rezultatai parode, kad Lietuvoje rinkty L.
minor vidupopuliaciné genetiné jvairové apima 67 %, 0 tarppopuliaciné genetiné jvairové — 33 %

variacijy (15 pav.).

Tarppopuliacinis
33%

Vidupopuliacini
S
67%

15 pav. L16 genetinio Zymens procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas L. minor
populiacijose Lietuvoje.

L19 zymuo yra 288 bp dydzio ir sukurtas Wani su kolegomis (Wani et al., 2014). Sulyginus visy
tirty laukinés populiacijos L. minor méginiy L19 lokuso sekas, nenustatyta variabiliy pozicijy, o
pasikartojan¢io motyvo skaiCius iSlicka stabilus abicjose populiacijose — (A)w. Dél neaptikty
skirtumy tarp L. minor méginiy seky, padauginty su L19 pradmeny pora, molekuliniy variacijy

analizé nevykdyta ir filogenetinis medis nebuvo konstruojamas.
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3.2. Genetiniai Zymenys

L. minor genetiniy Zymeny sukiirimui buvo pasirinkti genai, kuriy produktai reaguoja j organizmo
oksidacinj stresa (Atamanalp et al., 2019, Varga et al, 2013, Tlidjen et al., 2012). CoGe
(www.genomevolution.org) duomeny bazéje patalpinta informacija apie visg mazosios pliidenos
genoma, skelbiamos geny sekos, geny struktira, nurodoma padétis genome bei chromosomoje.
Atsizvelgiant  reikSminguma bei  tyrimy rezultatus, aprasSytus mokslinéje literatiiroje, magistrinio
darbo tyrimai buvo vykdomi analizuojant galimus trijy geny (11 Lentelé), priklausanciy augaly
antioksidantinei apsaugos sistemai, DNR sekos poky¢ius veikiant L. minor eksperimentinius klonus

skirtingu atstumu nuo elektromagnetinio Saltinio.

11 Lentelé. Tyrimui pasirinkti genetiniai Zymenys (duomenys paimti i§ CoGe duomeny bazés).
Identifikacinis

Genas Geno pozicija Kodas Geno dydis, bp
Glutationo peroksidazé (GPx) ' Chr Iminor_contig6221 Lminor_016065 3168
Katalazé (Cat) ' Chr Iminor_contig5911 Lminor_004362 3788
Askorbato peroksidazé (APx) ' Chr Iminor_contig2157 Lminor_004871 2085

3.2.1. Glutationo peroksidazés Zymeny jvertinimas

L. minor glutationo peroksidazés (GPx) fermentas katalizuoja vandenilio peroksidg ar vykdo
organiniy hidroperoksidy redukcijg iki vandens ar atitinkamy alkoholiy (Herbette et al., 2007), o jo
geng sudaro SeSios egzono ir penkios introno sritys (16 pav.). CoGe duomeny bazéje pateikiama
informacija, kad L. minor GPx savo genetine struktiira yra panaSus j glutationo peroksidazés 7 geng

(Arabidopsis thaliana).

P GPx6 >
Al GPX1 |.._.._.. . GPX2 | . o] GPx3
] — - " .
Lminor_016065 < - - =.‘ .
oPxd ) GPX5 < . g
GPx7

16 Pav. Glutationo peroksidazés genas. Zalia spalva pavaizduota egzono sritis, pilka spalva — introno,
mélyna promotoriaus ir terminatoriaus sritys. Rodyklémis pazymétos atitinkamy fragmenty
santykinis ilgis, kuriy pagausinimui sukurtos pradmeny poros.

Visas geno ilgis yra 3167 bp, todél norint atlikti GPx geno sekoskaita, tenka jj iSskaidyti ]

mazesnius fragmentus, kurie persikloty. Siuo atveju pagausinami 7 fragmentai: GPx1, GPx2, GPx3,
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GPx4, GPx5, GPx6, GPx7 (4 pav.). Visuose sukurtuose fragmentuose yra bent vienas egzonas ir

vienas intronas (12 Lentel¢).

12 Lentelé. GPx geno fragmenty atitinkama pradmeny pora pagausinamy skirtingy sriciy ilgiai

baziy poromis (bp).

Fragmento
pav.

GPx1
GPx2

GPx3
GPx4
GPx5
GPx6

GPx7

Geny sritys ir ju dydZziai

Egzonas 1 Intronas 1 Egzonas 2
21 bp 646 bp 129 bp
Egzonas 3 Intronas 3 Egzonas 4
66 bp 816 bp 24 bp
Egzonas 5 Intronas 5 Egzonas 6
69 bp 458 bp 211 bp
Intronas 1 Egzonas 2 Intronas 2 Egzonas 3 Intronas 3
608 bp 167 bp 65 bp 118 bp 650 bp
[ntronas 3 Egzonas 4 Intronas 4 = Egzonas 5 Intronas 5
711 bp 61 bp 98 bp 76 bp 459 bp
P tori Egzonas 1 Intronas 1
romo ]:C;;lus 29 bp 637 bp

Intronas 5
389 bp

Egzonas 6 rerminatorius
266 bp 89 bp

IS viso, bp
796
906

738
1608
1405

902

744

Fragmenty pagausinimas su naujais sukurtais pradmeny poromis buvo vykdomas naudojant

,DreamTaq PCR Master Mix (2x)* miSinj, j kurj jeina Taq DNR polimerazé, buferis, INTP bei

atitinkamos druskos. Siekiant optimizuoti PGR sglygas, buvo galima keisti tik PGR programos

salygas. Pradzioje pasirinkus skirtingg cikly skaiciy: 30, 35, 40, pastebéta, kad siekiant pagausinti

optimaly kiekj reikiamo PGR produkto uztenka 35 cikly. Pradmeny prikibimo temperatiira buvo

parenkama pagal ,,ThermoFisher* programoje (Tm Calculator) pasitilyta temperatiira, priklausomai

nuo naudojamos polimerazeés ir pradmeny seky. Kiekviena pradmeny pora buvo patikrinama su trimis

skirtingomis pradmeny prikibimo temperatiromis ir pasirenkamas optimaliausias variantas

(13 Lentel¢).

13 Lentelé. Gpx pradmeny prikibimo temperatiiros.

Pradmuo Temperatiira pagal Taikyta Optimaliausia

,,Lhermo Fisher®, °C temperatiira, °C temperatiira, °C
GPx1 52 51, 52,53 53
GPx2 49 48, 49, 50 49
GPx3 50 49, 50, 51 51
GPx4 48 47, 48, 49 48
GPx5 49 48, 49, 50 49
GPx6 48 47, 48, 49 49
GPx7 52 51, 52, 53 53
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Amplifikuoti PGR produktai buvo patikrinti atlikus elektroforezg agarozés gelyje (17 pav.).
Patikrinus visus geno fragmentus, pagausintus naudojant atitinkamus pradmenis, kiekvienu atveju

elektroforezés agarozés gelyje ryskiausios frakcijos dydis atitiko teorinj fragmento dydj.

17 pav. GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5, GPx6, GPx7 fragmenty elektroforezé agarozés gelyje. 1
—S2,2-54,3 - B, M- DNR dydzio standartas.

Panaudojus GPx2 pradmenis pagausintas didziausias frakcijy skaicius, palyginus su kitomis
pradmeny poromis. Panaudojus GPx3 pradmeny porg S2 ir S4 L. minor méginiy atveju pagausintos
dvi frakcijos, 0 B méginio atveju — nei vienos frakcijos. Panaudojus GPx1, GPx4 ir GPx5 pradmenis
kiekvieno tirto L. minor méginio atveju pagausinta po dvi frakcijas. Dél atsiradusiy nespecifiniy
produkty, su kiekvienu pradmeniu (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5) i§ elektroforezés gelio buvo
iSkirpti fragmentai, kurie atitiko teorinj fragmento dydj, iSskirta DNR ir atlikta sekoskaita.
Sekoskaitos rezultatai kiekvienu atveju parodé nesvarias sekas, todél tokios sekos nebuvo tinkamos

tolimesnei analizei.

IS septyniy sukurty GPx pradmeny pory vieng frakcija gaunasi tik su GPx6 ir GPx7 pradmeny
poromis. Atlikus Siy geno fragmenty sekoskaita buvo gautos Svarios sekos, kurios panaudotos

tolimesnei analizei.

Buvo atlikta visy turimy laukinés populiacijos L. minor méginiy sekoskaita su GPx6 pradmeniu.
IS kiekvienos populiacijos atrinkta po 4 méginius, kurie buvo surinkti Nemune ties Kaunu (paZyméti
A, B, C, D) ir Neryje ties Vilniumi (pazymeéti S2, S4, S11, S12). Sekoskaitos rezultatai buvo palyginti

tarpusavyje referentine seka pasirinkus meginio S2 seka (14 Lentel¢).
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14 Lentelé. GPx6 fragmento variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant su referentine
seka S2. Mélyna spalva pazyméta GPx geno promotoriaus sritis, likusi — pirmo introno sritis. Geltona
spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai, pilka spalva — Kauno Nemuno upés méginiai.

n e o

BREBRBRENRE
§2 TAA|ITIGT GG|C|G
$4 G
S11 A G
S12 | . |. |C
A T T|G|IC|IC|. |C
B
C .
D T

Sulyginus sekas pastebéta, kad variabiliausia yra promotoriaus sritis, ypa¢ daug nukleotidy
pakaity nustatyta A meéginyje. Pirmo egzono srityje nebuvo nei vieno neatitikimo, o pirmo introno
srityje nustatytos dvi variabilios pozicijos (500, 880). Filogenetiniy seky, pagausinty panaudojus

GPx6 pradmeny pora, panasumas jvertintas pritaikius NJ metoda (18 pav.).

s11

S4

S2

512

—_—

0.0010

18 pav. GPx6 fragmento filogenetinis medis, atspindintis filogenetinius rysius tarp laukinés
populiacijos L. minor méginiy.

Analizuojant GPx6 fragmento filogenetinius atstumus tarp pasirinkty dviejy Lietuvos L. minor
populiacijy, pastebimas méginiy pasiskirstymas j du pagrindinius klasterius. Viename klasteryje
grupuojasi du Vilniaus Neries upés méginiai (S2, S12), kitame klasteryje — likusiy abiejy populiacijy

méginiai (18 pav.). Filogenetiniy skirtumy tarp Kauno Nemuno upés C ir B méginiy neaptikta.
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Taip pat buvo atlikta GPx6 pradmens molekuliniy variacijy analizé, kurios rezultatai parod¢, kad

Lietuvoje rinkty L. minor vidupopuliaciné genetiné jvairové yra 94 %, o tarppopuliaciné genetiné
jvairové — 6 % (19 pav.).

Tarppopuliacinis
6%

Vidupopulia
cinis T
94%

19 pav. L. minor procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas su GPx6 pradmeniu

Atlikus visy L. minor méginiy sekoskaita su GPx7 pradmeniu, buvo atrinkta po 4 méginius,
reprezuojancius Nemuno (A, B, C, D) ir Neries (S2, S4, S7, S12) populiacijas (15 Lentelé).

15 Lentelé. GPx7 fragmento variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant su referentine
seka S2. Zalia spalva pazyméta GPx geno Sesto egzono sritis, mélyna — terminatoriaus sritis, o likusi

— penkto introno sritis. Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai, pilka spalva — Kauno
Nemuno upés méginiai.

bk ek SeEEPRREERERBELEEEERRBE
NANANM RO e~ NNNNANMMOMME W00~~~
S2 AITAI GIAATAAAIGGIGIAIGITI GIAITIAIAIGIGIG|G|GIA|GIA|G
S4 GIA | CITIGIC|IC|IGIA A|GIA A T|G|C A|CI|T
S7 |. |. |. |. ] .
S$12|. |. [T |T]. GICICIGIAICI AIGIAIAIAT TIA (&
A G A|G|.
C GAL.L JAIGIA|. .. [ |11 1. 1| |A|IGIC
D Gl. . JAIGIA|. .. .| 1. 1.1 |AIGIA|. |[C

Daugiausiai nukleotidy pakaity aptikta introno srityje abiejose populiacijose, bet maziau Kauno
Nemuno upés méginiuose. Egzono srityje pakaity, lyginant su referentine S2 seka, aptikta tik tarp

Vilniaus Neries upés surinkty méginiy, o terminatoriaus srityje pakaity aptikta tik tarp Kauno
Nemuno upés surinkty meéginiy.

Filogenetinis seky, pagausinty panaudojus GPx7 pradmeny pora, panasumas jvertintas pritaikius
NJ metoda (20 pav.).
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20 pav. GPx7 fragmento filogenetinis medis, atspindintis filogenetinius rySius tarp laukinés
populiacijos L. minor méginiy.

Analizuojant GPx7 fragmento filogenetinius atstumus tarp pasirinkty dviejy Lietuvos L. minor
populiacijy, pastebimas méginiy pasiskirstymas j du pagrindinius klasterius. Viename klasteryje
grupuojasi du Vilniaus Neries upés méginiai (S4, S12), kitame klasteryje — likusiy abiejy populiacijy
méginiai (20 pav.). Filogenetiniy skirtumy tarp Vilniaus Neries upés S2 ir S7 méginiy neaptikta.

Atliktus GPx7 pradmens molekuliniy variacijy analize, gauti rezultatai parodé, kad Lietuvoje
rinkty L. minor vidupopuliaciné genetiné jvairové yra 90 %, o tarppopuliaciné genetiné jvairové —

10 % (21 pav.).

Tarppopuliacinis
10%

Vidupopuliacinis
90%

21 pav. Procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas tirtose L. minor populiacijose
apskaiciuotas naudojant GPx7 pradmeny poras.

3.2.2. Katalazés Zymeny jvertinimas

Tyrimui pasirinktas L. minor katalazés (Cat) fermentas katalizuoja H>O: skilimg j H2O ir O2
(Sun et al., 2018), o jo gena sudaro astuonios egzono ir septynios introno sritys (22 pav.). CoGe
duomeny bazéje pateikta informacija, kad savo genetine struktiira Cat genas yra panaSus | katalazés

izofermentg B (Oryza sativa subsp. japonica).
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22 Pav. Katalazés genas. Zalia spalva pavaizduota egzono sritis, pilka spalva — introno, mélyna
promotoriaus sritis. Rodyklémis pazymétos atitinkamy fragmenty santykinis ilgis, kuriy
pagausinimui sukurtos pradmeny poros.

Cat geno ilgis yra 3788 bp, todél norint atlikti viso geno sekoskaita, tenka jj iSskaidyti j
mazesnius fragmentus, kurie persikloty. Siuo atveju buvo sukurti 9 fragmentai: Catl, Cat2, Cat3,

Cat4, Catda, Catdb, Cat5, Cat6, Cat7 (16 Lentelé).

16 Lentelé. Cat geno fragmenty atitinkama pradmeny pora pagausinamy skirtingy sri¢iy ilgiai

baziy poromis (bp).

Fragmento e e ve s IS viso
g Geny sritys ir ju dydziai ’
pav. bp

Intronas 1 Egzonas 2 Intronas 2 Egzonas 3 Intronas 3 Egzonas 4
Catl 52 bp 93 bp 68 bp 67 bp 92 by 323 bp 695
Egzonas 4 Intronas 4 Egzonas 5
Cat2 %3 bp 545 bp 152 bp 780
Egzonas 6 Intronas 6 Egzonas 7
Cat3 57op 645 bp 84 bp 746
Intronas 4 Egzonas 5 Intronas 3
Cat4 211 bp 277bp 304 bp 792
Egzonas 4
Cat5 %51 bp 651
Egzonas 6 Intronas 6 Egzonas 7
Cat6 g17 bp 645 bp 84 bp 746
E 3 E 4
Cat7 mn%gtgognus ng’zg%e;s 1 Il}T]l'glLa; 1 Egggrg;’s 2 Ixété%?s 2 ggfogss Igg(ﬁ,ﬁs 3 %270335 785
Egzonas 4 Intronas 4
Catda 276 bp 499 bp 775
Intronas 5 Egzonas 6 Intronas 6
Cat4b 8 bp 96 bp e 761

Optimizavus PGR salygas, kiekvienai pradmeny porai pasirinkta 35 ciklai, o pradmeny prikibimo

temperatiiros pateiktos 17 Lenteléje.
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17 Lentelé. Cat geno sukurty pradmeny prikibimo temperatiiros.

Pradmuo Temperatiira pagal Taikyta Optimaliausia

,,Lhermo Fisher®, °C temperatiira, °C temperatiira, °C
Catl 54 53, 54, 55 55
Cat2 50 49, 50, 51 50
Cat3 56 55, 56, 57 57
Cat4 54 53, 54, 55 55
Catda 55 54, 55, 56 56
Cat4db 55 54, 55, 56 56
Catb 56 55, 56, 57 56
Cat6 55 54, 55, 56 56
Cat7 56 55, 56, 57 56

Amplifikuoti PGR produktai buvo patikrinti atlikus elektroforezg agarozés gelyje (23 pav.).
Patikrinus visus geno fragmentus, pagausintus naudojant atitinkamus pradmenis, kiekvienu atveju

elektroforezés agarozes gelyje ryskiausios frakcijos dydis atitiko teorinj fragmento dyd;.

Catl Cat2 Cat3 Cat4 Cat5 Cat6

34 F1 20 83T 1SR SRR 1 R 3T e D

23 pav. Catl, Cat2, Cat3, Cat4, Cat5, Cat6, Cat7 fragmenty elektroforezé agarozés gelyje. 1 — S2, 2
— B, 3— D, M - DNR dydZio standartas.

Svariausios sekos gautos su Cat4 pradmeny pora, todél papildomai sukuriamos dvi pradmeny

poros, kurios persikloty su Cat4 fragmentu (24 pav.).

Cat4db

M123 M1 2 3

1000 bp

— e 1000 bp
500 bp

500 bp

24 pav. Cat4a, Cat4b fragmenty elektroforezé agarozés gelyje. 1 —S2,2 - B,3—- D, M - DNR
dydzio standartas.

Panaudojus Cat3 pradmeny pora, pagausintas didziausias frakcijy skaicius, palyginus su kitomis
pradmeny poromis. Panaudojus Cat6 pradmeny pora, gautas skirtingas frakcijy skaicius tirty L. minor
méginiy atveju. S2 méginio atveju pagausintos dvi frakcijos, D méginio atveju — viena frakcija, o B
méginio atveju — nei vienos frakcijos. Taip pat frakcijy skai¢ius skyrési panaudojus Cat2 pradmeny
pora. S2 ir D méginio atveju pagausinta dvi frakcijos, o B méginio atveju — viena arba dvi, esancios

arti vienas kito elektroforezés agarozés gelyje.

44



Kadangi panaudojus Cat2, Cat3, Cat6 pradmeny poras pagausinta daugiau negu viena frakcija,
todél DNR buvo gaunama i$ elektroforezés gelio iSkerpant norimg frakcijg. Sekoskaitos rezultatai
kiekvienu atveju parodé nesvarias sekas, tod¢l tokios sekos nebuvo tinkamos tolimesnei analizei. Taip
pat nesvarios sekos gaunamos su Catl pradmeny pora naudojant Lietuvos laukinés populiacijos L.
minor méginius. Atlikus sekoskaitg su Cat5 pradmeny pora Svarios sekos gaunamos tik S2, S7 ir B
méginio atveju. Dél per mazo méginiy skaiCiaus, Cat5 fragmentas atmestas kaip netinkamas.
Tolimesnei analizei pasirinkti fragmentai su Cat4, Cat4b, Cat7 pradmeny poromis. Atlikus $io geno

fragmenty sekoskaitg buvo gautos Svarios sekos, kurios panaudotos tolimesnei analizei.

Fragmentai su Cat4 ir Cat4b pradmeny poromis persidengia Cat geno DNR sekoje. Sujungus
Siuos du fragmentus, gauname Cat4-Catd4b fragmentg su dviem egzonais ir trimis intronais. IS§
kiekvienos populiacijos atrinkta po 4 méginius, kurie surinkti Nemune ties Kaunu (pazyméti A, B, C,
D) ir Neryje ties Vilniumi (pazyméti S2, S1, S7, S10). Sekoskaitos rezultatai buvo palyginti
tarpusavyje referentine seka pasirinkus méginio S2 sekg (18 Lentelé).

18 Lentelé. Cat4-Cat4b fragmento variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant su referentine
seka S2. Zalia spalva pazyméta Cat geno penkto ir $esto egzono sritys, o juodai — penkto ir §esto

introno sritis. Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai, pilka spalva — Kauno Nemuno
upeés méginiai.

5 2 2| es@pzee
S2 G/A |G/A A.’GG/A AC|AGIG G
S1 . . . . . . C A
ST |. . G/A]|. G G
S10 . G/A]|. G G|
A A/G |. G|
B . . . . G|G|. |. A
C A/IG |A/G |. A/G |G G|C|.
D A/G |. . G

Sulyginus sekas pastebéta, kad variabiliausia sritis yra intronas (704, 748, 894, 944, 1418).
Dvigubi pikai aptikti penkto egzono (191, 258, 430) ir penkto introno (668) srityje, kuriy nukleotidai
yra G arba A. Filogenetinis seky, pagausinty su Cat4 ir Catdb pradmeny poromis, panaSumas
jvertintas pritaikius NJ metoda (25 pav.).
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25 pav. Cat4-Cat4b fragmento filogenetinis medis tarp laukinés populiacijos L. minor méginiy.

Analizuojant Cat4-Cat4b fragmento filogenetinius atstumus tarp pasirinkty dviejy Lietuvos L.
minor populiacijy, pastebimas méginiy pasiskirstymas j du pagrindinius klasterius. Viename
klasteryje grupuojasi du Vilniaus Neries upés méginiai (S2, S1), kitame klasteryje — likusiy abiejy
populiacijy méginiai (25 pav.). Filogenetiniy skirtumy tarp Vilniaus Neries upés S10 ir S7 ir tarp

Kauno Nemuno upés A ir D meéginiy neaptikta.

Atliktus Cat4-Cat4b pradmens molekuliniy variacijy analize, gauti rezultatai parodé, kad

Lietuvoje rinkty L. minor vidupopuliaciné genetiné jvairové — 85 %, 0 tarppopuliaciné genetiné

Tarppopuliacinis
r 15%

jvairové — 15 % (26 pav.).

Vidupopuliacinis;
85%

26 pav. Procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas tirtose L. minor populiacijose
apskaiciuotas naudojant Cat4-Cat4b sekas.

Buvo atlikta turimy laukinés populiacijos L. minor méginiy sekoskaita, panaudojant Cat7
pradmeny pora. IS kiekvienos populiacijos atrinkta po 4 méginius, kurie buvo surinkti Nemune ties
Kaunu (pazyméti A, B, C, D) ir Neryje ties Vilniumi (pazyméti S2, S4, S7, S10). Sekoskaitos

rezultatai buvo palyginti tarpusavyje referentine seka pasirinkus méginio S2 seka (19 Lentelé).
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19 Lentelé. Cat7 fragmento variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant su referentine seka
S2. Zalia spalva pazymeéta Cat geno tre¢io egzono sritis, mélyna — promotoriaus sritis, o likusi —antro

ir trecio introno sritys. Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai, pilka spalva — Kauno
Nemuno upés méginiai.

LR RRBRRRR MR RN AR EERRER R P B R E R e RR R E Rk R R RRRE b E BB

I el el el s el e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el e e e e e e e e e R R R R R E )
s2 |T|c|T|c|6|G|G|G|A|a|a|c|T|G|T|T|c|G|A|A|G|A|G|G|Aa|c|T|G|A|c|c|c|G|c|G|G|c|T|T|A|G|T|T|c|T|c|A|G|a|G|A|alc|T|T|AlC|A|T|A|G
s | [ [ LLL]|[|elslslelal. |alalc|als]. [alc|alalclalal. 6] [T[. [ |al [a[r] Jalt] [ [ | lelr]. [alr]elr[T]. . [c sl
ST | [ [ [ Ial ][ lelslele|al. | |. [ [Tlslc]. [c]. | |. [a] |c|. | [t]rlc]. | [c|T ] lc]. [T]a]. . 7). [t]c 7] |al.
510 |. |. |6]. laleal. |. [a]. |alc|. [alc|alalT]al. lcla|alT]. | [a]. lel] [al. [ | lc]. [T | [ [tlcT|r |l
A GlTlc|t]. |al |- o] |slalclc]. |. | [a]. | |- [c]alalr]al. [clelalt]. [ale]. le|T . [al | [ [ | le|t]. [alr]c]a]. cl. || |s]|.
B | lslelelsal. [ [ [ Irle]. [ Il [ [ [al. lcls|. [Tir]cla]. |elr]. [c|. [vlal [ [ . It]- [T]c]. T el |
c alclel-[elel. |clele|al lcls]. [alc]. [ [ [al. |a]. [alr]. Jc[tlclc]. [s[ale]. | [a[T]. 7] [AlT GlAlGIclAlTc). |T
D Al el [cle]. Jc]clg|al. Jcle]. [alc]. | [. [a]. |ale[alr]. [c]t]clc]. le]alale]. | [T]. [T | [t]c]. |. le]ala]. |. [t]c]c

Sulyginus sekas pastebéta, kad didziausias variabilumas aptinkamas treio egzono ir trecio
introno srityje. Pirmo introno bei pirmo ir antro egzono srityje nukleotidy pakitimy neaptikta.

Filogenetinis seky, pagausinty panaudojus Cat7 pradmeny pora, panaSumas jvertintas pritaikius NJ

metoda (27 pav.).

S4

S10

S2

s7

_—
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27 pav. Cat7 fragmento filogenetinis medis, atspindintis filogenetinius rySius tarp laukinés
populiacijos L. minor méginiy.

Gauti rezultatai parodé, kad Neryje ties Vilniumi ir Nemune ties Kaunu surinkti méginiai
grupuojasi ] du pagrindinius klasterius nepriklausomai nuo geografinés kilmés. Filogenetiskai
artimiausi yra Vilniaus Neries S2 ir Kauno Nemuno B méginiai. Atliktus Cat7 pradmens molekuliniy
variacijy analize, gauti rezultatai parodé, kad Lietuvoje rinkty L. minor vidupopuliaciné genetiné

jvairové yra 96 %, o tarppopuliaciné genetiné jvairové — 4 % (28 pav.).
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28 pav. L. minor procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas su Cat7 pradmeniu.

3.2.3. Askorbato peroksidazés Zymeny jvertinimas

Tyrimui pasirinktas L. minor askorbato peroksidazés genas (29 pav.), koduojantis fermenta,
kuris mazina H20; koncentracija lastelése, bei svarbus augimo reguliacijai (Teixeira et al., 2006). Sis
genas susideda i§ astuoniy egzono ir aStuoniy introno sri¢iy. Savo genetine struktiira APx genas yra

panasus j askorbato peroksidazés 2 geng (Oryza sativa subsp. japonica).

APx2 APx4

<
<
Eménar Q4811 - ﬂ m

P
< » < »

APx1 APx3

v
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"

29 pav. Askorbato peroksidazés genas. Zalia spalva pavaizduota egzono sritis, pilka spalva — introno,
mélyna — promotoriaus sritis. Rodyklémis pazyméti atitinkamy pradmeny pagalba pagausinami geno
fragmentai.

Kadangi $io geno ilgis yra 2085 bp, todél norint atlikti viso geno sekoskaita, tenka jj iSskaidyti
i maZesnius fragmentus, kurie persikloty. Siuo atveju gaunasi 4 fragmentai: APx1, APx2, APx3,
APx4. Kiekviename fragmente su sukurtais pradmeny poromis jeina bent dvi egzony ir dvi introny

sritys (20 Lentelé).

20 Lentelé. APx geno fragmenty atitinkama pradmeny pora pagausinamy skirtingy sriciy ilgiai

baziy poromis (bp).
I8
Fragmento e e we s .
pav Geny sritys ir ju dydziai VISO,
. bp
; Intronas 1 : Egzonas 1 Intronas 2 Egzonas 2
APX1 P””i%‘é’%ﬁs ! 163 bp Pmnigt%gus : 118 bp 121 bp 136 bp 695
Egzonas Intronas 2 Egzonas 2 Intronas 3 Egzonas 3 Intronas 4
APx2 87 bp 121 bp 174 bp 73 bp 65 bp 260 bp 780
Egzonas 3 Intronas 4 Egzonas 4 Intronas 5 Egzonas 5
APxX3 Sl 526 bp 48 bp 68 bp 39 bp 746
E 4 Intronas 5| Egzonas 5 Intronas 6 Egzonas 6 Intronas 7 Egzonas 7 Intronas 8 L'gzonas 8
APx4 Bbp | 6sbp 85 bp 90 bp 79 bp 88 bp 102 bp 64 bp 173 bp 792
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Optimizavus PGR salygas pasirinkta 35 ciklai, o pradmeny prikibimo temperatiiros kiekvienai

pradmeny porai pateiktos 21 Lentel¢je.

21 Lentelé. APx pradmeny prikibimo temperatiiros

Pradmuo Temperatiira pagal Taikyta Optimaliausia
,»ThermoFisher*, °C temperatiira, °C temperatiira, °C
APx1 | 56 55, 56, 57 56
APx2 57 56, 57, 58 56
APx3 59 58, 59, 60 59
APx4 | 58 57,58, 59 59

Amplifikuoti PGR produktai buvo patikrinti atlikus elektroforeze agarozés gelyje (30 pav.).
Patikrinus visus geno fragmentus, pagausintus naudojant atitinkamus pradmenis, kiekvienu atveju

elektroforezés agarozes gelyje ryskiausios frakcijos dydis atitiko teorinj fragmento dyd;.

1000 bp
500 bp

1000 bp
500 bp

30 pav. APx1, APx2, APx3, APx4 fragmenty elektroforezé agarozes gelyje. 1 —S2,2 — S4, 3 - B,
M — DNR dydzio standartas.

Panaudojus APx1 ir APx2 pradmeny poras pagausinta viena frakcija. Panaudojus Apx3 ir Apx4
pradmeny poras kiekvieno tirto L. minor méginio atveju pagausinta po dvi frakcijas. Dél atsiradusiy
nespecifiniy produkty su Apx3 ir Apx4 pradmeny poromis i§ elektroforezés gelio buvo iskirpti
fragmentai, kurie atitiko teorinj fragmento dydj, iSskirta DNR ir atlikta sekoskaita. Sekoskaitos
rezultatai kiekvienu atveju parod¢ neSvarias sekas, todél tokios sekos nebuvo tinkamos tolimesnei
analizei. Tolimesnei analizei pasirenkamos Apx1 ir Apx2 pradmeny poros, su kuriomis gaunamos

$varios sekos.

Fragmentai su Apx1 ir Apx2 pradmeny poromis yra persidengia APx geno DNR sekoje. Sujungus
Siuos du fragmentus, gaunamas Apx1-Apx2 fragmentas su promotoriumi, trimis egzonais ir keturiais
intronais. IS kiekvienos populiacijos atrinkta po 4 méginius, kurie surinkti Nemune ties Kaunu
(pazyméti A, B, C, D) ir Neryje ties Vilniumi (pazyméti S2, S1, S4, S10). Sekoskaitos rezultatai buvo
palyginti tarpusavyje referentine seka pasirinkus méginio S2 seka (22 Lentelé).
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22 Lentelé. APx1-APx2 fragmento variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant su referentine
seka S2. Zalia spalva pazyméta antro egzono sritis, mélyna — promotoriaus sritis, o likusi — pirmo

trecio ir ketvirto introno sritys. Geltona spalva pazyméta Vilniaus Neries upés méginiai, pilka spalva
— Kauno Nemuno upés méginiai.

n =]
cknpssee s she 35 A5 35 § §
$2 |ITICIAJAJA|G|A|T |C/IGC/A|T |T |C/TIT |G/IATIC |G |TIA|G AT AIG
S1 | | |. |- |- |.|. |- |G/IC. - JAIGICITL | . | G/A
sS4 . |A|GICAIC|. |. |T/C. |AIGICIT|. |. |. |T/A|.
510 . |A|G/ICIA/C|. |. |T/C. A/GIC/T|. A/T|. |. |G/A
A L. | |- ]| |- |A|GICIAC|. |. |. |. |AIGICIT|T|. [T |T/A|.
B |C|. . IT|IG|T|. A|GICAIC|. |. |. |. |AIGIC/T|. AT|. |. |
C |C|. |. | TIGIT|C|IC|. |AICIA|G|. |GIAIG|. [T|. |T|. G/A
D TIGT|GIT|IC|. |. [|AIC|IA|. |T/G. |AIG|. |T|. |[T]|.

Palyginus méginius tarpusavyje pastebéta nukleotidy pakaity promotoriaus, egzono ir introno
srityse. Variabiliausia yra promotoriaus sritis, ypa¢ daug nukleotidy pakaity nustatyta Nemune ties
Kaunu surinktuose B, C ir D méginiuose. Apx1-Apx2 fragmentui, pagausintam panaudojus Apx1 ir
Apx2 pradmeny poras, aptikti dvigubi pikai esantys promotoriaus (81, 88, 103, 114), introno (291,

1115, 1366) ir egzono (664) srityse (22 Lentelé). Filogenetinis seky, panasumas jvertintas pritaikius
NJ metoda (31 pav.).

e

S10

-

S1

0.0020

31 pav. APx1-APx2 fragmento filogenetinis medis.

Analizuojant APx1-APx2 fragmento filogenetinius atstumus tarp pasirinkty dviejy Lietuvos L.
minor populiacijy, pastebimas méginiy pasiskirstymas j du pagrindinius klasterius. Viename
klasteryje grupuojasi trys Kauno Nemuno upés méginiai (B, C, D), kitame klasteryje — likusiy abiejy

populiacijy méginiai (31 pav.). FilogenetiSkai artimiausi yra Vilniaus Neries S2 ir S1 méginiai.
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Atlikus APx1-APx2 fragmento molekuliniy variacijy analize, gauti rezultatai parodé, kad

Lietuvoje rinkty L. minor vidupopuliaciné genetiné jvairové yra 81 %, 0 tarppopuliaciné genetiné

Tarppopuliacinis
’ 19%

jvairové — 19 % (32 pav.).

Vidupopuliacinis
81%

32 pav. L. minor procentinis molekulinés jvairovés pasiskirstymas su APx1-APx2 pradmenimis.

3.3. Genetiniy Zymeny analizé su EML paveiktais L. minor klonais

Atlikus turimy laukinés populiacijos L. minor sekoskaitg naudojant GPx6, GPx7, Cat4, Cat4b,
Cat7, Apxl ir Apx2 pradmeny poras, Svariausios sekos gautos su Vilniaus Neries S2 méginiu, kuris

pasirinktas EML poveikio tyrimui.

S2 klonai buvo auginami Petri 1€kstelése ant riciy veikiant augalus EML tiesiogiai (pazyméti
EML-T), o nuotolinji EML poveikj patiriantys S2 klonai (pazyméti EML-N) buvo auginami 1,5 m
atstumu nuo EML generuojanciy ri¢iy. Tyrimo trukmé - 18 savaiciy, tyrimo metu sroves stiprumas
didintas nuo 1,2 mA (1-3 savaités), 2,4 mA (4-11 savaiciy) iki 0,4 A (12-18 savai¢iy). Matuojamas
gniuzuly plotas, gniuzuly skaicius, Zaliasis svoris po 6, 10, 14 ir 18 savaiciy bei stebimas DNR seky,

padauginty su Cat4, Cat7, GPx6, APx1 pradmeny poromis, nukleotidy pokytis.

Pastebimas neigiamas poveikis augaly gniuzuly plotui, veikiant S2 klonus tiesiogine
elektromagnetine spinduliuote. O L. minor klonuose, auganciy 1,5 m atstumu nuo EML $altinio
(EML-N), nepastebéta dideliy poky¢iy skai¢iuojant gniuzuly plota, kuris svyravo nuo 560 mm? iKi
510 mm? (33 pav.).

51



800 =EML-N

700 mEML-T

600

50
40
30
20
10
0

6 10 14 18

EML veikimo trukmé, savaitémis

Gniuzuly plotas, mm2
o o o (=]

o

33 pav. Gniuzuly ploty vidurkiai. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés
spinduliuotés, EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés.

Skaiciuojant augaly gniuzuly skai¢iy Petri 1€kstelése, pastebimas taip pat neigiamas poveikis
elektromagnetinés spinduliuotés. Veikiant augalus netiesiogine elektromagnetine spinduliuote
gniuzuly skaicius islieka pakankamai stabilus, kuris svyruoja nuo 90 iki 105 vienety vienoje Petri

1eksteléje (34 pav.).
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34 pav. Gniuzuly skai¢iaus vidurkis. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés
spinduliuotés, EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotes.

Pastebimas neigiamas poveikis augaly zaliam svoriui, veikiant S2 klonus tiesiogine
elektromagnetine spinduliuote. Netiesioginis EML stimuliuoja zalio svorio augimg nuo 0,08 g
(6 sav.) iki 0,10 g (10 sav.), kai srovés stiprumas — 2,4 mA, 0 po 14 ir 18 savaiiy pastebimas zalio

svorio sumazéjimas nuo 0,10 g iki 0,08 g, kai srovés stiprumas padidintas iki 0,4 A (35 pav.).
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35 pav. L. minor zalias svoris. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés
spinduliuotés, EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotes.

Analizuojant geny zymenis, koduojantys antioksidantinius fermentus, pastebéta, kad su visais

tirtais laukinés populiacijos L. minor méginiais $variausios sekos gaunamos naudojant Cat4

pradmeny pora. Sis Zymuo pasirenkamas ir eksperimentiniy klony tyrimui, susijusiu su

elektromagnetine spinduliuote. DNR buvo i$skiriama po 1, 6, 14, 18 savaiciy, palyginama tarpusavyje

su pasirinkta S2 referentine seka (23 Lentelé).

23 Lentelé. Cat4 fragmenty variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant augaly paveikty
EML su referentine seka S2. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés,
EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés. Zalia spalva pazyméta
egzono sritis, likusi — intronas.

19
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18 savaité

Fragmentuose, pagausintus su Cat4 pradmeny pora, nukleotidy pakaitos pastebéta trijose

pozicijose (206, 319, 714) po 1 savaités nepriklausomai nuo elektromagnetinés spinduliuotés
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poveikio atstumo, o po 6 savaiCiy aptikta tik viena nukleotidy pakaita L. minor klone, veikiant

netiesioginiu EML. Po 14 ir 18 savaiciy nukleotidy pakaity neaptikta.

Nagringjant literatliroje pateikta informacija pastebéta, kad antioksidantiniy fermenty geny
promotoriuose aptikta nukleotidy pakaitos, kai organizmas patiria oksidacinj stresg (Lubos et al.,
2011, Chistiakov et al., 2006). Nors zemo daznio EML nepadidina reaktyviyjy deguonies formy
koncentracija lasteléje, bet néra atlikta iSsamiy tyrimy, kai organizmas veikiamas ilgg laikg Zemo
daznio EML. Siame tyrime pasirenkami antioksidantiniy geny fragmentai, kuriuose yra promotoriaus
sritys: GPx geno fragmentas (12 Lentel¢), padaugintas su GPx6 pradmeny pora, Cat geno fragmentas
(16 Lentel¢), padaugintas su Cat7 pradmeny pora ir Apx geno fragmentas (20 Lentel¢), padaugintas
su Apx1 pradmeny pora. DNR buvo isskiriama po 14 ir 18 savaiciy, palyginama tarpusavyje ir su

pasirinkta S2 referentine seka.

Fragmentuose, pagausintus su GPx6 pradmeny pora, nukleotidy pakaitos pastebétos keturiose
pozicijose (83, 86, 866, 881) po 14 savaiCiy ir SeSiose pozicijose (83, 84, 85, 866, 880, 881) po 18
savaiCiy paveiktuose EML S2 klonuose nepriklausomai nuo elektromagnetinés spinduliuotés

poveikio atstumo (24 Lentel¢).

24 Lentelé. GPx6 fragmenty variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant augaly
paveikty EML su referentine seka S2. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés
spinduliuotés, EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés. Mélyna
spalva pazyméta promotoriaus sritis, likusi — intronas.

o S
Laikas| S2 [ & & % ® % % | EML salygos
AGCTTGT
o EML-N1|C CA. .
Z  EML-TI|C CA.C
F EMLN2ic A .
—
EMLT2C . . A | g 00,
e [EMLNIGCT. AT.
= EMLTIGCT. ATC
Z EMLN2GCT . ATC
T EMLT2GCT . AT.

Fragmentuose, pagausintus su Cat7 pradmeny pora, nukleotidy pakaity neaptikta po 14
savaiciy, o po 18 savaiciy pastebéta nukleotidy pakaity keturiose pozicijose (170, 464, 606, 614) S2

klonuose nepriklausomai nuo elektromagnetinés spinduliuotés poveikio atstumo (25 Lentelé).
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25 Lentelé. Cat7 fragmenty variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant augaly
paveikty EML su referentine seka S2. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés
spinduliuotés, EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés. Mélyna
spalva pazyméta promotoriaus sritis, zalia spalva — egzono, likusi — introno sritis.
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Fragmentuose, pagausintus su Apx1 pradmeny pora, nukleotidy pakaitos pastebétos penkiose
pozicijose (79, 199, 204, 252, 258) po 14 savaités ir septyniose pozicijose (79, 92, 203, 204, 252,
258, 284) po 18 savaités S2 klonuose nepriklausomai nuo elektromagnetinés spinduliuotés poveikio

atstumo (26 Lentel¢).

26 Lentelé. APx1 fragmenty variabilios pozicijos ir nukleotidy pakaitos lyginant augaly
paveikty EML su referentine seka S2. EML-T — augaly, veikiamy tiesioginés elektromagnetinés
spindulivotés, EML-N — augaly, veikiamy netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés. Mélyna
spalva pazyméta promotoriaus sritis, likusi — introno sritis.
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3.4. Rezultaty aptarimas

Darbo metu buvo analizuojami penki chloroplasto nekoduojanciy seky mikrosatelitiniai Zymenys
siekiant jvertinti filogenetinius ry$ius bei molekulinés jvairovés pasiskirstyma dviejose L. minor
Lietuvos populiacijose. IStyrus 4 méginius, paimtus i§ Neries ties Vilniumi ir 4 méginius, paimtus i§
Nemuno ties Kaunu, nustatyta, kad L4, L7, L16 ir L19 zymeny pasikartojantis motyvas islicka
nepakites visuose tirtuose méginiuose, nepriklausomai nuo populiacijos. Nors §ie zymenys yra
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pateikiami kaip tinkami genetinés jvairovés tyrimams dél jy pasikartojancio motyvo skaiciaus
variabilumo (Wani et al., 2014), bet su $io magistrinio darbo metu tirtaisiais méginiais minéty Zymeny
pasikartojan¢io motyvo skaic¢iaus variacijos neaptiktos né viename tirtame lokuse, todél vien
fragmenty ilgio palyginimas nepakankamai informatyvus, siekiant atskleisti skirtumus tarp
populiacijy. Nagrin¢jant nukleotidy pakaitas tarp laukinés populiacijos L. minor méginiy, pastebéta,
kad L4, L14, L16 lokusuose aptinkama bent po vieng dviguba pika, o tai apsunkina rezultaty
interpretavima (7, 9, 10 Lentelés), o L7 ir L19 lokusuose neaptikta nukleotidy pakaity tarp

nagrinéjamy meginiy.

Analizuojant filogenetinius rysius, rekonstruotus remiantis skirtingy lokusy DNR fragmentais,
atskleista méginiy grupavimosi j du atskirus klasterius tendencija. Grupavimasis dalinai paremtas
meéginiy geografiniu pasiskirstymu, taciau neretai méginiai, surinkti skirtingose upése pasirodo
esantys filogenetiskai artimesni lyginant su kitais tos pacios populiacijos atstovais. Tai gali buti
susieta su genetinés medziagos perneSimu dél natiiralaus plideny plukdymo pasroviui arba netgi dél

perneSimo, susijusio su vandens pauksciy perskridimais i§ vieno vandens telkinio j kita.

Apibendrinant §io magistrinio darbo dalies rezultatus galima konstatuoti, kad L4, .14, L16
mikrosatelitiniy zZymeny informatyvumas potencialiai yra pakankamas, siekiant §iuos Zymenis
panaudoti L. minor populiaciniuose genetiniuose tyrimuose. O L7 ir L19 Zymenyse neaptikta
variabiliy pozicijy, kad bty galima pritaikyti genetinés jvairovés tyrimuose. Kadangi visuose
lokusuose mikrosatelitiniy motyvy skaiCius pasirodé esg stabiliis, pagrindinj genetinés jvairoveés
mastg atskleidZia nukleotidy pakaitos ne mikrosatelitinius motyvus talpinanciose DNR fragmenty
dalyse, tad siekiant sukaupti pakankamai informacijos statistinei duomeny analizei naudojant
chloroplasto DNR Zymenis, talpinancius nekoduojancius mikrosatelitinius pasikartojimus
apimancias sekas, rekomenduotina generuoti molekulinius duomenis vietoje pagausinty fragmenty

ilgio nustatymo kaupiant bei analizuojant DNR sekoskaitos rezultatus.

Siekiant jvertinti koduojanciy baltymus DNR seky variabilumg darbo metu buvo tiriami trys
genai, koduojantys baltymus, pasizyminéius antioksidantinémis savybémis (GPx, Cat ir APX)
siekiant nustatyti informatyvius genetinius Zzymenis, tinkamus laukinés populiacijos ir
eksperimentiniy klony genetinés jvairovés tyrimams. Nagrin¢jant GPx geno DNR sekas pastebéta,
kad sukurtos pradmeny poros neleido pagausinti $variy DNR fragmenty tiek egzono (GPx1, GPx2,
GPx3), tiek introno (GPx4, GPx5) srityse laukinéje L. minor populiacijoje. Tolimesnei analizei
atrinktos GPx6 ir GPx7 pradmeny poros, kuriy pagalba pagausintos DNR sekos buvo pakankamai

Svarios bei suteike galimybe palyginti jas tarpusavyje, referentine seka pasirinkus S2 méginio seka.
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Nustatyta, kad introno sritys yra variabilesnés, palyginus su egzono, promotoriaus ir terminatoriaus
sritimis.

Analizuojant filogenetinius rySius, rekonstruotus remiantis dviejy fragmenty, pagausinty su GPx6
ir GPx7 pradmeny poromis, atskleista méginiy grupavimosi j du atskirus klasterius tendencija (18,
20 pav.), kuriy pasiskirstymas nepriklausé nuo geografinés padéties. Gauti rezultatai rodo, kad tarp
tirty laukinés populiacijos L. minor méginiai, kuriems budingos skirtingos bet filogenetiskai artimos

GPx geno sekos néra aptinkamos priklausomai nuo geografinés kilmés.

Nagrinéjant Cat geno DNR sekas buvo sukurtos devynios pradmeny poros, kuriy specifiSkumas
iSbandytas tiriant méginius, reprezentuojancius geneting jvairove, aptinkama laukinéje L. minor
populiacijoje. Tolimesnei analizei atrinktos Cat4, Cat4b ir Cat7 pradmeny poros, kuriy DNR sekos
palygintos tarpusavyje referentine seka pasirinkus S2 méginio sekg. Variabilios sritys nustatytos
introno ir egzono srityse. Cat geno penktame egzone aptikta dviguby piky (18 Lentel¢). Treciame
egzone Cat geno srityje, padauginto su Cat7 pradmeny pora, aptiktas didelis nukleotidy pakaity
skaiCius, dél gauty nesvariy seky (19 Lentel¢). Tikétina, kad sukurta Cat7 pradmeny pora specifiskai

jungiasi ne vienoje genomo srityje.

Analizuojant filogenetinius rySius, rekonstruotus remiantis dviejy fragmenty, pagausinty su Cat4,
Cat4b, Cat7 pradmeny poromis, atskleista méginiy grupavimosi j du atskirus klasterius tendencija
(25, 27 pav.). Toks grupavimasis dalinai paremtas méginiy geografiniu pasiskirstymu, taciau neretai
meéginiai, surinkti skirtingose upése pasirodo esantys filogenetiSkai artimesni lyginant su kitais tos

pacios populiacijos atstovais.

Nagrin¢jant APx geno DNR sekas buvo sukurtos keturios pradmeny poros, kuriy specifiSkumas
iSbandytos laukinéje L. minor populiacijoje. Tolimesnei analizei atrinktos APx1 ir APx2 pradmeny
poros, kuriy fragmentai persikloja. Daugiausiai nukleotidy pakaity aptikta promotoriaus srityje (11
pozicijy) palyginus su egzono (1 pozicija) ir introno (1 pozicija) sritimis (22 Lentel¢). Analizuojant
APx1-APx2 filogenetinius rysius pastebéta, kad grupavimasis j klasterius dalinai pasiskirsto pagal

geografing kilme.

Magistrinio darbo metu antioksidantinei sistemai priklausancius baltymus koduojanéiy geny
fragmenty, pagausinty naudojant GPx6, GPx7, Cat4, Cat4b, Cat7, Apx1, Apx2 pradmenis genetinés
jvairovés tyrimo rezultatai buvo palyginti tarpusavyje bei su chloroplasto nekoduojanciy seky
mikrosatelitiniy fragmenty, pagausinty su L4, L14, L16 pradmenimis analogiSkais genetinés

jvairovés parametrais (AMOVA testo rezultatais) (36 pav.).
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36 pav. Tarppopuliaciné genetiné jvairové nustatyta AMOVA metodu palyginus Neryje ties
Vilniumi ir Nemune ties Kaunu surinktus L. minor méginius.

Gauti rezultatai parodo, kad didziausia tarppopuliaciné jvairové aptinkama naudojant
mikrosatelitinius Zymenis. Buvo pastebéta, kad L4, L14, L16 zymenyse esancios nukleotidy pakaitos
ne mikrosatelitiniy motyvy srityse lemia genetinius skirtumus tarp nagrin¢jamy populiacijy, o
mikrosatelitiniy motyvy skaiCius iSliecka stabilus visose tirtose L. minor mikrosatelitiniuose
lokusuose. GPx, Cat ir APx geny zymenys neatskleidé didelés tarppopuliacinés genetinés jvairovés
lyginant su chloroplasto mikrosatelitiniais Zymenimis, nors atsitiktiniy nukleotidy pakaity aptikta
promotoriaus, egzono ir introno srityse. Tikétina, kad gautos sekos yra pakankamai konservatyvios,
nes minéti geny fermentai yra svarbiis ROS koncentracijos mazinimui Igstelése, o Siy geny seky
poky¢iai gali sutrikdyti fermento atsakg j oksidacin;j stresg (Kivrak et al., 2017). Nors $iy genetiniy
Zymeny tarppopuliaciné jvairové silpnai isreikSta, bet sekoskaitos rezultatai taip pat gali buti

naudojami populiacinés genetinés jvairovés tyrimuose.

Nustatyta S2 klony, veikianciy tiesiogine elektromagnetine spinduliuote, augimo sulétéjimas
po 10 — 14 eksperimento savaités lyginant su 6 eksperimento savaités duomenimis. Netiesiogiai EML
veikian¢iy S2 klony pastebimi nedideli augimo sulétéjimai, kurios gali jvykti dél matavimo paklaidy.
Po 18 eksperimento savaités, neaptikta dideliy skirtumy tarp tiesiogiai ir netiesiogiai veikianciy EML.
Kadangi, L. minor pasizymi galimybe prisitaikyti prie jvairiy aplinkos salygy (Landolt, 1986),
tikétina, kad po 18 eksperimento savaités gauti duomenys parodo augalo prisitaikyma prie tiesioginés

ir netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés.

Nagrinéjant Cat geno fragmentg, padauginta su Cat4 pradmeny pora, pastebéta, kad po 14 ir 18
poveikio EML savaités Cat4 fragmentas liko nepakites palyginus su pradine S2 klono seka, nors po
1 ir 6 poveikio EML savaités buvo nustatytos trys ir viena nukleotidy pakaitos pozicijose (23 Lentel¢).
GPx6, Cat7, APx1 genetiniy Zymeny sekose lyginant su laukine populiacija aptikta naujy nukleotidy

pakaity S2 klonuose, kurie buvo auginami skirtingu atstumu nuo EML $altinio. Pastebéta, kad kuo
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ilgiau augalai auginami veikiant EML, tuo daugiau atsiranda naujy nukleotidy pakaity pozicijy
(27 Lentel¢).

27 Lentelé. Atsiradusios naujos nukleotidy pakaity pozicijos S2 klonuose, veikianciais tiesioginés ir
netiesioginés elektromagnetinés spinduliuotés po 14 ir 18 savaiciy.

GPx6 Cat7 Apx1l
Promotorius Intronas 1 | Promotorius | Egzonas 2 | Intronas 2 Intronas 1
14 83,86 866, 881 - - - 199, 204, 252, 258
18 83, 84, 85, 866, 881 170 464 614 203, 204, 252, 258, 284

Sio darbo metu tirtose genetiniy zymeny sekose tarp laukinés populiacijos méginiy neaptikta
didelé genetiné jvairove, taciau veikiant Zemo daznio (50 Hz) EML ilguoju laikotarpiu geny,
koduojanciy antioksidantinius fermentus, DNR sekos kinta daugéjant nukleotidy pakaity daugiausia
promotoriaus ir introno srityse. Kadangi panasaus pobudzio tyrimy rezultaty néra publikuota
mokslingje literatiiroje, todél neaiSku ar antioksidantiniy geny sekose atsiradusios naujos nukleotidy
pakaitos yra iStaisomos DNR reparacijos mechanizmy pagalba. Tod¢l tolimesniy moksliniy tyrimy
metu biitina pratesti elektromagnetinés spinduliuotés poveikio trukme bei lygiagreéiai patikrinti GPx,
Cat, APx geny fermenty aktyvumo pokycius augaluose, paveiktuose Zzemo daznio elektromagnetine

spinduliuote.
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1.

3.

ISVADOS

Atlikus chloroplasto nekoduojanc¢iy seky mikrosatelitiniy zymeny sekoskaitg nustatyta L.
minor méginiy, surinkty Neryje ties Vilniumi ir Nemune ties Kaunu tarppopuliaciné genetiné
jvairoveé, kuri sieké 30 % (L4), 29 % (L14), 33 % (L16) lokusuose.

Sukurti nauji pradmenys, koduojantys GPx (GPx6, GPx7), Cat (Cat4, Cat4b, Cat7), APx
(APx1, APx2) geny fragmentus, kuriuos panaudojus atlikta geny fragmenty sekoskaita bei
jvertinta tarppopuliaciné genetiné jvairové tarp L. minor Neryje ties Vilniumi ir Nemune ties
Kaunu surinkty méginiy, kurios vertés sieké 5 % (GPx6), 10 % (GPx7), 15 % (Cat4-Cat4b),
10 % (Cat7), 19 % (APx1-APx2) lokusuose, o variabiliausios sritys aptinkamos promotoriaus

ir introno srityse.

Veikiant L. minor eksperimentinj klong zemo daznio (50 Hz ) elektromagnetine spinduliuote,
po 14-os poveikio savaités pastebima augalo augimo sulétéjimas bei naujy nukleotidy pakaity

indukcija GPx6, Cat7, APx1 geny fragmenty promotoriaus, egzono ir introno srityse.

60



SUMMARY
Searching and Using of Lemna minor Informative Genetic Markers in Wild Populations and

Genetic Diversity in Experimental Clones

The aim of the study was to measure the genetic diversity of wild population L. minor clones using
different genetic markers and the genetic variability in experimental clones exposed to increased

electromagnetic radiation by GPx, Cat and APx gene sequencing.

Materials and methods - The wild type L. minor samples from Nemunas River near Kaunas (4
samples) and Neris River near Vilnius (8 samples) were collected. The genetic diversity of the wild
type L. minor was studied using the genetic markers of the chloroplast genome including
microsatellite sequences surrounded by non-coding regions and the antioxidant genes (GPx, Cat,
APX). The growth parameters and DNA sequences of genetic markers were measured of L. minor

grown in Petri dishes placed at different distances from the source of electromagnetic radiation.

Results - Seven genetic markers (GPx6, GPx7, Cat4b, Cat4b, Cat7, APx1, APx2) were identified as
suitable for wild type and experimental L. minor clones genetic diversity studies. Results indicate that
the interpopulation diversity identified using microsatellite markers is higher (30% (L4), 29% (L14),
33% (L16)) compared to genetic markers encompassing fragments of antioxidant genes (5% (GPx6),
10% (GPx7), 15 % (Cat4-Cat4b), 10% (Cat7), 19% (APx1-APx2)). Growth of plants were suppressed
after 14th week from the beginning of the exposure to low-frequency (50 Hz) electromagnetic

radiation and new nucleotide varations in DNA sequences of antioxidant genes were inducted.

Keywords: L. minor, genetic diversity, chloroplast microsatellite markers, GPx, Cat, APx gene
sequencing, electromagnetic field.
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