Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Informatyviausiy oligonukleotidiniy Zymeny identifikavimas
hibridinés drebulés mikrouagliu DNR polimorfizmo
nustatymui

Baigiamasis magistro projektas

Irmina Kralikauskaité

Projekto autore

Doc. dr. Ilona Jonuskiené

Vadové

Kaunas, 2019



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas

Cheminés technologijos fakultetas

Informatyviausiy oligonukleotidiniy Zymeny identifikavimas
hibridinés drebulés mikroigliu DNR polimorfizmo
nustatymui
Baigiamasis magistro projektas

Pramonin¢ biotechnologija (6211FX010)

Irmina Kralikauskaité

Projekto autoré

Doc. dr. Ilona Jonuskiené
Vadove

Doc. dr. Siguté Kuusiené
Konsultanté

Dr. Ingrida Tumosiené

Recenzenté

Kaunas, 2019



Ktu

1922

Kauno technologijos universitetas
Cheminés technologijos fakultetas

Irmina Kralikauskaité

Informatyviausiy oligonukleotidiniy Zymeny identifikavimas
hibridinés drebulés mikrouagliu DNR polimorfizmo
nustatymui

Akademinio sgZiningumo deklaracija

Patvirtinu, kad mano, Irminos Kralikauskaités, baigiamasis projektas tema ,Informatyviausiy
oligonukleotidiniy zymeny identifikavimas hibridinés drebulés mikrotigliy DNR polimorfizmo
nustatymui‘ yra paraSytas visiSkai savarankiskai ir visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra
teisingi ir gauti saziningai. Siame darbe nei viena dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar
internetiniy Saltiniy, visos kity Saltiniy tiesioginés ir netiesioginés citatos nurodytos literatiros
nuorodose. [statymy nenumatyty piniginiy sumy uz §i darbg niekam nesu mokéjes.

AS suprantu, kad iSaiskéjus nesgziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos, remiantis Kauno

technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardg ir pavarde jraSyti ranka) (parasas)



Kralikauskaité, Irmina. Informatyviausiy oligonukleotidiniy Zymeny identifikavimas hibridinés
drebulés mikroiigliy DNR polimorfizmo nustatymui. Magistro baigiamasis projektas / vadove doc.
dr. Ilona Jonuskien¢; Kauno technologijos universitetas, Cheminés technologijos fakultetas.

Studijy kryptis ir sritis: Biotechnologija, Technologijy mokslai.

ReikSminiai ZodZziai: hibridiné drebulé, molekuliniai zymenys, DNR tyrimai, trumpos apyvartos
zeldiniai.

Kaunas, 2019. 53 p.

Santrauka

Misko medziai sudaro didziausig biomasés dalj pasaulyje, taciau dél didelés jos paklausos energijos
gamybai bei medienos pramonei biomasés iStekliai senka, o misky rotacijos laikotarpis trunka apie
50 — 120 mety. Todé¢l pradéta intensyviai ieSkoti metody kaip iSgauti biomase greiciau ir didesniais
kiekiais. Trumpos apyvartos Zeldiniai yra alternatyvus biidas Siai problemai iSspresti, nes jy rotacijos
trukmé maZesné nei 30 mety. Sis tyrimas buvo atlieckamas siekiant jvertinti hibridinés drebulés
(Populus tremula x Populus tremuloides Michx.) tinkamumg trumpos apyvartos miskininkystei,
atrinkti perspektyviausius drebulés hibridus bei nustatyti jy geneting jvairov¢ panaudojant
molekulnius Zymenis. Tyrimy metu CTAB metodu iSskirta DNR 1§ hibridinés drebulés Svieziy lapy,
jos koncentracija buvo nustatyta spektrofotometru. Branduoliné DNR pagausinta PGR metodu
naudojant atsitiktinius pradmenis. DNR fragmentus atskyrus agarozés gelyje buvo atlikta AAPD
analiz¢é. Tyrimy rezultatai parode, kad i§ 53 iStirty oligonukleotidiniy pradmeny informatyviausi ir
aukSciausia amplifikacijos kokybe pasizyméj¢ pradmenys buvo Sie: Roth BO12, Roth BO7, Roth 170
—02, Roth 170 — 03 ir Roth 170 — 10, kity naudoty pradmeny amplifikacijos kokybé¢ buvo gauta Zema
arba vidutiné. Panaudojant atrinktus informatyviausius pradmenis tarp genotipy nustatytas 85,24%
polimorfizmas, visi hibridai buvo skirtingi.
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Summary

Forest trees account for the largest share of biomass in the world, but due to high demand for energy
production and the wood industry, biomass resources are depleting and forest rotation is about 50 —
120 years. Which is why it has been started to look for faster ways to extract biomass in larger
quantities. Short rotation forestry is an alternative way of solving this problem because this kind of
forest’s rotation time is less than 30 years. This study was carried out to assess the suitability of hybrid
aspen (Populus tremula x Populus tremuloides Michx.) for SRF (short rotation forestry). To select
the most promising aspen hybrids and to identify their genetic diversity through molecular markers.
During the studies, DNA was isolated from fresh leaves of hybrid aspen using CTAB method, its
concentration was determined by a spectrophotometer. Nuclear DNA was amplified by PCR using
random primers. The DNA fragments were analyzed by RAPD after they have been separated in
agarose gel. The results of the study showed that out of the 53 analyzed oligonucleotide primers the
most informative and highest amplification quality primers were: Roth BO12, Roth B07, Roth 170 —
02, Roth 170 — 03 and Roth 170 — 10, the quality of amplification of other used primers was medium
or low. Using the selected informative primers, 85.24% polymorphism between genotypes was
detected, all hybrids were different.
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Santrumpy ir terminy sarasas

Santrumpos:

AAPD - atsitiktinai amplifikuota polimorfin¢ DNR
AFLP — pagausinty fragmenty ilgio polimorfizmas
BAP - 6 — benzilaminopurino

CTAB — cetilo trimetilo amonio bromidas

IAR - 3 — indolilacto rtigstis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

SSR - mikrosatelitai



Ivadas

Klimato kaita yra viena i§ pla¢iausiai aptarinéjamy temy pasaulyje [1]. Zmonija pradéjo kritidkai
vertinti energijos gamybos biidus i§ neatsinaujinanciy iStekliy bei jy naudojimo mastus. Tuo tikslu,
kad sumazinty iSkastinio kuro naudojima, Siltnamio efekta sukelian¢iy dujy iSmetima i aplinkg ir
klimato kaita, pradéta ieSkoti energijos gavybos biidy i§ atsinaujinanciy iStekliy. Vienas i pagrindiniy
atsinaujinaciy Saltiniy — tai biomasé [2].

Misko medziai sudaro apie 82% biomasés pasaulyje ir daugiau kaip 50% sausumos biologinés
ivairoves. Tai yra zaliavy Saltinis daugeliui esminiy zmoniy poreikiy, iskaitant statybines medziagas,
popieriaus gaminius ir kaip kietasis kuras Silumai bei energijai iSgauti. MiSkai taip pat teikia jvairig
ekologing naudg pvz., biologinés jvairoveés iSsaugojimas, anglies dvideginio mazinimas, klimato
reguliavimas ir vandens kokybés i§saugojimas. D¢l didelés misko medziy naudos gamtai ir Zmonéms,
pradéta remti genominiy tyrimy tobulinimo programas, siekiant sukurti diagnostines priemones
misko medziams iSsaugoti bei atkurti gamtiniy populiacijy valdyma [3].

Trumpos apyvartos miskininkysté yra perspektyvus ir aplinkai draugiskas biidas gaminti biomase
energijos gamybai ir patenkinti kitiems Zmoniy poreikiams [4]. Siaurés Europoje ir Baltijos Salyse
miskininkysté tradiciSkai orientuota i ilgus medziy rotacijos laikus (apie 50 — 120 mety), o trumpos
apyvartos zeldiniy rotacijos trukmé maziau nei 30 mety, todél tai tapo nauja miskininkystés
koncepcija [5].

Drebulés laikomos vienos i$ perspektyviausiy misko medziy rasiy trumpos apyvartos miskininkystei
Europoje vystyti dél greitos augimo spartos bei atsparumo Sal¢iams. Hibridiné drebule (P.tremula x
P.tremuloides) jau nuo dvideSimtojo amziaus pradzios buvo sodinama ir auginama
eksperimentiniams ir komerciniams tikslams Siaurés ir Baltijos $alyse, tatiau kolkas dar néra
auginama pramoniniu mastu. Todél mokslininkai ir veiséjai siekia, kad hibridiné¢ drebulé tapty
ekonomiskai ir ekologiskai svarbiu medziu [5].

Biotechnologijos metody pagalba siekiama nustatyti drebulés hibridy genotipus, kurie bity
tinkamiausi auginti trumpos apyvartos zeldiniy plantacijose. Vienas i§ tyrimy metody — tai medziy
klonavimas in vitro sistemoje [6]. Klony polimorfizmo tyrimui daZniausiai naudojami molekuliniai
zymenys. Siy metody déka galima identifikuoti ir nustatyti augaly riidies genetine jvairove,
molekuliniame lygmenyje iSanalizuoti geresniais fenotipiniais pozymiais pasiZymincius genotipus
[7]. Genetinés jvairovés nustatymas panaudojant molekulinius Zymenis gali padeéti atrinkti
perspektyviausius drebulés hibridus ir pasiiilyti juos naudoti trumpos apyvartos miskininkysteje [8].

Sio darbo tikslas — istirti ir nustatyti atrinkty perspektyviausiy hibridinés drebulés (Populus tremula
x  Populus tremuloides Michx.) individy polimorfizma, panaudojant informatyviausius
oligonukleotidinius pradmenis.

Siekiant $io darbo tikslo buvo iskelti $ie uzdaviniai:

1. Atrinkti perspektyviausius ir geriausiais fenotipiniais poZymiais pasizyminc¢ius hibridinés
drebulés palikuonius.

2. Istirti ir palyginti informatyviausius oligonukleotidinius pradmenis hibridinés drebulés
genetinés jvairoves tyrimui.

3. Nustatyti Populus tremula x Populus tremuloides hibridiniy palikuoniy polimorfizma.



1. Literatiiros apZvalga
1.1. Trumpos apyvartos Zeldiniy svarba

Trumpos apyvartos Zeldiniai — tai sparciai augantis dauginimo biidas ty medziy ir kriimy, kurie sugeba
per trumpa laikg (3 — 10 mety) pasiekti didelj biomasés kieki [9]. Sodinant trumpos apyvartos
zeldinius siekiama dviejy pagrindiniy tiksly: 1) padidinti saugomy misky plota biologiniam medziy
iSsaugojimui ir 2) padidinti misky plotus, siekant iSgauti kuo didesnj kiekj biomasés. Tai labai aktualu
Siaurés ir Baltijos 3alimis, kuriuose miskininkysté tradicidkai grindziama ilgai augangiy (60 — 120
mety) medziy sodinimu, o greita trumpalaiké miskininkysté su trumpesniu nei 30 mety rotacijos
laikotarpiu vis dar néra gerai iSvystyta. Trumpos rotacijos miskininkystés augimas yra pastebimas
visame pasaulyje, jau dabar 6 — 7% pasodinty tokio tipo misky biomasé sudaro apie ketvirtadalj
pasaulio metinés medienos produkcijos ir prognozuojama, kad ateityje i dalis gerokai padidés [4].

Yra dvi pagrindinés priezastys, kodél greitos apyvartos zeldiniai per pastaruosius tris deSimtmecius
Siaurés Europoje gavo vis daugiau démesio ir tampa vis svarbesni. Pirma prieZastis yra ta, kad keliose
Salyse dél politiniy, ekonominiy ir socialiniy poky¢iy sumazéjo zemés tkio paskirties ploty [10].
Antroji priezastis yra ta, kad del klimato kaitos turime pakeisti iSkastinj kurg atsinaujinanciais
energijos Saltiniais Europos Sajungos valstybiy nariy isipareigojimu. Pagal ES energetikos politika,
medienos biomasés gamybos augimas greitos apyvartos plantacijose yra perspektyvi priemoné Siam
tikslui pasiekti [4].

Svedijoje misky biomasé yra svarbi sudedamoji dalis, bandant spresti klimato kaitos poveikj gamtai.
Energijos naudojimas Salyje Siuo metu grindZiamas atsinaujinanciais energijos Saltiniais, kurie $iuo
metu virSija 53% visos gaunamos energijos, o biomas¢ - dominuojantis atsinaujinancios energijos
Saltinis. Mediena ir jos produktai gali veikti kaip anglies nattralis Saltiniai, turintys galimybe pakeisti
iSkastinj kurg. Tyrimai dél medienos biomasés gamybos didinimo galimybiy parode, kad vien tik
Svedijoje 300 000 — 500 000 ha Zzemés tikio paskirties plotas gali biiti panaudotas misky uzsodinimui,
taciau Zzemés plotas, kuriame gali buti auginamos sparc¢iai augancios medziy rusys — daug didesnis

[11].

1.2. Tuopu genties (lot. Populus L.) veisimo svarba

Misko medziai turi didele ekologing ir ekonoming reik§me bei dideles galimybes jy panaudojimo
vystimuisi pramongje. Greitai augantys tuopy genties medziai placiai auginami jvairiose klimato
zonose, siekiant stabilizuoti dirvozemj, sumazinti ir sustabdyti véjo neSamas dulkes bei tersalus. Taip
pat Populus rusys yra ekonomiskai ir ekologiskai svarbios de¢l gery medienos savybiy [12], o tai labai
aktualu popieriaus ir medienos pramonei [13]. Populus risis dél spartaus augimo greicio ir didelés
biologinés jvairovés buvo antra medziy rasis dazniausiai naudojama biotechnologijos tyrimuose po
Pinuso spp. ir daZniausiai pasaulyje naudojama riisis atliekant genetines modifikacijas [14].

Pastaraisiais metais medziy molekulinés genetikos ir genomikos tyrimuose jvyko daug pokyéiy. Sie
poky¢iai buvo ryskiausi tuopy rusyse ir jy hibriduose [15]. Per pastaraji deSimtmetj Populus genties
atstovai tapo vienu pagrindiniy misko augaly molekulinés genetikos tyrimy objektu [16]. Tuopy
genties medziai turi keleta potencialiy biologiniy pranasumy, tokiy kaip mazas genomo dydis (2n =
38, apie 550 Mbp), daugiau nei 30 visame pasaulyje auganciy rusiy, greitas tigliy augimas, klony
dauginimo paprastumas, genetinés transformacijos paprastumas ir regeneravimas [17]. Dél Siy



priezasCiy Populus genties atstovai yra tinkamiausi naudoti kaip model; atliekant molekulinius
tyrimus [16, 17].

Populus rusys yra greitai augantys medziai, vertinami visame pasaulyje dél spartaus biomasés augimo
ir kokybeés, kuri gali biiti panaudota jvairiems mechaniniams ir cheminiams procesams. Sios risys
ypac svarbios celiuliozés ir popieriaus gamybos pramonei bei kuro ir energetikos gavybos sektoriams.
Europoje labiausiai Saliui atspari ir produktyviausia populiacijos rusis, prisitaikiusi augti
nederlinguose ir riigStiniuose dirvozemiuose — tai paprastoji drebulé (Populus tremula L.) [18].

Paprastoji drebulé (lot. Populus tremula L.) yra lapuodiy medziy rasis, placiai paplitusi Siaurés
pusrutulyje. Jos augimo geografinis pasiskirstymas svyruoja nuo vésiy ir vidutinio klimato regiony
Siaurés Europoje ir Siaurés Ryty Azijoje iki $ilty ir sausy vietoviy Piety Europoje ir Siaurés Afrikoje.
P. tremula priklauso Salicacea $Seimai ir yra glaudziai susijusi su tuopy gentimis, kurios dazniausiai
naudojamos trumpos apyvartos zeldiniams. Skirtingai nuo kity Populus riisiy, kurios yra daugiausia
prisitaikiusios prie pakranciy ekosistemy, drebulés geba toleruoti jvairias klimato salygas, dirvozemio
derlinguma, vandens tiekima bei néra jautrios sausrai ir véjui [19]. Taciau, dél ganétinai mazos
biomasés, paprastoji drebulé nepriskiriama prie plantacijose auginamy medziy [17].

1.3. Hibridiné drebulé (Populus tremula x Populus tremuloides Michx.)

R. Murkaité ir A. Plitira 1983 metais kryzminimy metu gavo hibridinés drebulés selekcing medziaga
[20]. Drebulés hibridas (P. tremuloides x P. tremula) ir drebulé (P. tremula), esant labai placiam jy
natiiralaus paplitimo arealui, yra auginami beveik visose Europos bei Siaurés Amerikos 3alyse [8].
Salia jprastinés medienos produkcijos paskirties, hibridinés drebulés klonai, pasizymintys sparéiu
augimu, yra perspektyviis auginti trumpos apyvartos Zeldiniuose. Sios paskirties Zeldiniy auginimas
aktualus ir Lietuvoje, kadangi biokuro gamyba i§ atsinaujinanciy gamtos $altiniy tampa prioritetine

[5].
1.3.1. Hibridinés drebulés botaninis apraSymas

Hibridin¢ drebule (Populus tremula x Populus tremuloides Michx.) yra greitai augantis paprastosios
drebulés Populus tremula L. ir kanadietiskos drebulés Populus tremuloides L. dirbtinio apdulkinimo
budu gautas tarprusSinis hibridas. Abi rasys priklauso gluosniniy (lot. Salicaceae L.) Seimai ir tuopy
(lot. Populus L.) genéiai. Sios riiys turi labai platy natiiralaus paplitimo areala — P. tremula yra vienas
i$ labiausiai paplitusiy medziy pasaulyje, o P. tremuloides medziy rusis yra labiausiai paplitusi
Siaurés Amerikoje. P. tremula ir P. tremuloides yra genetiskai artimos riiSys, todél buvo pasiiilyta
jas priskirti vienai riiSiai, turin€iai skirtingg geografinj augimo pasiskirstyma. Drebulés paprastai yra
diploidiniai medziai (2n=38), nors taip pat randami triploidiniai ir tetraploidiniai individai [5].

P. tremula ir P. tremuloides yra paprastai vidutinio dydzio medziai, taciau jie gali pasiekti nuo 35 iki
40 m aukstj ir 1 m stiebo skersmenj, paZeistose ar labiau pazeidziamose stiebo vietose skersmens
matmenys gali buti ir mazesni. Abi medziy riasys yra ekonomiSkai labai svarbios, genetiskai
kintancios, turincios kelias rases ir formas, priklausomai nuo geografinés augimo padéties, todél
suteikia didele skirtingy medziy pasiiilg jy veisimui ir atrankai. Tai yra greitai augancios ir prie
augimo salygy prisitaikancios rusys, kurios daznai yra naudojamos atsodinti misSkus ir misky plotus
po gaisro ar masinio iSpjovimo, jomis uzséjant arba dauginant Sakny atZalomis, pastarasis yra
dominuojantis natiiralios regeneracijos biidas [5].
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Hibridin¢ drebulé gauta dirbtinai sukryZzminus P. tremula ir P. tremuloides rusis, pirma karta buvo
apraSyta 1920 mety pradzioje Vokietijoje [21]. Drebulés hibridai per pirmuosius 20 — 30 mety auga
daug sparciau ir pasizymi didesniu biomaseés kiekiu nei jos pagrindinés rasys — tai patvirtinta keliose
eksperimentinése ir komercinése trumpos apyvartos zeldiniy plantacijose Skandinavijoje, Vidurio
Europoje ir Siaurés Amerikoje. Eksperimentai parodé, kad hibridiné drebulé pasizymi derlingumu ir
gali nattiraliai kryZmintis su tévinémis riiSimis. Paprasc¢iausias fenotipinis pozymis pagal kurj galima
atskirti drebulés hibridg nuo téviniy rusiy — tai lapy forma. Pagal smailig virSuting lapo dalj panasSus
1 P.tremuloides, bet skiriasi labiau banguotais lapo krastais (1.1.pav), taciau tarp skirtingy hibrido

klony atsiranda tam tikry skirtumy [5].
l / |
! P. tremula ! P. tremuloides ! F; hybrid

1.1.pav. P.tremula, P.tremuloides ir jy bendro hibridinio palikuonio lapy skirtumai

Hibridinés drebulés lapy dimorfizmas pasireiskia panasiai kaip ir jos tévinéms bei kitoms Populus
rusims. Lapy dydzio ir formos skirtumai pastebéti tarp ankstyvyjy ir velyvyjy lapy. Ankstyvieji lapai
yra labiau apvalis ir jie budingi Zemesniems tigliams, o vélyvieji labiau primena trikampio forma ir
buidingi aukstesniems tigliams. Lapy dimorfizmas labiausiai pasireiSkia jauname tiglio amziuje [5].

1.3.2. Hibridinés drebulés pranaSumai, lyginat su P. tremula ir P. tremuloides ruSimis

Remiantis Svedy ir esty mokslininky tyrimy duomenimis, hibridinés drebulés pranasumas, lyginant
su tévinémis riiSimis, buvo paaiSkintas trimis buidais: 1) heterozés efektas, 2) didesnis atsparumas
Melampsora spp. ir Venturia spp. kenkéjams, kurie gali itakoti ir smarkiai sumazinti medzio augima,
ir 3) didesnis atsparumas Saltesniam oro klimatui, dél kurio rudenj hibridai auga ilgiau.

Yra dvi pagrindinés hipotezes, paaiskinancios drebulés hibridy heterozés efekta: geny dominavimas
ir visiSkas dominavimas. Tyrimy metu nustatyta, kad drebulés hibridy atveju heterozé gali atsirasti
dél dviejy vienody visiSkai dominuojanciy geny sgveikos — vieno i§ P. tremuloides ir kito i§ P.
tremula téviniy rusiy. Hibridinés drebulés gebéjimas augti Siauriniuose regionuose, tokiuose kaip
Suomija, i§ dalies paaiskina Siy hibridy ilgesnj augimo laikotarpj Siltesniame klimate, lyginant su
kitomis drebuliy raSimis, kuriy sezono augimo trukmé yra trumpesné. Kalbant apie fiziologinius
pozymius, kurie galéty paaiskinti hibridy didesnj atsparumg atSiauresniam klimatui pastebéta, kad
hibridinis drebulé turi stomatg su geresnémis apsauginémis savybémis bei lapai pasireiskia didesniu
fotosintezés grei¢iu. Apibendrinus tyrimo duomenis, tarp hibridiniy drebulés klony pastebétas
reik§mingas augimo, fenologijos, fiziologijos ir fitochemijos svyravimas, o tai parodo, kad auginimo
ir pritaikymo galimybés yra didelés [5].
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1.3.3. Hibridinés drebulés panaudojimas trumpos apyvartos Zeldiniams

Hibridinés drebulés augimas, derlingumas, savybés bei jy pokyciai tarp klony buvo nagrinéjami
keliuose tyrimuose. Taciau norint, kad hibridine drebulé tapty ekonomiskai ir ekologiskai reikSmingu
medziu, reikia uzsodinti ir stebéti didesnius hibridiniy drebuliy plantacijy plotus. Siam tikslui
pasiekti, reikéty toliau tirti rySius, susijusius tarp augimo ir sodinimo vietos didelio masto
komercinése plantacijose, siekiant i§siaiSkinti hibridinés drebulés augimui tinkamas vietoves. Toliau
tobulinti hibridinés drebulés miskininkystés metodus, kadangi remiantis dabartinémis Ziniomis,
galima pateikti tik bendras rekomendacijas dél retinimo ir kity veikly, susijusiy su augimo
reguliavimu. Siuo metu tyrimams naudojama augaliné medziaga daZniausiai auginama Piety Siaurés
ir Baltijos regiono dalyse. Norint apimti didesn¢ regiono dalj ir pagerinti komerciniy augaliniy
medziagy produktyvumg ir efektyvuma, turi biiti gaminami nauji klonai. Taip pat svarbu istirti
dirvozemio jtaka, kai maistiniy medziagy kiekis jame mazas, keliy i$ eilés trumpos rotacijos zeldiniy
augimo efektyvumui. Tokio pobiidzio tyrimai prasidéjo pries keleta mety. Norint auginti hibriding
drebule trumpos apyvartos zeldiniuose turi buti patikslinti ilgalaikiai hibridy plantacijy biologinés
jvairovés pokyc¢iali, jskaitant ir veiklos susijusios su miskininkyste poveikj. Taip pat turi biiti stebima
faunos, dirvozemio, vabzdziy, kerpiy ir gryby itaka drebulés augimui [5].

Lietuvoje hibridinés drebulés atrankos ir veisimo darbai prasidéjo 1965 metais. Veikla suaktyvéjo
1982 m., o véliau ir 2007 m. Iki 2007 mety hibridinémis drebulémis buvo uzsodinta apie 50 ha misky
ir apleisty zemes ukio paskirties ploty. Nuo to laiko kasmet apZeldinama 100 — 400 ha naudojant
lietuviskus, latviskus ir suomiskus hibridinés drebulés klonus [22]. Veisimas leido klonams pasiekti
11-13 m? ha! per metus (250 — 300 m® ha'! 23 mety amziaus) vidutinj metinj prieaugj, kai buvo
auginami 20 — 30 mety rotacijos zeldiniai medienos gamybai. Pastaruoju metu Lietuvoje uzbaigti du
dideli hibridinés drebulés veisimo nacionaliniai projektai. Jie apima tokias temas kaip generacinj ir
vegetatyvinj dauginimasi, hibridinés drebulés potencialg vykdant trumpos rotacijos Zeldinimg [23],
apleisty zemés wkio ir misko ploty apzeldinimg ir bioenergijos gamyba [22].

Hibridiniy drebuliy plantacijos buvo pasodintos naudojant atrinktus klonus, kurie buvo komerciskai
padauginti naudojant mikrodauginimg arba Sakny atzalomis. Skandinavijoje ir Baltijos Salyse
sodinimo tankis paprastai yra 1100 — 1600 augaly ha™!. DaZniausiai auginimui atliekamas vietos
paruoSimas, o Zemés iikio dirvoZemiuose pirmaisiais metais reikalinga cheminé ar mechaniné
piktzoliy kontrolé. Didesni sodinimo tankiai (4000 medZziy ha') galéty biiti naudojami, kai vykdomas
sodinimas trumpos rotacijos (5-10 mety) Zeldiniams. DaZniausiai tokia biomas¢ yra skirta kietam
kurui gaminti, kaip rekomenduojama vidurio Europoje. Tac¢iau tokie drebuliy sodinimo metodai
nenaudojami Siaurés Europoje, kur tradiciSkai praktikuojami mazesni medziy sodinimo tankiai [5].

Hibridiné drebulé (P. tremula L. x P.tremuloides Michx.) yra medziy rasis, tinkama gaminti didelj
kiekj atsinaujinan¢ios biomasés per trumpg laika. Jos auginimo diapozonas Siaurés Europoje galéty
biiti iSpléstas, jei auginimui buty naudojami ne tik Zemés tkio paskirties plotai, bet ir misko Zeme,
taciau zinios apie tinkamus misko plotus, salygas ir vietos paruo§imo metodus hibridiniés drebulés
auginimui yra ribotos [11].

Svedijoje dél Sios priezasties buvo atlikti du tyrimai, kuriuose nagrinéjamos hibridinés drebulés
auginimo salygos. Pirmajame $iltnamio salygomis buvo atliktas hibridinés drebulés jautrumas
rugstiesiems dirvozemiams, panaudojant dviejy tipy dirvoZzemj: a) durpiy dirvozemis, kurio pH buvo
3,4 — 5,7 ir b) misko dirvozemis, kuriame pH svyravo nuo 3,9 iki 5,3. Esant maziausiam dirvozemiy
pH abejais atvéjais suletéjo drebuliy augimas, taciau kity reikSmingy skirtumy nepastebéta. Antrasis
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tyrimas buvo atliktas siekant nustatyti vietos paruo§imo metody poveikj medziy ilikimui ir augimui.
Atlikti tokie metodai: 1) kontrolé¢ be vietos papildomo paruoSimo, 2) dirvozemio purenimas, 3)
supiltas dirvoZzemio kalnas ir 4) dirvoZemio inversija. Tyrimo rezultatai parodé, kad jokiy skirtumy
tarp $iy metody drebuliy islikimui nenustatyta, taciau pastebétas, kad drebulés geriausiai augo ant
supilto dirvozemio kalno. Tai gal¢jo jtakoti gera dirvoZzemio aeracija ir maZesn¢ kity augaly
konkurencija. Lauko tyrimas taip pat atskleidé augimo efektyvuma tarp klony skirtumus, kurie
pabrézia klony atrankos svarba prie§ masinj dauginima. Siy tyrimy rezultatai rodo, kad hibridiné
drebulé yra maziau jautri pH ir auginimo vietos paruoSimo metodams, palyginti su kitomis tuopy
rasimis, sprendziant i§ panasiy atlikty tyrimy [11].

1.4. In vitro technologijy taikymas greitai auganciy medZiy mikroklonavimui

Biotechnologijos mokslo pagalba siekiama sukurti biidus, kurie padéty pasalinti pagrindines kliitis,
trukdancias genetiSkai tobulinti daugiamecius augalus. Svarbiausi uzdaviniai yra padidinti augaly
biomasés kiekj, prailginti gyvavimo cikla, sukurti atsparuma kenkéjams ir ligoms, taciau Siuo metu
pagrindiné¢ problema yra genetinés ir paveldimumo informacijos trikumas. Todel vienas i$
pagrindiniy naudojamy biotechnologijos metody — tai augaly lasteliy ir audiniy kulttry in vitro
salygomis tyrimas [24].

Populus genties Salicaceae L. Seimoje yra apie 25 — 35 augaly rusiy, kurios yra geografisSkai labai
placiai paplitusios Siaurés pusrutulyje, kur vyrauja vidutinés klimato salygos. Populus riisys yra labai
svarbios tam tikroms pramonéms Sakoms, kur yra naudojamos kaip atsinaujinantys iStekliai bei
atlieka ypatinga vaidmenj vykdant biologinius ir zemeés tikio sistemos mokslinius tyrimus.

In vitro dauginimas — tai lgsteliy, audiniy ir organeliy dauginimas ant skystos ar kietos terpés ir jy
auginimas kontroliuojant aplinkos salygas. Pradétas miSko medziy klonavimas in vitro salygomis
tapo patraukliu biidu sparciai dauginti ty medziy riSiy genotipus, kurie buvo sunkiai dauginami kitais
Iprastiniais metodais.

D¢l vis didéjancio biomases poreikio ir didelés medienos pramonés paklausos, in vitro dauginimo
metodai gali buiti panaudojami norint sparciai klonuoti perspektyviausius genotipus ir juos panaudoti
trumpos apyvartos Zeldiniams. Remiantis atlikty tyrimy duomenimis, nustatyta, kad pradéjus naudoti
in vitro technologijas augaly mikrodauginimui buvo pasiekta didelé mokslin¢ pazanga augaly audiniy
kultiiry srityje bei buvo pripazintas kaip vienas i§ dinamiskiausiy ir perspektyviausiy metodu,
naudojamy eksperimentingje biologijoje [6].

Sukurti moderntis drebulés kultiry dauginimo metodai in vitro salygomis [25], taciau vis dar
atsiranda daug klausimy, susijusiy su kultiiros jvedimo i in vitro biidais — tai tinkamy maitinamyjy
terpiy parinkimu, augimo reguliatoriaus panaudojimu ir kitais augimui jtakos turin¢iais veiksniais.
Tuo tikslu, Rusijoje, Kostromos regiono teritorijoje buvo atrinkta daugiau nei 20 jvairiy aukstos
kokybés diploidiniy ir triploidiniy drebulés individy. Pagrindinis §io tyrimo tikslas buvo
optimaliausios maitinamosios terpés parinkimas drebuliy mikrodauginimui in vitro bei tuo paciu
uzauginti aukstos kokybés drebulés mikrotigliy kultiiras in vitro ir palyginti diploidiniy bei
triploidiniy drebuliy augimo greicius ir reprodukcija [26].

Tyrimui buvo pasirinkti perspektyviis, auk$tos kokybés drebulés klonai: vienas diploidinis,
pazymetas Nr.29 ir du triploidiniai klonai Nr.27 ir Nr.35. Atskiros drebulés klony pasaknio dalys 10
—20 cm ilgioir 1 —3 cm plocio buvo apdorojamos kalio permanganato vandeniniu tirpalu 10 min,
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toliau pasodintos paruostame dirvozemyje ir padedamos po Sildancia lempa (1.2.pav.). Pries tai dirva
dziovinimo kameroje buvo sterilizuota. Augaly tigliy i§ poSaknio augimas prasidéjo 10 — 14 diena, o
po 20 dieny daigai pasieké nuo 8 iki 12 cm aukstj. Kultiiros jvedimui in vitro buvo naudojamos daigy
virSutine dalis, kurios buvo sterilizuotos 70% etanolio ir 3% natrio hipochlorito vandens tirpalu, tada
tris kartus iSplautos distiliuotame vandenyje. | maitinamaja terpg buvo perkeliama 0,5 — 1,0 cm ilgio
tigliai. Naudotos MS ir WPM (angl. woody plant medium) terpés [26].

1.2.pav. Daigy auginimas i§ izoliuotos paSaknio dalies

Gauti tyrimo duomenys parodé¢ maitinamosios terpés jtaka P. tremula klony morfogenezei jvedant
tiglius 1 in vitro kultiira. MS mitybinéje terpéje daigai pradéjo augti po 25 — 28 dienos, o WPM 27 —
33 dienos nuo perkélimo ant terpés. Augimo reguliatoriy jtaka daigy atsiradimo grei€iui nepastebéta,
taciau ji akivaizdZziai pastebima po 6 savaiciy auginimo. Taciau didelis auks§¢io mikrotigliy vidutinis
prieaugis buvo pastebétas po 42 dieny MS terpé¢je be augimo reguliatoriy: kolono Nr. 29 vidutinis
aukscio prieaugis 2,5 cm, Nr.27 — 3,1 cm, o Nr.35 — 3,2 cm, kai naudojant terpes su augimo
reguliatoriais didziausias prieaugis buvo 2,1 cm [26].

Lietuvoje atlikti tyrimai buvo labiau orientuoti ne j egzogeniniy hormony taikyma, bet tuopos
mikrodauginimo metu dujy mainy tarp kultiiros ir aplinkos apribojima. Eksplanty stiebo segmentai
buvo iSpjauti i§ in vitro sukurty hibridiniy baltyjy tuopy (P. alba L. x P.tremula L.). Toliau
mikrotigliai buvo inkubuojami stikliniuose meégintuvéliuose, uzsandarintuose su parafinu, arba
neuzsandarintuose, bet uZzdarytuose mégintuvéliuose. Eksperimente buvo naudojama WPM
maitinamoji terpé. Pirmiausia mikroiigliy augimas buvo pastebétas uzsandarintuose su parafinu
meégintuvelivose. Rezultatai parode, kad po trijy ménesiy auginimo iSaugusiy i$ eksplanto mikrotigliy
skaiCiaus uzsandarintuose ir neuzsandarintuose mégintuveliuose skyrési, buvo apskaiciuoti figliy
vidurkiai ir jy standartinis nuokrypis. Pirmuoju atveju vidutiniSkai buvo 3,2 + 0,4 mikrotgliai, o
atruoju — 1,1 £ 0,1. Taip pat mégintuvéliy sandarinimas su parafinu neturéjo didelio reikSmingo
poveikio tiriamyjy hibridiniy tuopy ugliy auks$ciui, taciau neuzsandarintuose mégintuveliuose
mikrotigliy vidutinis aukstis buvo minimaliai didesnis nei uzsandarintuose [27].

Remiantis aptartais duomenimis, galima teigti, kad maitinamoji terpé ir iSorés veiksniai jtakoja
regeneranty augimg in vitro salygomis. Apibendrintai, néra iStirta visy veiksniy jtaka ar bendras
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kulttiry in vitro auginimo metodas visiems augalams, nes skirtingoms rii§ims jtakos gali turéti visiSkai
skirtingi veiksniai. Todé¢l atliekant eksperimentus in vitro turéty buti atsizvelgiama ] pasirinkta
audiniy kulttirg bei butent jos mikrodauginimo salygas [28].

1.5. Medziy genetiniai tyrimai pasitelkiant molekulinius metodus
1.5.1. DNR iSskyrimo metodai i$ augalinés medzZiagos

Augalai daZznai gamina antrinius metabolitus, tokius kaip alkaloidus, flavonoidus, fenolinius
junginius, krakmolinius polisacharidus, terpenus, chinina [29]. Sie junginiai trukdo sékmingam DNR
i8skyrimui ir tolimesnéms reakcijoms, tokioms kaip DNR fragmentacijai, amplifikacijai ir
klonavimui. Branduolinés DNR i§skyrimas ir gryninimas i§ augaly susiduria su $iomis pagrindinémis
problemomis: 1) DNR denatiiracija dél endonukleaziy, 2) bendras izoliavimas dél polisacharidy ir 3)
inhibitoriniy junginiy, pavyzdziui, polifenoliy ir kity antriniy metabolity, kurie tiesiogiai arba
netiesiogiai jtaka fermentinéms reakcijoms. Polifenoliai kaip stipriis oksidatoriai gali sumazinti
ekstrahuojamos DNR iSeigg ir grynuma [30].

Polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) procediira, ypa¢ atliekant genetiSkai modifikuotg atranka,
reikalauja aukstos kokybés DNR, kad biity uztikrintas sékmingas amplifikavimas su atkuriamais
rezultatais [31].

Yra kelios genominés DNR iSskyrimo procediros i§ jvairiy augaly riiSiy, tac¢iau Siame darbe
naudojama cetilo trimetilo amonio bromido (CTAB). Sis metodas ir jo modifikacijos yra placiai
naudojamas jvairiose laboratorijose dé¢l savo paprastumo, taciau jo atlikimas reikalauja daug laiko
[32]. IS augaly, kuriuose DNR yra stipriai izoliuotas, daznai reikia naudoti CTAB metodo
komercinius reagenty komplektus, jeigu norima gauti pakankamai aukstos kokybés genoming DNR.
Aukstas DNR grynumas yra reikalingas norint atlikti PGR metodus, pavyzdziui, atsitiktinai
amplifikuota polimorfiné DNR (AAPD), mikro- ir makrosatelitinés analizes, restrikcijos fragmenty
ilgio polimorfizmas (RFLP) ir amplifikuotas fragmento ilgio polimorfizmas (AFLP) bei genomo
kartografavimui ir siekiant iStirti DNR pirSty atspaudus [33]. Sitlomi komerciniai ekstrakcijos
metodai padeda lengviau iSgryninti ir iSskirti DNR, bet daZnai tai btina brangus pasirinkimas, ypac
jei analizei reikia daug pavyzdziy [32].

1.5.2. Molekuliniy Zymeny panaudojimas augaly genetiniuose tyrimuose

In vitro regeneracijos tyrimai ne tik atlieka svarby vaidmenj mikroiigliy dauginime bei genetinés
informacijos i§saugojime, bet yra neatsiejama dalis geny tobulinimo tyrimuose, panaudojant augaly
geny inzinerijg jvairioms augaly ruSims. /n vitro padauginti augalai turi biiti kruopsciai iSanalizuoti
atsizvelgiant i jy geneting jvairove naudojant jvairius molekulinius Zymenis [6].

Zmonés jau nuo seny laiky tiria ir apraso augaly genetine jvairove. Ankstyvieji metodai buvo paremti
fenotipiniais poZymiais ir vertinami vizualiai, apraSant augaly Ziedy spalva, lapy forma, aukstj ir kitus
iSorinius bruozus [8]. Kadangi morfologiskai ir anatomiSkai skirtingi augaly klonai gali atrodyti
panasis, tai labai svarbu patikimai nustatyti ir atskirti tuos klonus, kurie gali buti glaudziai susij¢ ir
beveik nesiskirti savo iSvazda nuo kity raSiy atstovy. Miskininkystéje genetinés jvairoves
identifikavimo problema yra ypac svarbi, nes iSoriné¢ medziy iSvaizda gali priklausyti nuo aplinkos
parametry ir skirtis tarp klony [34]. D¢l Siy priezasCiy sparti technologijy plétra augaly lasteliy ir
audiniy kultiiry srityse per paskutinius XX a. deSimtmecius paskatino molekuliniy zZymeny
panaudojimg augaly biotechnologijoje bei genetiniuose tyrimuose [35, 36].
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Genetinés jvairoveés analizé paprastai grindziama to paties geno skirtingy aleliy koduojamy fermenty
nustatymu arba molekuliniais Zymenimis, kurie paprastai yra natiiraliai selektyvis. Buvo atliktas
tyrimas siekiant nustatyti, kokiais buidais galima jvertinti geneting ivairove tarp populiacijy. Buvo
tirilamas heterozigotiSkumas, kiekybiné genetiné variacija ir populiacijos dydis. Remiantis iSvadomis,
pagristomis 34 duomeny rinkiniais, nustatyta, kad genetine jvairove galima jvertinti:

1. polimorfiniy geny skai¢iumi ar procentais populiacijoje;

2. kiekvieno polimorfinio geno aleliy skaic¢iumi;

3. heterozigotiniy lokusy santykiu vienam individui.

Elektroforezé ir molekuliniai metodai, tokie kaip DNR analizé, tiesiogiai matuoja geneting jvairove
bei parodo riisies ar populiacijos genetinés jvairovés lygj. Toliau pateikiama pagrindiniy zymeny tipy,
naudojamy vertinat geneting jvairove, apzvalga [37].

Genetiniai zymenys gali biiti skirstomi j tris pagrindines klases: morfologiniai, biocheminiai ir
molekuliniai, pastarieji Zymenys yra efektyviausi [38]. Pagrindiniai molekuliniy Zymeny metodai,
naudojami augaly genetikoje ir selekcijoje, yra Sie: atsitiktiniai amplifikuotos polimorfinés DNR
(AAPD) metodas, amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmas (AFLP), mikrosatelitai (SSR) ir
restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas (RFLP) [39].

Atsitiktinai amplifikuotos polimorfinés DNR (AAPD) molekuliniai zymenys buvo pirmieji, kurie
buvo paremti polimerazés grandininés reakcijos metodu genetinés jvairovés nustatymui. Tai
techniskai pats paprasciausias metodas (1.3.pav.) [40].

B
Temperatarai
atspari
polimerazé
o O

Oo o
Atsitiktinis o~ o
pradmuo O

Genominé

A DNR
X Deoksinu-
¥ox Kleotidai
o » ¢ ir buferis

Polimeraziné grandininé reakcija

I | I

t t]260bp
1 1 ]520bp
1 i i

A B C

o
Elektroforeze

@ —/ —/ —/
— — L 520 bp
l _ — ——— |- 360bp
—_— — [ 260bp
® A B c

1.3.pav. Principiné AAPD metodo schema
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Pradmenys — tai viengrandés DNR gabaliukai (oligonukleotidai), turintys seka, komplementaria
Sabloninés DNR sekoms. AAPD zymenys generuojami atsitiktiniu genominés DNR amplifikavimu
daznausiai naudojant 10 nukleotidy ilgio pradmenis su ne mazesniu kaip 50% bendru G + C pory
skai¢iumi. Toliau gautus DNR fragmentus atskiriant agarozés gelyje naudojant etidzio bromidg ir
galiausiai iSrySkinant gelj ultravioletinéje Sviesoje. Nors sekos yra atsitiktinés, trumpy pradmeny
panaudojimas yra reikalingas siekiant padidinti tikimybe rasti temperatiirai atsparias polimerazes.
Kadangi $is metodas nereikalauja iSankstiniy Ziniy apie analizuojama genoma, tod¢l naudojant
universalius pradmenis galima tirti jvairiy rusiy augaly geneting jvairové. Pagrindinis $io metodo
trikumas yra tas, kad amplifikacijos priklauso nuo reakcijos salygy, kurios gali skirtis laboratorijose,
net ir temperatiiros skirtumo pakanka, kad biity gauta skirtingi bendra AAPD profilio kokybé [37].

Mikrosatelitai — tai dar vienas polimerazés grandinine reakcija paremtas metodas, kuris pagausina
trumpy pasikartojanéiy seky sankaupas (mikrosatelitus). Sis metodas priklauso kartotiniy DNR seky
grupei. Sie mikrosatelitiniai motyvai paprastai yra 18 — 24 baziy pory ilgio. Naudojant PGR
technologija, galima lengvai nukreipti ir sustiprinti specifinj mikrosatelitinj lokusg. Kiekvieno lokuso
tyrimui reikalingi du specifiniai pradmenys: tiesioginis ir atvirkStinis. PGR pradmenys yra sukuriami
pagal konservatyvias DNR sekas, supancias mikrosatelitinj lokusa. Naudojant kelis mikrosatelitinius
Zymenis per gana trumpa laika galima sugeneruoti tarp- arba intraspecifinius populiacijos genetinius
duomenis. Panaudojant didesnj Zymeny skaiciy, padidéja tikimybé sudaryti interspecifinj arba
intraspecifinj kintamuma [41].

1.1.lentelé. DaZniausiai naudojamy molekuliniy Zymeny tipai ir jiems bitinos salygos

Molekulinis Reikalingas DNR sekos . Polimorfizmo Reikalingas
. C . o e Paremti PGR ) .
Zymuo DNR kiekis reikalingumas lygis gelis

. Vidutiniskai
AAPD mazas Ne Taip e 1vn 1kal Agarozeés
aukstas
AFLP Vldl,ltlm.Skal Ne Taip Aukstas Akrilamidinis
didelis
SSR VidutiniSkai Taip Taip Aukitas Akrilamidinis
mazas
Vidutiniskai
RFLP didelis Ne Ne ! vu Hskat Agarozés
zemas

Amplifikuoty fragmenty ilgio polimorfizmas — Sis metodas pagristas restrikcijos endonukleazés
fermentais ir PGR technologija [42]. Visa genominé¢ DNR sukarpoma su restrikcijos fermenty pora.
Zinomos sekos adapteriai priklijuojami prie DNR fragmentai. Pradmenys komplementariis
adapteriams naudojami pagausinti restrikcijos fragmentus. DNR fragmentai atskiriami agarozés
gelyje. AFLP metodui naudojamos pradmeny poros paprastai amplifikuoja 50 — 100 juosty bei
nereikalauja iSankstiniy Ziniy apie analizuojamg genoma. AFLP polimorfizmas gali biiti susijes su
restrikcijos vietos mutacijomis, seky, besiribojanciy su restrikcijos vieta, mutacijos, amplifikuoty
fragmenty jterpimo, dubliavimo ar i§trynimo mutacijomis. Sios mutacijos gali pakeisti fragmento
i8vaizda ir amplifikuoto fragmento dydZzio padid¢jima ar sumazejima [37].

Molekuliniai Zymenys, pagrjsti restrikcijos — hibridizacijos metodais, augaly tyrimy srityje pradéti
naudoti gana senai. Restrikcijos endonukleazes yra fermentai, galintys sukarpyti DNR j fragmentus,
identifikuoti specifines sekas ir amplifikuoti jvairaus dydzio polinukleotidinius fragmentus. Tasky,
tarp dviejy viety ir fermento viduje mutacijos gali sukelti amplifikuoto fragmento, gauto po
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restrikcinio karpymo, ilgio pokyCius. RFLP Zzymekliai yra palyginti polimorfiniai, i§ esmes
paveldimi, lengvai gausinami ir leidzia vienu metu analizuoti daugybe méginiy [37]. Nepaisant to,
Sis metodas néra labai placiai naudojamas, nes jo atlikimas uzima daug laiko, reikalingi brangiis,
radioaktyvis ir toksiski reagentai bei reikalauja aukstos kokybés DNR [43].

1.5.3. AAPD molekuliniai Zymenys ir jy taikymas

Siame tyrime drebulés hibridy polimorfizmo nustatymui buvo naudojamas AAPD metodas. AAPD
analizé yra daZzniausiai naudojamas molekulinis Zymuo genetinés jvairoveés tyrimuose. Pagrindiné Sio
metodo sekmés priezastis — tai reikalingas mazas DNR kiekis bei paprastas metodo atlikimas [44].

Buvo atliktas tyrimas, kuriame aptariama AAPD Zymeny atlikimo eiga, duomeny analize ir
interpretavimas bei pagrindiniai AAPD Zymeny panaudojimo budai biologijoje.

Kaip ir buvo paminéta, AAPD metodas pasizymi paprastu metodo atlikimu. Pradzioje iSskiriama
DNR i$ augalinés medziagos. Uztenka mazo kiekio DNR, taciau ji turi biiti pakankamo grynumo. Jei
grynumo lygis per mazas, bus sunku uztikrinti rezultaty atkuriamuma. ISskirtos DNR koncentracija
nustatoma spektrofotometru, esant 260 ir 280 nm bangos ilgiui. Santykis 260/280 parodo DNR
grynuma, rekomenduojama, kad jis btity ne mazenis nei 1,6. Toliau vykdoma polimerazés grandininé
reakcija naudojant oligonukleotidinius pradmenis. DNR fragmenty atskyrimas vykdomas
elektroforezés gelyje. Rezultatai iSrySkinami ultravioletingje Sviesoje.

Gauti elektroforezés spektrai ne visada gaunami vienodos kokybés. Kartais gaunami labai aukstos
kokybés amplifikacija (1.4.pav). Dauguma juosty buvimas ar nebuvimas biina labai aiskus, todél
lengva atskirti skirtingo dydzio fragmentus. Taciau kartais gaunami elektroforezés spektrai, kuriuose
amplifikacijos kokybé¢ zema, juostos gaunamos miglotos, neryskios, sunku atskirti fragmentus vienas
nuo kito, todél tokie APPD rezultatai gali biti sunkiai jvertinami (1.5.pav.) [40].

1.4.pav. AAPD metodu gauta aukstos kokybés amplifikacija
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1.5.pav. AAPD metodu gauta Zemos kokybés amplifikacija

Pagrindiniai APPD motodo pritaikymai augaly tyrimuose:

X NN R -

genetinei jvairovei / polimorfizmui nustatyti;

germoplazmos apibiidinimui;

nustatyti populiacijos geneting struktiira;

somotokloniniai variacijai nustatyti;

rusies identifikavimui;

hibrido grynumui nustatyti;

kurti genetinius Zymenis;

nustatyti augaly atsparuma pesticidams ir herbicidams [14, 40].
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1. Tyrimy vieta

Bandymai atlikti 2018 — 2019 m. Lietuvos agrariniy ir misky mokslo centro filialo Misky instituto
Misko augaly biotechnolgijos laboratorijoje.

2.2. Tyrimy objektai

Tyrimams atlikti buvo pasirinkti Lietuvos miSky instituto laboratorijoje in vitro sukurto modelinio
medzio — hibridinés drebulés (Populus tremula L. x Populus tremuloides L.) palikuonys. Bandymams
atlikti buvo panaudoti 160 hibridinés drebulés individai.

2.3. Tyrimy salygos

Hibridinio medzio jvedimas ar perkélimas i in vitro kultirg buvo atlieckamas steriliomis salygomis,
veikian¢iame laminare. Prie§ darbo pradzig laminaro stalas 20 min sterilinamas ultravioletine lempa.
Bandymas buvo atliktas dévint pirStines, naudojant spiriting lempute ir etilo alkoholj (96%), kuris
panaudojamas sterilizuojant metalinius darbo jrankius (pincetus, skalpelius). Prie§ kiekvieng
atliekama veiksma metaliniai jrankiai buvo papildomai trumpai steriliniami, pamerkiant juos } etilo
alkoholj ir pakaitinant spiritinés lemputés liepsnoje. Plastmasiniai indeliai ir mégintuvéliai buvo
sterilinami autoklave 30 min 120 °C temperatiroje. Laminaro pavirSius darbo eigoje reguliariai
valomas 96 % spiritu.

DNR iSskyrimas, PGR ir AAPD bandymai buvo atlikti dévint pirStines, naudojant sterilius
mégintuvélius bei automatinés pipetés antgalius.

2.4. Tyrimy metu naudota aparatiira

Laminarinis boksas ,,TKA Teknolabo A.S.S.1.*
Autoklavas ,,Autoclave 60”

Svarstyklés ,,And*

pH matuoklis ,,Winlab*

Skysciy dozatorius ,,Ependorf varispenser plus*
Mikrobangy krosnel¢ ,,Samsung”

Purtyklé ,,IKA MS1 Minishaker*
Termostatuojama vandens vonelé ,,Memmert WNB14”
Mikrocentrifuga ,,Eppendorf 5415D Centrifuge*
Automatinés pipetés ,,Socorex*
Spektrofotometras ,,NanoDrop One*

Traukos spinta ,,BIOBASE*

Termocikleris ,,Biometra T-Gradient*
Elektroforezés apartiira ,,Biometra. Gibco BRL*

S oo T T T

Elektroforezés rezultaty iSrySkinimo sistema ,,BioDocAnalyse Biometra Ti5*

20



2.5. Tyriamyjuy darby principiné schema

Tiriamieji darbai buvo atlikti pagal zemiau pateikta principing darby schema (2.1.pav), kurioje
atsispindi bandymuose naudoti metodai bei trumpi jy apibiidinimai ar sglygos.

Maitinamosios terpés
gamyba
(MS + BAP terpe,
autoklavuojama 30

min 120 °C
temperatiiroje)

PGR produkty
atskirimas
elektroforezés budu

(1,5 % agarozés gelis,
3 val., 76 V itampa)

AAPD analizeé

(Roth A07, Roth B012,
Roth B017, Roth 170 —
02, Roth 170 — 03,
Roth 170 — 10)

Hibridinés drebulés
mikrodauginimas in
vitro kulturoje

(Dauginta pazastiniais
pumpurais,
regeneracijos
laikotarpiu laikoma

+ 25°C temperatiiroje)

DNR pagausinimas
(Polimerazés
grandininé reakcija,
AAPD metodas, 53
skirtingi Roth
oligonukleotidai)

Tyrimo duomeny
apdorojimas
(Microsoft Office

Excel 2008, GenAlEx
6.5, Past 3)

2.1.pav. Principiné schema

Hibridés drebulés
augimo in vitro
ivertinimas

(austis, Sakny
susidarymas, infekcijy
atsiradimas, buklé,
tigliai, eksplantai)

DNR iSskyrimas

(modifikuotas CTAB
skyrimo metodas, 62
hibridinés drebulés
genotipai)
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2.6. Tyrimy metodai
2.6.1. Maitinamosios terpés sudétis ir gamyba

Bandymams buvo naudojami hibridinés drebulés stiebo segmenty ir lapy eksplantai i§ donorinio
augalo, uzauginto aseptinémis salygomis. Eksplantai buvo auginti ant Murashige ir Skoog (MS)
maitinamosios terpés, papildytos 6 — benzilaminopurino (BAP) 1 mg/l ir 3 — indolilacto riigstis (IAR)
0,01 mg/ ml augimo reguliatoriais (2.1.lentele).

Ruosiant mitybing terpe koncentruoty tirpaly atitinkamai tiiriai buvo iSmatuoti steriliomis pipetémis
ar matavimo cilindrais ir supilstyti ] Svarius stiklinius butelius. Sausos medziagos pasvertos ir
iStirpintos. Augimo reguliatoriy 6 — benzilaminopurino ir 3 — indolilacto rtigsties reikalingi kiekiai
buvo pasverti ir iStirpinti atitinkamuose tirpikliuose. Toliau ruoSiama terpé praskiesta distiliuotu
vandeniu iki pusés numatyto galutinio tiirio. Naudojantis pH — metru nustatytas terpés riig§tingumas,
kuris toliau koreguotas 1 M NaOH ir 1 M HCI tirpalais, kol pH varijuoja nuo 5,3 iki 5,8. Toliau }
paruosta miSinj jberiama 5 g gelorito vienam litrui terpés. Gauta terpé po 500 ml supilstyta i 1 1talpos
kar§ciui atsparius butelius. Maitinamoji terpé autoklavuojama 30 minuciy 120 °C temperatiiroje. Po
autoklavavimo, terp¢ atvésinama iki 40 °C. Paruosta terp¢ iSpilstoma j sterilius plastmasinius indelius
ar mégintuvelius [45].

2.1.lentelé. Tyrimuose nauudotos maitinamosios terpés sudétis ir kiekiai

Medziagos Medziagy kiekiai
Makroelementai, mg/1
KNOs 1900
NH4NO:; 1650
KH2PO4 170
CaClz- 2H20 440
MgSOs4 - 7TH20 555
Mikroelementai, mg/m
KI 0,83
MnSOs - 4H20 22,3
Na:MoO - 42H20 0,25
CoClz - 6H20 0,03
H3BO0s 6,2
ZnSOs4 - TH20 8,6
CuSO - 5H20 0,03
FeSOs - 7H20 27,8
NaEDTA- 2H.0 37,8
Angliavandeniai, g/1
Sacharoze 30
Vitaminai, mg/1
Piridoksinas - HCI (Be) 0,2
Tiaminas - HC1 (B1) 0,2
Askorbo rugstis 0,5
Nikotininé rigstis 0,5
Mio — Inozitolis 100
Augimo reguliatoriai, mg/1
6 — benzilaminopurinas (BAP) 0,1
3 —indolilacto rugstis (IAR) 0,01
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Augimo reguliatoriy reikalingi milteliy kiekiai buvo pasverti ir suberti ] atskiras matavimo kolbas.
Toliau atsverti BAP ir IAR milteliai buvo istirpinti 2 — 5 ml atitinkamuose tirpikliuose. Augimo
reguliatorius 3 — indolilacto rtigstis iStirpinama vandenyje, o 6 — benzilaminopurinas — 1 N NaOH ir
vandenyje. Visiskai iStirpinus augimo reguliatoriy miltelius, 1 kolbas buvo ipilta dvigubas kiekis
distiliuoto vandens. Gauta tirpalg iSmaiSius pripilama distiliuoto vandens iki 100 ml Zymés ant kolbos.

Reikalingas paimti augimo reguliatoriaus tirpalo ttiris terpei i$ pradinio tirpalo apskaiciuojamas pagal
formule (2.1):

_ AxB
C

X 2.1)

¢ia: X —reikalingas paimti tirpalo tiiris i§ pradinio paruosto tirpalo su augimo reguliatoriaus medziaga,
ml;

A — reikalinga gauti galutiné koncentracija, mg/l;

B — praskiedimo tiris, I;

C — pradinio tirpalo, paruoSto su tiriamaja medZiaga, koncentracija, mg/ml.

2.6.2. Hibridinés drebulés mikrodauginimas in vitro kultiroje

Drebulés hibridai buvo padauginti pazastiniais pumpurais, eksplantai perkelti tokiu budu:

1. Drebulés mikroiiglis su steriliu pincentu iSimamas i§ indelio ir padalijimas j trumpesnes

atkarpas.

2. Nuo mikrotigliy atkarpy buvo pasalinami lapai, paliekant po kelis virStinéje.

3. Paruosti nauji eksplantai perkeliami ] mégintuvélius su regeneracija skatinancia maitinamaja

terpe.

4. Mégintuvéliai laikomi regeneracijos kambaryje, kuriame palaikoma 20 — 25 °C temperatiira.
Mikroigliy pagausinimas buvo atliktas laminare ant steriliy stikliniy Iéksteliy. Ugliy
mikrodauginimui buvo naudojami stikliniai meégintuvéliai, uzdaromi plastikiniais dangteliais. |
meégintuvelius iSpilstyta po 5 ml maitinamosios terpés [27].

2.2.pav. Hibridinés drebulés mikrotgliy mikrodauginimo principiné schema
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2.6.3. Hibridinés drebulés augimo in vitro jvertinimas

Ivertintas morfologiniy struktiiry susidarymas ant hibridinés drebulés eksplanty. Vertinimas buvo

atliekamas du kartus: pirminis hibridy mikrotigliy vertinimas ir naujai padauginty mikroiigliy po 4
savai€iy auginimo in vitro salygomis augimo pozymiy jvertinimas, kuriy metu nustatyti hibridinés
drebulés mikroiigliy, auginty ant maitinamosios terpés, Sie fenotipiniai pozymiai: aukstis (2.3.pav.),
Sakny susidarymas, infekcijy atsiradimas, buklé bei figliy ir eksplanty skaicius (2.2.lentelé).

2.2. lentelé. Hibridinés drebulés augimo pozymiy vertinimo kriterijai

Eil. Nr.

Apibendrintas poZymis

Pozymio apraSymas, matavimo budas, skalé

L.

Aukstis

Matuotas atstumas nuo vir§utinio pumpuro iki maitinamosios
terpés, cm

Sakny susidarymas

Sakny i$vaizda ir buvimas/nebuvimas aprasytas kodais ir
konvertuojamas i balus: 5 — formuoja Saknis, stambias su daug
pridétiniy Sakneliy, 4 — formuoja Saknis, vidutinio stambumo su
keliomis pridétinémis Saknelémis, 3 — Saknys smulkios, be
pridétiniy Sakneliy, 2 — viena Saknelé¢, 1 — néra Sakny

Infekcijos atsiradimas

Bakterija/ grybeliné infekcija

Bukle

Eksplanty iSvaizda ir biiklé apraSyta kodais ir konvertuojama j
balus: 5 — buklé puiki, gausus lapuotumas, tiglis zaliuoja, 4 —
buklé gera, vidutinis lapuotumas, Giglis zaliuoja, 3 — buklé
viduting, negausus lapuotumas, Giglis zaliuoja, 2 — buklé prasta,
néra naujy lapy, tglis padziuves, 1- buklé bloga, tiglis
nudziuves

Ugliai

Eksplanty ir regeneracijos laikotarpiu iSaugusiy tigliy suma, vnt

Eksplantai

Pasodinty eksplanty skaicius, vnt

2.3.pav. Drebulés mikrotiglio auks$¢io matavimas
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2.6.4. Hibridinés drebulés DNR iSskyrimas modifikuotu CTAB metodu

Molekuliniams tyrimams buvo atrinkti 58 geriausiais fenotipiniais poZymiais pasiZzymej¢ genotipai
(2.3 lentel¢). Hibridinés drebulés genotipams buvo suteiktas numeris.

Suteiktas Genotipo Suteiktas Genotipo Suteiktas Genotipo
numeris pavadinimas numeris pavadinimas numeris pavadinimas
Nr.1 C25-7 Nr.24 C25-5 Nr.44 D18-5
Nr.2 H617 -7 Nr.25 D14-1 Nr.45 H617 - 55
Nr.3 A6-3 Nr.26 B8-1 Nr.46 Cl3-1
Nr.4 C2-1 Nr.27 Al3-1 Nr.47 D14-1
Nr.5 H617 -4 Nr.28 C25-6 Nr.48 D18-5
Nr.6 A6-2 Nr.29 D18-2 Nr.49 Cl5-1

Nr.7 H617 —45 Nr.30 Cl6-4 Nr.50 D7-3
Nr.9 H617 - 41 Nr.31 A3 -5 Nr.52 C7-1
Nr.10 H617 -5 Nr.32 C8-1 Nr.53 A9-4
Nr.11 A7-6 Nr.33 C5-4 Nr.54 C33-1
Nr.13 A9 -1 Nr.34 Cl-1 Nr.55 H617-13
Nr.14 H617-9 Nr.35 A8 -2 Nr.56 D14-3
Nr.16 H617 - 40 Nr.36 D5-3 Nr.57 B9 -1
Nr.17 D13-2 Nr.37 D5-4 Nr.58 C24-4
Nr.18 A10-3 Nr.38 H617 - 34 Nr.59 All -1
Nr.19 C21-3 Nr.39 H617 - 12 Nr.60 H617 - 28
Nr.20 A6-6 Nr.40 D12-4 Nr.61 C23 -4
Nr.21 C30-6 Nr.41 C8-1 Nr.62 H617 - 51
Nr.22 Ccl10-1 Nr.42 H617 - 37 - -
Nr.23 D17-5 Nr.43 C35-1 - -

Drebulés DNR buvo i$skirta naudojant modifikuota CTAB skyrimo metoda [46], kuris atliktas tokiu

budu:

Bandymui i 250 ml buteli buvo paruostas sterilus ekstrakcijos buferis (2.4.lentel¢).

2.4. lentelé. Ekstrakcijos buferio sudétis ir kiekiai

Reagentas Kiekis, ml
EDTA 0,04
TRIS 0,1
NaCl 0,275
CTAB 0,2
B — merkapotetanolis 0,0002
PVP - 40 10
Dejonizuotas vanduo 0,3848

Toliau pasverta 50 — 100 mg hibridinés drebulés Svieziy lapy, sudéta i 2 ml talpos mégintuvélius ir

grustuveliu smulkiai sutrinta. Sutrinti lapai uZpilti i§ anksto paruoStu ekstrakcijos buferiu, viskas gerai
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iSmaiSyta vartant. Méginys buvo inkubuotas vandens termostate 60 °C temperatiroje 25 min. Po
inkubacijos atvésintas iki kambario temperattros. | atvésinta méginj jpilama 1 ml chloroformo,
iSmaiSoma ir centrifuguojama mikrocentrifugoje 3 min. 10000 aps./min. grei¢iu. Nucentrifuguoto
méginio virSutiné vandeniné faz¢ (iki 380 pl), kurioje yra DNR, perpilta | nauja 2 ml talpos
mégintuvelj, 1 kurj toliau pilama 0,5V 5M NaCl ir gerai iSmaiSoma. [SmaiSius jpilta 2V Salto 95 %
etilo alkoholio. Méginys v¢l iSmaiSomas vartant ir palaikomas 20 min. —20 °C temperatiiroje.

Atsaldytas méginys su nusédusia DNR buvo centrifuguojamas 5 min. 10000 aps./min. greiciu.
Supernatantas atsargiai paSalintas, o nusédusi DNR istirpinta 300 ul dejonizuotame vandenyje. |
megintuvelj su iStirpinta DNR jpilta 2,5 pl RNRazés A ir inkubuojama vandens termostate 37 °C
temperattiroje 30 min. Po inkubacijos jpilta 300 ul chloroformo, i$maisyta ir centrifuguota 3 min.
10000 aps./min. grei¢iu. VirSutiné vandeniné fazé atsargiai perkelta i nauja 1,5 ml mégintuvelj,
tuomet jpilta 0,1V natrio acetato (3M) ir 2,5V $alto (—20 °C) 95% etilo alkoholio. Méginys iSmaiSytas
vartant ir laikytas —20°C temperatiiroje 30 min., kad iSsiskirty DNR. AtSaldytas méginys
nucentrifuguotas 5 min. 10000 aps./min. grei€iu. Supernantas atsargiai pasalintas, o DNR praplauta
200 ul 76 % alkoholiu.

I8skirta DNR iStirpinta 100 pl steriliame dejonizuotame vandenyje. Méginiai toliau laikomi Saldytuve
4 °C temperatiiroje. Ilgesnj laikg nenaudojama DNR buvo saugoma Saldytuve — 20 °C temperatiiroje

ISskirtos DNR koncentracija buvo nustatyta naudojant spektrofotometra (2.4.pav.) 260 nm bangos
ilgyje.

2.4.pav. Spektrofotometras ,,NanoDrop One*

Tyrimams atlikti DNR koncentracija méginiuose turi biti iki 50 ng/pl. Méginiai, kuriy koncentracijos
gautos didesnés, buvo skiedziami dejonizuotu vandeniu. Reikalingas dejonizuoto vandens kiekis
skiedimui apskai¢iuotas pagal formule (2.2.):

Vi,o = (CC:m) — Vm (2.2)

Cia: Vo — reikalingas dejuonizuoto vandens, pl;
Cx — gauta meéginio koncentracija, ng/pl;

Vm — naudotas méginio tiris, pl;

Cn — norima gauti koncentracija, ng/ul.
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2.6.5. Polimerazés grandininé reakcija (PGR), panaudojant atsitiktinius pradmenis

Naujai gauty hibridinés drebulés regeneranty tapatumo nustatymui buvo naudotas atsitiktiniai
pagausintos polimorfinés DNR metodas (RAPD). DNR pagausinimas buvo atliekamas tokiu budu:

DNR gausinimo reakcijos misinys (2.5. lentelé) buvo paruostas steriliomis saglygomis traukos spintoje
10,5 ml talpos sterilius vienkartinius megintuvélius.

2.5.lentelé. DNR pagausinimo reakcijos miSinio sudétis ir jy kiekiai

Reagentas Kiekis, pl;
10X PGR buferis 2,5
MgClz 3,0
dNTP 2,5
Pradmuo 1,0
Tag DNR polimerazé 0,2
DNR matrica 2,0
Dejonizuotas vanduo 13,8

ParuoStas méginys gerai iSmaiSytas ir trumpai nucentrifuguotas. Ant méginio virSaus uzlasinta 15 pl
mineralinés alyvos ir mégintuvéliai su misiniu trumpai nucentrifuguoti. Bandyme naudoti 53 skirtingi
Roth oligonukleotidiniai pradmenys (2.6.lentel¢).

2.6. lentelé. Pradmenys naudoti P. tremula x P. tremuloides hibrido palikuoniy DNR pagausinimui

Pradmuo Pradn;rl;? sekos Pradmuo Pradn;r;; sekos
Roth AO1 CAGGCCCTTC Roth BO8 GTCCACACGG
Roth A02 TGCCGAGCTG Roth B09 TGGGGGACTC
Roth A03 AGTCAGCCAC Roth B010 CTGCTGGGAC
Roth A04 AATCGGGCTG Roth BO11 GTAGACCCGT
Roth A0S AGGGGTCTTG Roth B012 CCTTGACGCA
Roth A06 GGTCCCTGAC Roth BO13 TTCCCCCGCT

Roth A07 GAAACGGGTG Roth B014 TCCGCTCTGG

Roth A08 GTGACGTAGG Roth B0O15 GGAGGGTGTT
Roth A010 GTGATCGCAG Roth B016 TTTGCCCGGA
Roth A011 CAATCGCCGT Roth BO17 AGGGAACGAG
Roth A012 TCGGCGATAG Roth BO18 CCACAGCAGT
Roth A013 CAGCACCCAC Roth B019 ACCCCCGAAG
Roth A014 TCTGTGCTGG Roth B020 GGACCCTTAC
Roth A015 TTCCGAACCC Roth 170-01 CATCCCGAAC
Roth A016 AGCCAGCGAA Roth 170-02 CAGGGTCGAA
Roth A017 GACCGCTTGT Roth 170-03 ACGGTGCCTG
Roth A018 AGGTGACCGT Roth 170-04 CGCATTCCGC
Roth A019 CAAACGTCGG Roth 170-05 GAGATCCGCG
Roth A020 GTTGCGATCC Roth 170-06 GGACTCCACG
Roth BO1 GTTTCGCTCC Roth 170-07 ATCTCCCGGG

Roth B02 TGATCCCTGG Roth 170-08 CTGTACCCCC

Roth B03 CATCCCCCTG Roth 170-09 TGCAGCACCG
Roth B04 GGACTGGAGT Roth 170-10 CAGACACGGC
Roth B05 TGCGCCCTTC Roth 370-01 TCCCTGTGCC

Roth B06 TGCTCTGCCC Roth 370-04 GTATGCCGCG
Roth B07 GGTGACGCAG Roth 370-10 CTGTCCGGTC
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Polimeraziné grandininé reakcija atlikta automatiniame termocikleryje. DNR gausinimo pakopos
aprasSytos 2.7.lentel¢je, 2—4 pakopos kartojamos 40 cikly. Po reakcijos mégintuvéliai su PGR
produktais iki tolimesnés analizés laikyti Saldytuve [40].

2.7.lentelé. DNR gausinimo pakopy vykdymo salygos

Pakopa Temperatiira, °C Trukmé, min
Pirminé denatiiracija 94 5
DNR denatiiracija 94 1
Pradmeny prilipimas 35 1
DNR sinteze 72 2
Baigiamoji DNR sinteze 72 5
Atvésinimas 25 1

2.6.6. PGR produkty atskyrimas agarozés gelyje elektroforezés metodu

PGR produkty atskyrimas atliktas elektroforezés budu 1,5 % agarozés gelyje. Bandymui atlikti buvo
pasverta 6 g agarozes, kuri toliau uzpilta 400 ml 10X TBE buferiu ir 360 ml distiliuotu vandeniu.
Viskas gerai iSmaiSoma. MiSinys mikrobangy krosneléje pakaitintas 2 — 3 min., keletg karty gerai
pamaisant, kol agarozé visiskai iStirpsta. Gautas gelis atvésintas iki 60 °C temperatiros, tada i ji buvo
ipilta 40 pl etidzio bromido tirpalo. Paruostas agarozeés tirpalas supiltas i elektroforezés padékla su
Sukomis ir buvo paliekamas, kol gelis visiskai sustings (2.5.pav.)

2.5. pav. Paruostas gelis

Sustingus agarozés geliui, atsargiai iStrauktos Sukos, kad susidaryty Sulneliai. Paruosti DNR méginiai
su automatine pipete supilstyti i gelio Sulnelius po 25 pl (2.6.pav).

2.6. pav. Méginiy supilstymas j gelio Sulnelius
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Gelis su méginiais atsargiai uzpiltas 1X TBE buferiu, kad visiskai apsemty. | kelis Sulnelius Salia
tirlamyjy méginiy buvo jpilta 2 pl DNR ilgio standarto. Elektroforez¢ atlikta apie 3 val. esant 76 V
jtampai. Pabaigus vykdyti elektroforeze, toliau naudojant BioDocAnalyse aparatiirg, gautas gelis
iSryskintas UV Sviesoje ir nufotografuotas (2.7.pav.) [47].

-
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2.7.pav. Elektroforezés metodu gautas spektras

2.6.7. Oligonukleotidiniy pradmeny jvertinimas

Pradmeny informatyvumas buvo jvertintas pagal kelis kriterijus:
a) bendrag DNR amplifikacijos kokybe;
b) polimorfiniy fragmenty amplifikacija;
c) DNR fragmenty dydzio skirtumus;
d) DNR fragmenty atkuriamumg [48].
Pradmenys jvertinti vizualiai, toliau kriterijai aprasyti kodais ir konvertuoti j Zenklus (2.8.lentele).

2.8.lentelé. Pradmeny informatyvumo jvertinimo kriterijai ir jy poZymiai

Kriterijus Apibendrinimo poZymis PoZymio apibiidinimas
néra amplifikacijos +
Bendra DNR amplifikacijos kokybé zemos kokybés amplifikacija ++
geros kokybes amplifikacija +++
néra polimorfiniy DNR fragmenty |
Polimorfiniy fragmenty amplifikacija keletas polimorfiniy DNR fragmenty (1]
aiskdis polimorfiniai DNR fragmentai EEE
DNR fragmenty néra arba visi skirtingo *
dydzio
L . d DNR fi t S
DNR fragmenty dydzio skirtumai augtma ragmelity yra panasaus **
dydzio
DNR fragmentai yra panasaus dydzio ir ook ok
juos lengva atskirti
DNR fragmentai neturi atkuriamumo °
Dauguma DNR fragmenty yra atkuriami,
DNR fragmenty atkuriamumas bet vis dar neaiskis e
DNR fragmentai yra atkuriami ir lengvai coe

sugrupuojami
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2.6.8. AAPD analizé

AAPD analizei i§ 53 patikrinty (2.5.1entele) ir jvertinty pradmeny buvo pasirinkta 5 informatyviausi:
1. Roth BO12

2. Roth BO17

3. Roth 170 -02
4. Roth 170 - 03
5. Roth 170 - 10

Polimerazés grandininés reakcijos rezultatai buvo analizuojami naudojant tik aiSkias, patikimai
pasikartojanc¢ias DNR juostas. Konkretaus dydzio (lokuso) DNR fragmento buvimas ar nebuvimas
DNR pagausinimo spektre buvo jvertintas atitinkamai pazyminéjus 1 arba 0. Vienodo dydzio ir
judrumo juostos buvo registruojamos kaip identiskos. Gelio vietos, kurias dé¢l daugybés juosty buvo
sudétinga tiksliai jvertinti, nebuvo jtrauktos i tolimesn¢ analizg. Pagausinty DNR fragmenty dydziai
baziy poromis (bp) buvo identifikuojami pagal DNR ilgio standarta MassRuler ™ DNA Ladder Mix
(2.8.pav).

bp ng/20ul ng/15pl ng/10pl ng/5ul

_~10000 200 150 100 50

-~ 8000 160 120 80 40

——6000 120 90 60 30

5000 100 75 50 25

— 4000 80 60 40 20

— 3000 60 45 30 15

— 2500 52 39 26 13

— 2000 40 30 20 10
— 1500 32 24 16 8

1031 200 150 100 50

— 900 180 135 9 25

— 800 160 120 80 40

— 700 140 105 70 35

— 600 120 90 60 30

~—~500 200 150 100 50

o —~ 200 80 60 40 20

3 ~ 300 60 45 30 15

s ~ 200 40 30 20 10
=2 — 100 20 15 10 5
== =~ 80 16 12 8 4

10 pl/lane,8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

2.8.pav. DNR ilgio standartas MassRuler ™ DNA Ladder Mix

2.6.9. Tyrimo duomeny apdorojimas

Matematiné statistiné tyrimo analizé atlikta naudojant Microsoft Office Excel 2008 statistinj paketa.
ApskaiCiuota ir jvertinta rezultaty vidutiné verté, standartiniai nuokrypiai. AAPD analizei buvo
naudojama GenAlEx 6.5 ir Past 3 kompiuteriné programiné jranga.
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3. Tyrimuy rezultatai ir jy aptarimas
3.1. Hibridinés drebulés mikrougliy in vitro padauginimas ir augimo poZymiy vertinimas

Vieni i$ svarbiausiy rodikliy trumpos apyvartos zeldiniams yra medzio augimo sparta bei kokybé
[49]. Norint atrinkti perspektyviausius ir grei¢iausiai augancius hibridus biitina nustatyti kaip auga
kiekvienas drebulés hibridas. Tuo tikslu in vitro saglygomis buvo auginami ir vienodomis sglygomis
palyginti skirtingi drebulés genotipai.

Siame tyrime auginant drebulés hibridus mégintuvéliuose buvo imatuotas mikrotgliy aukstis bei
vizualiai nustatyti adaptaciniai pozymiai. Kad uztikrinti matavimy pastovumg ir tiksluma, aukstis
matuotas nuo virSutinio pumpuro iki maitinimo terpés, o biikl¢ jvertinta balais. Procentais isreiksty
dydziy paklaidai S, apskaiGiuoti buvo panaudota formulé: S, =+ (p ( 100 — p)/n).

3.1.1. Pirminis hibridinés drebulés mikrougliu in vitro vertinimas

Norint atrinkti perspektyviausius drebulés hibridy genotipus tolimesniems tyrimams, tuo tikslu
atliktas regeneravusiy augaly in vitro pirminis vertinimas. Buvo vertinami 2 ménesius
meégintuvelivose auginti hibridinés drebulés mikrotigliai.

Atlikus aukscio matavimus, rezultatai parodé didele jvairove tarp tirty augaly aukscio. Todél buvo
iSskirtos Sesios grupés pagal mikrotigliy aukscius, apskaiciuoti jy vidurkiai bei individy procentinis
pasiskirstymas grupése (3.1. lentelé, 3.2., 3.3.pav.).

3.1. lentelé. Drebulés hibridy pasiskirstymas pagal aukscio grupes

Hibridinés drebulés Ivertintl% vi.ndividq Indivi(.iq Procentinis Aukstiy vidurkiai, cm

individy grupés pagal skaicius pasiskirstymas

aukstj, cm Vnt. Proc. £ S, Vid. £ SN

1(1,0-2,5) 28 17,5+ 7,18 1,73 £ 0,44

11(2,5-4,0) 45 28,13 £ 6,70 2,99 £ 0,37

11 (4,0 - 5,5) 39 24,38 £ 6,88 4,46 £ 0,40

IV (5,5-17,0) 29 18,13+ 7,15 5,90 £ 0,39

V(7,0 - 8,5) 15 9,38+7,53 7,40 £ 0,43

VI (8,5 -10,0) 4 2,5+7,.81 8,63 £0,25

Ivertinty 1nd1V1dg bendri 160 100 421+191

rezultatai

Maziausig dalj i§ visy vertinty hibridy sudar¢ augalai, esantys Sestoje grupéje. Tik 4 individai pasieke
8,5 — 10,0 cm aukstj, kuris sudarée tik 2,5 % visy tirty augaly. Daugiausiai 45 tirty hibridinés drebulés
individy auksciai pateko j antraja grupe, kurios intervalas yra 2,5 — 4,0 cm, o tai sudaré 28,13 %. I§
pateikty rezultaty matome, kad II ir III auk§Ciy grupiy procentinis pasiskirstymas skiriasi minimaliai,
o bendrai  Sias grupes pateko daugiau nei 50 % visy vertinty mikroiigliy. Panasi tendencija matoma
ir tarp I ir IV grupiy, kuriy procentiniai pasiskirstymai skiriasi tik 1 %. Tai rodo, kad hibridinés
drebulés mikrotigliy dazniausiai pasiekiamas aukstis po 2 ménesiy auginimo varijuoja intervale nuo
1,0—-7,0 cm.
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3.1.pav. Hibridinés drebulés individy procentinis pasiskirstymas pagal auksciy grupes

Bandyme taip pat buvo apskaiciuoti hibridinés drebulés grupiy auksciy vidurkiai bei jy standartiniai
nuokrypiai. VI grupéje mikroiigliy aukscio vidurkis 8,63 cm, o standartinis nuokrypis nuo vidurkio +
0,25 cm. Tai buvo maziausias gautas standartinis nuokrypis i§ visy SesSiy grupiy pagal auksti.
Didziausias standartinis nuokrypis apskaiciuotas pirmoje grupéje, kurios aukséiy vidurkis 1,75 cm, o
standartinis nuokrypis £ 0,44 cm. I, II, III, IV ir V grupiy pagal aukstj standartiniai nuokrypiai
varijuoja nuo * 0,37 iki £ 0,44 cm, o tai rodo, kad visuose penkiuose paminétuose grupése hibridy
mikrotigliai auga labai panaSiai. VI grupé¢je standartinis nuokrypis issiskiria i$ kity grupiy, taciau tam
gali turéti jtakos i Sig grupe patenkantis mazas hibridy skaicius.

10.00
9.00
8.00

7.00 |

6.00

5.00

4.00 +

3.00 |

2.00

1.00 -

0.00 : : : : : '

1(1,0-2,5) mes-4,0 1140-55 1vV(EG5,5-700 V(7,0-85  VI(8,5-10,0)
Grupés pagal aukstj, cm

v

Auksciy vidurkiai grupése, cm

3.2. pav. Hibridinés drebulés individy grupiy auksc¢iy vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai
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Tyrimo metu buvo siekiama jvertinti ir atrinkti geriausiais fenotipiniais poZymiais pasiZymin¢ius
hibridinés drebulés genotipus. Mikroiigliy biiklés jvertinimo balais ir hibridy procentinio
pasiskirstymo rezultatai pateikti 3.2. lentel¢je.

3.2. lentelé. Hibridinés drebulés individy buklés jvertinimas balais

Ivertinty individy Individy procentinis
Hibridinés drebulés individy skai&ius pasiskirstymas
biiklé, balai

Vnt. Proc.
1 7 1,22
2 28 9,77
3 44 23,04
4 32 22,34
5 50 43,63

Ivertinty individy bendras kiekis 160 100

I8 160 istirty skirtingy hibridinés drebulés genotipy tik septiniy i$ jy buklé buvo jvertinta 1 balu, tai
sudaré 1,22 %. Siy hibridy biklé buvo bloga, dazniausiai mikrotiglis buvo jau visiskai nudziuves.
Daugiausiai 43,63 % sudaré hibridinés drebulés genotipai, kurie jvertinti 5 balais. Siy individy buklé
buvo puiki, jie pasizyméjo gausiu lapuotumu, Giglis zaliavo. 3 ir 4 balais jvertinty hibridy procentinis
pasiskirstymas buvo gautas beveik vienodas, atitinkamai 23,04 % ir 22,34 %. Rezultatai parode, kad
didZioji dalis tirty genotipy pasizymejo gera ar puikia biikle. Skritulinéje diagramoje galima vizualiai
matyti mikrotigliy procentinj pasiskirstymg pagal biikleés balus (3.3.pav).

1 balas
1,22%

2 balai
9,77%

3 balai
23.04%

= ] balas =2 balai 3 balai =4 balai =5 balai

3.3.pav. Hibridinés drebulés individy buklés jvertinimas balais ir jy procentinis pasiskirstymas

33



3.1.2. Hibridinés drebulés augimo poZymiu in vitro vertinimas

Tyrimo metu po pirminio hibridinés drebulés vertinimo, mikrotigliai steriliomis salygomis buvo
padalinti | vienodas trumpesnes dalis ir perkelti ] naujus mégintuvélius su MS terpe. Vertinimas buvo
atliekamas po 4 savai¢iy nuo perkélimo dienos. Buvo iSmatuotas eksplanty aukstis ir nustatyta bukle.
Vertinimas vyko tokiu paciu metodu kaip pirminis hibridinés drebulés vertinimas.

Dalis hibridy buvo netinkami naudoti tolimesniems matavimams dél pasireiSkusios grybelinés ar
bakterinés infekcijos matavimo metu, nes tai galéjo jtakoti augimo spartg. Dalis Siy augaly persodinta

| maitinimo terp¢ su antibiotiku, kad biity i§saugoti hibridinés drebulés genotipai. Tolimesniems
vertinimams buvo naudoti 126 drebulés hibridai.

Hibridinés drebulés mikroiigliy auk$c¢io rezultatai po 4 savaifiy auginimo in vitro pateikti 3.3.
lenteléje.

3.3.lentelé. Drebulés hibridy pasiskirstymas pagal auksc¢io grupes po 4 savaiCiy auginimo

Hibridinés drebulés [Vertintq. vi.ndividq Indivi(.iq Procentinis Aukstiy vidurkiai, em
individy grupés pagal skaicius pasiskirstymas
auksti, cm Vnt. Proc. £ S, Vid. £ SN
1(1,0-2,5) 23 18,25 + 8,05 1,65+ 0,35
II(2,5-4,0) 49 38,89 £ 6,96 2,99 £ 0,39
11 (4,0 - 5,5) 37 29,37 £ 7,49 4,52 £0,40
IV (5,5-7,0) 13 10,32 £ 8, 44 5,85 10,38
V(7,0 -8,5) 3 2,38 + 8,80 7,00+ 0
VI (8,5-10,0) 1 0,79 £ 8,51 9,50+ 0
Ivertinty 1nd1V1d}} bendri 126 100 3.64+ 1,52
rezulatai

Didziausig dalj 38,89 % 1§ 126 vertinty hibridy sudaré augalai, esantys II grupéje, kurios intervalas
nuo 2,5 iki 4,0 cm. Taip pat daug mikrotigliy grupéje nuo 4,0 iki 5,5 cm, kurie sudaré 29,37 %. Kiek
maziau pateko i [ ir IV grupes, atitinkamai 18,25 % ir 10,32 %. Tik 3 hibridai pateko 1 V grupe, kurios
aukc¢iy intervalas 7,0 — 8,5 cm. Maziausiai 0,79 % sudaré 1 mikroiiglis IV grupéje, kurios intervalas
8,5 — 10,0 cm. Hibridinés drebulés mikrotigliy po 4 savai¢iy auginimo in vitro saglygomis optimalus
pasiektas aukstis varijuoja intervale nuo 2,5 — 5,5 cm (3.4. pav.)

Apskaiciuoti auk$ciy vidurkiai grupése parode¢, kad arciausiai bendro visy jvertinty hibridy vidurkio
3,64 = 1,52 cm buvo mikrougliai, esantys II ir III grupése, kuriy vidurkiai atitinkamai buvo gauti 2,99
+0,39 cmir 4,52 £ 0,40 cm (3.5. pav.). Mikroiigliy vidurkis grupéje nuo 1,0 iki 2,5 cm — 1,65 £ 0,35
cm. IV grupgje, kurios auksciy intervalas 5,5 — 7,0 cm, vidurkis gautas 5,85 + 0,38. Ir nedidele dalj
sudar¢ labiausiai nutole nuo vidurkio mikrotgliai V grupéje, kuriy vidurkis buvo 7,0 cm ir vos 1
hibridas VI grupéje, kurio aukstis buvo net 9,5 cm. I, I, III ir IV grupiy pagal aukstj standartiniai
nuokrypiai yra labai panasis ir varijuoja nuo * 0,35 iki £ 0,40 cm.

Taigi apibendrinus pirminio hibridinés drebulés mikrotigliy auksc¢io vertinimo (3.1.lentelé) ir po 4
savaiciy auginimo in vitro (3.3.lentelé) rezultatus matoma, nors ir labai didelé auksciy ivairové abiejy
vertinimy metu, taciau didziausig dali sudaro mikrotigliai, esantys II grupéje, kurios intervalas nuo
2,5 1ki 4,0 cm.
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3.4. pav. Hibridinés drebulés individy procentinis pasiskirstymas pagal auksciy grupes po 4 savaiciy
auginimo in vitro salygomis
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3.5.pav. Hibridinés drebulés individy grupiy auks¢iy vidurkiai ir jy standartiniai nuokrypiai po 4 savaiciy
mikrotigliy auginimo in vitro salygomis

Po 4 savaiciy auginimo in vitro salygomis hibridinés drebulés mikrotigliy biiklé buvo jvari (3.6.pav.).
Pastebéjus didele fenotipiniy pozymiy jvairove, biiklé taip pat buvo jvertinta balais. DidZiausia dalj
46,63 % sudaré hibridai, kuriy buiklé jvertinta 5 balais. Mikrotigliai, kurie buvo jvertinti 3 ir 4 balais,
gautas procentinis pasiskirstymas atitinkamai 16,67 % ir 33,33 %, sudaré pusg¢ visy tirty drebulés
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hibridy. Prastai augantys ir visiSkai nudziuve augalai, kurie jvertinti atitinkamai 2 ir 1 balais, bendrai
sudaré tik 3,37 %.

3 balai
16,67%

5 balai
46.63%

4 balai
33,33%

= ] balas =2balai =3 balai = 4balai =35 balai

3.6. pav. Hibridinés drebulés individy po 4 savai¢iy auginimo in vitro buklés jvertinimas balais ir jy
procentinis pasiskirstymas

Drebulés hibridy po 4 savaiciy auginimo in vitro salygomis skirtingy bukliy pavyzdziai pateikti 3.7
paveiksle.

l

b | .Aﬂ., /

=y

- . 2 L - ;
»

3.7.pav. Hibridinés drebulés mikrotigliy buklés pavyzdziai: 5 balai — biiklé puiki, gausus lapuotumas, tiglis
zaliuoja, 4 balai — biikl¢ gera, vidutinis lapuotumas, figlis Zaliuoja, 3 balai — buklé vidutiné, negausus
lapuotumas, figlis zaliuoja, 2 balai — bukl¢ prasta, néra naujy lapy, tiglis padziuves, 1 balas — buiklé bloga,
tiglis nudziuves
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3.1.3. Perspektyviausiy hibridinés drebulés palikuoniy atrinkimas

Ivertinus visus hibridinés drebulés palikuoniy genotipus pagal augimo ir fenotipinius poZymius, buvo

atrinkti 58 hibridai tolimesniems molekuliniams tyrimams (3.4.lentel¢).

3.4. lentelé. Perspektyviausiy hibridinés drebulés genotipy augimo ir fenotipiniai poZymiai

Hibrido Genotipo Aukstis, Infekcijos S akny Bukle, Ugliai, Eksplantai,
. S susidarymas, .
Nr. pavadinimas cm atsiradimas balais balais vnt vnt
1. C25-7 3,1 - 5 5 2 2
2. H617 -7 6,5 - 4 5 1 1
3. A6-3 3 - 1 4 3 3
4. C2-1 8 - 5 5 1 1
5. H617 — 4 5,5 - 5 5 1 1
6. A6-2 5,3 - 1 5 1 1
7. H617 —45 4 - 1 5 1 1
9. H617 — 41 6 - 1 5 1 2
10. H617 -5 7 - 3 4 2 1
11. AT-6 4 - 3 5 2 2
13. A9-1 4,5 - 4 4 1 1
14. H617 -9 6,3 - 3 4 1 1
16. H617 — 40 4,5 - 2 4 1 1
17. D13-2 6 - 2 5 2 1
18. Al0-3 7 - 1 5 1 2
19. C21-3 4 - 4 4 1 1
20. A6-6 5,4 - 3 4 2 1
21. C30-6 6 - 3 4 2 2
22. Cl0-1 5 - 4 5 1 1
23. D17-5 5,3 - 2 4 1 1
24. C25-5 4,5 - 5 5 1 1
25. DI14-1 6,4 - 4 4 2 2
26. B8 -1 5 - 3 5 1 1
27. Al3 -1 4,5 - 2 4 1 1
28. C25-6 7 - 3 4 1 1
29. D18-2 6.3 - 4 4 1 2
30. Cl6—4 4,5 - 5 5 1 1
31. A3-5 4.3 - 3 5 1 1
32. C8—1 5 - 3 4 1 1
33. C5-4 5,1 - 1 4 2 1
34, Cl-1 3,2 - 4 4 1 1
35. A8-2 4.5 - 2 5 2 1
36. D5 -3 5,3 - 1 4 1 2
37. D5-4 34 - 2 3 1 1
38. H617 — 34 4,6 - 4 4 1 1
39. H617 — 12 4,7 - 3 5 1 1
40. D12 -4 5 - 2 3 1 1
41. C8—1 6,4 - 4 5 1 1
42. H617 — 37 4,3 - 3 5 3 3
43, C35-1 5 - 2 5 1 2
44, DI8 -5 5,3 - 4 4 1 2
45. H617 — 55 6,1 - 5 4 1 1
46. Cl3-1 3,7 - 1 4 1 1
47. D14-1 4,7 - 1 4 1 1
48. DI8 -5 5,6 - 3 5 2 1
49. Cl5-1 4,8 - 2 4 1 1
50. D7-3 5 - 2 5 2 1
52. C7-1 4,3 - 4 4 2 2
53. A9 -4 3,8 - 3 5 1 2
54. C33-1 3,5 - 4 4 1 1
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55. H617-13 8 - 3 3 1 1
56. D14-3 6,7 - 3 4 2 1
57. B9-1 5,7 - 3 5 1 1
58. C24-4 4 - 4 5 1 2
59. All -1 4,6 - 4 5 1 2
60. H617 —28 5,7 - 5 4 1 1
61. C23-4 5,2 - 3 4 1 1
62. H617 - 51 4,4 - 2 4 1 1

3.2. Informatyviausiy oligonukleotidiniy Zymeny nustatymas

Norint nustatyti, kad buvo gauti skirtingi drebulés hibridai, biitina atlikti DNR jvairovés nustatymo
tyrimus. Tyrime DNR jvairové buvo tirta APPD metodu. Tuo tikslu buvo atlikta informatyviausiy

oligonukleotidy Zymeny identifikavimas ir atrinkti geriausiai amplifikuojantys Zymenys.

3.2.1. Hibridinés drebulés DNR koncentracijos nustatymas

Tyrimo metu CTAB metodu buvo iSskirta DNR i§ atrinkty perspektyviausiy hibridinés drebulés
genotipy lapy méginiy. Koncentracija buvo nustatyta spektrofotometriskai, taip pat kartu buvo
iSmatuotas DNR grynumas (3.5.lentel¢).

3.5.1lentelé. Hibridinés drebulés DNR koncentracijos ir grynumo nustatymas

e Koncentracija, Grynumas, e Koncentracija, Grynumas,
DNR méginiai ug/ml 260280 o | PNRméginiai ug/ml 260/280 nm

Nr.1 141,1 1,83 Nr.33 68 1,69
Nr.2 89,7 1,90 Nr.34 35,7 1,76
Nr.3 299.6 1,80 Nr.35 81,8 1,76
Nr.4 1342 1,71 Nr.36 ] -

Nr.5 1573 1,65 Nr.37 13,4 1,80
Nr.6 87,6 1,65 Nr.38 8,93 1,64
Nr.7 145,4 1,70 Nr.39 8,43 1,70
Nr.9 92,6 1,75 Nr.40 80,9 1,83
Nr.10 76,6 1,77 Nr.41 17,9 1,76
Nr.11 96,7 1,67 Nr.42 36,2 1,76
Nr.13 943 127 Nr.43 12,4 1,79
Nr.14 179 1,72 Nr.44 63 1,76
Nr.16 581 1,77 Nr.45 66,5 1,85
Nr.17 426 1,82 Nr.46 17,4 1,71
Nr.18 93,8 1,75 Nr.47 17,9 1,68
Nr.19 49,6 1,74 Nr.48 - -

Nr.20 243 1,84 Nr.49 17,4 1,75
Nr.21 37,7 1,70 Nr.50 16,4 1,74
Nr.22 422 1,73 Nr.52 65,5 1,89
Nr.23 412 1,83 Nr.53 34,7 1,75
Nr.24 30,3 1,77 Nr.54 943 1,73
Nr.25 162 1,85 Nr.55 11,4 1,77
Nr.26 31,2 1,65 Nr.56 9,92 1,67
Nr.27 7,44 1,60 Nr.57 385 1,94
Nr.28 104 1,80 Nr.58 15,9 1,60
Nr.29 62 1,69 Nr.59 - -

Nr.30 923 1,77 Nr.60 5,95 1,44
Nr.31 13,4 1,80 Nr.61 223 1,73
Nr.32 102 1,80 Nr.62 412 1,71

Gauta DNR koncentracija svyravo nuo 5,95 iki 581 pg/ml. Tokj didelj koncentracijy skirtumg galéjo

jtakoti paimty DNR iSskyrimui lapy méginiy kiekis. Méginiy Nr.36, Nr.48 ir Nr.59 koncentracija
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nebuvo iSmatuota. Hibridy DNR koncentracija ir grynumas buvo tinkami PGR atlikti. 1,8 —2 sugertis
260/280 nm reiskia, kad DNR méginys neturi priemaisy.

3.2.2. Elektroforegramy analizé

Atsitiktiniy parinkty drebulés hibridy genotipy DNR pagausinimo produktai buvo atskirti agarozés
gelyje, iSryskinti UV Sviesoje ir nufotografuoti (3.8., 3.9.pav.).

ETTIALAT! sk

3.8 pav. Drebulés hibridy DNR pagausinimo spektrai gauti su pradmenims BO1, B03, B012, B017,
B018. M raide pazymétas DNR ilgio standartas

M B(I)S 3701- 01 1701— 02 170 [ 03 170 I 05 170 ] 10 M
[ 1 Vi Vi \ I \

3.8 pav. Drebulés hibridy DNR pagausinimo spektrai gauti su pradmenims B0S, 370 - 01, 170 - 02,
170 - 03, 170 — 05, 170 - 10. M raide pazymétas DNR ilgio standartas

IS pateikty elektroforezes rezultaty nuotrauky matoma, kad su skirtingais pradmenimis amplifikacijos
kokybé buvo gauta taip pat skirtinga. Labiausiai i$siskiriantys ir daugiausiai informacijos suteikiantys
buvo Roth B012 ir Roth 170 — 02 pradmenys. Taip pat auksta DNR amplifikacijos kokybé buvo gauta
su Roth BO17, Roth 170 — 03 ir Roth 170 — 10 pradmenimis. Naudojant $iuos 5 pradmenis DNR
fragmentai gauti panaSaus dydzio ir juos lengva atskirti, fragmentai atkuriami ir lengvai
sugrupuojami, taip pat matomi aiskiis polimorfiniai DNR fragmentai. Visy istirty oligonukleotidiniy
pradmeny vertinimai pagal kriterijus pateikti 3.6. lentel¢je.
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3.6.lentelé. Oligonukleotidiniy pradmeny jvertinimas pagal kriterijus
Polimorfini Bendra DNR
Pradmeny sekos fragmentqu DN}{. frag.mentq. DNR fragmentq amlifikacijos
Pradmuo 5.3 Lifikacii dydzio skirtumai atkuriamumas Kokybé
amplifikacija okybé
Roth A01 CAGGCCCTTC (] * ° +
Roth A02 TGCCGAGCTG [ 1] * ° ++
Roth A03 AGTCAGCCAC [ 1] * ° ++
Roth A04 AATCGGGCTG (] * ° +
Roth A05 AGGGGTCTTG (] * ° +
Roth A06 GGTCCCTGAC (] * ° +
Roth A07 GAAACGGGTG [ 1] ok eeo ++
Roth A0S GTGACGTAGG (] ok eeo ++
Roth A010 GTGATCGCAG (] * ° ++
Roth A011 CAATCGCCGT n * ° ++
Roth A012 TCGGCGATAG (] * ° +
Roth A013 CAGCACCCAC (] * ° +
Roth A014 TCTGTGCTGG (] * ° +
Roth AO15 TTCCGAACCC (] * ° +
Roth A016 AGCCAGCGAA n * ° +
Roth A017 GACCGCTTGT n * ° +
Roth A018 AGGTGACCGT n * ° +
Roth A019 CAAACGTCGG (] * ° +
Roth A020 GTTGCGATCC (] * ° +
Roth BO1 GTTTCGCTCC [ 1] ok ' ++
Roth B02 TGATCCCTGG (] * ° +
Roth B03 CATCCCCCTG [ 1] ok ' ++
Roth B04 GGACTGGAGT [ 1] *k oo ++
Roth B05 TGCGCCCTTC (] * ° +
Roth B06 TGCTCTGCCC (] ° +
Roth B07 GGTGACGCAG [ 1] ok ' ++
Roth BO8 GTCCACACGG (] ok eeo +++
Roth B09 TGGGGGACTC (] ° +
Roth B0O10 CTGCTGGGAC (] ° +
Roth BO11 GTAGACCCGT (1] ok ' ++
Roth BO12 CCTTGACGCA [ 1] ook Yy +++
Roth B013 TTCCCCCGCT (1] ok ' +++
Roth B014 TCCGCTCTGG (] * ° +
Roth BO15 GGAGGGTGTT [ 1] *k oo ++
Roth B016 TTTGCCCGGA n * ° +
Roth BO17 AGGGAACGAG [ 1] ok eeo +++
Roth B018 CCACAGCAGT n ° +
Roth B019 ACCCCCGAAG (] ° +
Roth B020 GGACCCTTAC (] ° +
Roth 170-01 CATCCCGAAC [ 1] ok ' ++
Roth 170-02 CAGGGTCGAA [ 11 ok eeo +++
Roth 170-03 ACGGTGCCTG [ 1] ok ' +++
Roth 170-04 CGCATTCCGC [ 1] ok ' ++
Roth 170-05 GAGATCCGCG [ 1] ok ' ++
Roth 170-06 GGACTCCACG (] ° +
Roth 170-07 ATCTCCCGGG (] ° +
Roth 170-08 CTGTACCCCC (] ° +
Roth 170-09 TGCAGCACCG [ 1] ok ' ++
Roth 170-10 CAGACACGGC [ 11 ok eeo +++
Roth 370-01 TCCCTGTGCC [ 1] *k ° ++
Roth 370-04 GTATGCCGCG (] ° +
Roth 370-10 CTGTCCGGTC (] ° +
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3.3. Hibridinés drebulés palikuoniy DNR polimorfizmo nustatymas

Hibridinés drebulés palikuoniy genetiné jvairove buvo nustatyta APPD (atsitiktinai pagausintos
polimorfinés DNR) metodu. Tyrimai atlikti naudojant Roth BO12, Roth 170 — 02, Roth B017, Roth
170 — 03 ir Roth 170 — 10 pradmenis.

3.3.1. DNR genetinés jvairovés nustatymas, panaudojant informatyviausius pradmenis

Tyrimo metu hibridinés drebulés APPD rezultatai buvo nustatyti atlikus elektroforeze, kurios metu
DNR fragmentai iSsidéste agarozes gelyje pagal jy ilgj. Tirti visi 58 hibridai, jskaitant Nr.36, Nr.48,
Nr.59, nors jy DNR koncentracija nebuvo iSmatuota, taciau PGR atlikti pakanka labai mazos
koncentracijos. Méginys Nr.33 neparodé jokiy rezultaty, itakos tam galéjo turéti nekokybiska DNR.

Atlikus skirtingy drebulés hibridy DNR pagausinima su Roth BO17 pradmeniu, gauti elektroforezés
rezultatai parod¢, kad hibridai buvo nevienodi (3.9., 3.10.pav). Pagausinty fragmenty dydziai svyravo
nuo 700 — 2500 bp (baziy poros). Visi genotipai turéjo 700, 1250 ir 1800 bp ilgio DNR fragmentus.

MK12345679 IQ!!!!l16“18'202122232425262728 29303132M
ﬁ Y v -t

2000bp !!g!!!!!!!!.'!‘.. w-—w vy

1s000p T e
1031bp. s . - - -

900bp

800bp

700bp

3.9.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth BO17 pradmeniu. Skaitmenimis 1 — 32
pazyméti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé
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3.10.pav. Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth B017 pradmeniu. Skaitmenimis 3
62 pazyméti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé

Atlikus drebulés hibridy DNR tyrimg su Roth BO12 pradmeniu, gauti rezultatai parodé didelj
pradmens informatyvuma bei aukstos kokybés amplifikacija (3.11., 3.12.pav). Pagausinty fragmenty
dydziy intervalas buvo labai platus, svyravo nuo 400 — 4000 bp. Visi genotipai tur¢jo 700 bp ilgio
DNR fragmentus. Visi kiti hibridy DNR fragmentai gauti skirtingy dydziy.
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3.11.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth BO12 pradmeniu. Skaitmenimis 1 —
32 pazyméti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrole

3.12.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth B012 pradmeniu. Skaitmenimis 33 —
62 pazyméti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé

Pagausinus skirtingy drebulés hibridy DNR su Roth 170 — 03 pradmeniu ir atlikus elektroforezg, gauti
rezultatai parod¢ gana aukstos kokybés amplifikacija (3.13.pav.), taCiau DNR fragmentai, esantys
tarp 1031 ir 2000 bp ilgio nebuvo pilnai atskirti (3.14.pav.), todél buvo sudétingiau juos suskirstyti
pagal dydzius. Pagausinty DNR fragmenty dydziai svyravo nuo 500 iki 2000 bp. Visi hibridai tur¢jo
1200, 1500 ir 2000 bp DNR fragmentus.

Naudojant pradmenj Roth 170 — 10 gauta geros kokybés amplifikacija, tac¢iau buvo DNR fragmenty,
kurie gauti nelabai aiskis ar rySkis, todél buvo sunkiau juos atskirti pagal dydi vienas nuo kito (3.15.,
3.16. pav.). Pagausinty DNR fragmenty dydziai svyravo 600 — 2000 bp.Visi hibridai turéjo 600 bp
ilgio DNR fragmentus.
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3.13.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth 170 — 03 pradmeniu. Skaitmenimis 1
— 32 pazymeéti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé
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3.14.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth 170 — 03 pradmeniu. Skaitmenimis 33
— 62 pazymeéti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé
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3.15.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth 170 — 10 pradmeniu. Skaitmenimis 1
— 32 pazymeéti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé
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3.16.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth 170 — 10 pradmeniu. Skaitmenimis 33
— 62 pazymeéti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé
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Hibridinés drebulés genetinés jvairovés nustatymui panaudojus Roth 170 — 02 pradmenj buvo gauta
geros kokybés amplifikacija, dauguma fragmenty lengvai atskiriami bei sugrupuojami pagal dydj
(3.17., 3.18.pav.). Méginiy 52 — 62 tarp 1500 ir 2000 bp pagausinty DNR fragmentai gauti neaiskiis
ir sudétinga juo atskirti, taiau tam gal¢jo turéti jtakos nekokybiskai supilstyti reagentai. DNR
fragmentai nuo 200 iki 1500 bp buvo gauti kokybiskai atsiskyre, panaSaus dydzio ir lengvai
atskiriami. Pagausinty DNR fragmenty dydziai svyravo 220 — 2000 bp, visi hibridai turéjo 220 bp
ilgio DNR fragmentus.
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3.17.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth 170 — 10 pradmeniu. Skaitmenimis 1
— 32 pazymeéti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé
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3.18.pav Hibridiniy drebuliy DNR pagausinimo spektrai gauti su Roth 170 — 10 pradmeniu. Skaitmenimis 33
— 62 pazymeéti hibridai, M — DNR ilgio standartas, K — kontrolé

Gauti elektroforezés rezultatai buvo paversti binariniy pozymiy matrica. APPD amplifikacijos
apibendrinti rezultatai pateikti 3.7.lenteléje. IS duomeny matoma, kad pagausinty drebulés hibridy
DNR fragmenty dydziai svyravo 220 — 4000 bp intervale. I$ 61 skirtingo dyzio DNR amplifikuotos
juostos 52 buvo gautos polimorfinés, o tai sudaré¢ 85,24 % visy gauty juosty. Vidutiniskai su
kiekvienu pradmeniu gauta 12,2 amplifikuoty ir 10,4 polimorfiniy DNR juosty. IS apibendrinty
duomeny (3.7.lentel¢) matyti, kad labiausiai informatyvis pradmenys buvo Roth BO12 ir Roth 170 —

44



02. Panaudojus $iuos pradmenis gauta po 15 DNR juosty, i$ kuriy 14 buvo polimorfinés, o tai sudaré
93,33 %. Vienas i§ informatyviausiy pradmeny buvo Roth 170 — 03, kurj panaudojus gauta 12
skirtingo dydZzio juosty, 9 juostos buvo polimorfinés, o tai sudar¢ 75 %. Maziausiai informatyvis
pradmenys buvo Roth BO17 ir Roth 170 — 10. Atlikus tyrimg su Roth BO17 gauta 8 polimorfinés
DNR juostos 1§ 11 amplifikuoty — tai sudar¢ 72,72 %. Panaudojant Roth 170 — 10 pradmen;j gauta
maziausiai DNR juosty — 8 amplifikuotos juostos, i§ kuriy 7 buvo polimorfinés (87,5 %).

3.7. lentelé. Oligonukleotidiniy pradmeny APPD rezultatai

Pradmens Amplifikuoty juosty Polimorfiniy juosty Polimorfizmas, Amp hﬁkuou{,
. . oy o ° fragmenty dydzio
pavadinimas skaicius skaicius Yo . .
intervalai
Roth BO12 15 14 93,33 400 — 4000 bp
Roth BO17 11 8 72,72 700 — 2500 bp
Roth 170 — 02 15 14 93,33 220 —2000 bp
Roth 170 - 03 12 9 75 500 — 2000 bp
Roth 170 - 10 8 7 87,5 600 — 2000 bp
I8 viso 61 52 - -
Vidutiniskai 12,2 10,4 85,24 -

3.3.2. Drebulés hibridy giminingumo nustatymas

Remiantis APPD duomenimis (gauta binarine duomeny matrica), genetiniai atstumai tarp drebulés
hibridy buvo apskai¢iuoti panaudojant GenAlEx 6.5 programa. Apskaiciuotas genetinis atstumas yra
lygus gauty amplifikuoty skirtingo dydZzio juosty kiekio skirtumui tarp skirtingy hibridy. Panaudojus
genetiniy atstumy reikSmes Past 3 kompiuterinés programos pagalba buvo nubraizyta NJ (angl.,
Neighbour — Joining) dendograma, parodanti tirty hibridy gimininguma (3.19.pav). Taip pat
palyginimui nubraizyta dendograma UPGMA (angl., Unweighted Pair - Group Method of arithmetic
Averages) metodu (3.20.pav).

Visi drebulés hibridai buvo suskirstyti j poras pagal maziausig genetinj atstumg. Didziausias genetinis
atstumas buvo jvertintas tarp hibridy Nr.59 ir Nr.25 bei Nr.24 ir Nr.54, tarp Siy individy buvo gauta
po 29 skirtingus lokusus. GenetiSkai panaSiausi hibridai gauti Nr.36 ir Nr.37, kurie turéjo tik 3
skirtingus lokusus. Tarp individy Nr.13 ir Nr.11 genetinis atstumas taip pat gautas vienas i§
maziausiy, hibridai turéjo tik 4 skirtingus lokusus. Tik penkiomis skirtingo dydzio DNR juostomis
skyrési hibridai Nr. 39 ir Nr.40, o Nr.5 ir Nr.9 — §esiomis. Sios i§vardintos maZiausia genetinj atsuma
turincios drebulés hibridy poros tiek NJ tick UPGMA metodu buvo suporuotos genetiniame medyje.

NJ metodu sudarytoje dendogramoje buvo gautos keturios aiSkios Sakos, kurios iSskiria tirtus
genetiskai artimesnius drebulés hibridus. | vieng Saka pateko hibridai Nr.59, 60, 61 ir 57. | antra Saka
pateko Nr.22, 4, 7, 3, 45, 30, 29, 35, 10, 3, 11, 27, 23, 26, 25, 24, 16, 14, 2, 31, 1, 9, 5 hibridai. Dar |
atskirg Saka pateko Nr.47, 28, 42, 41, 50, 46, 17, 32, 20, 21, 19, 18, 40 ir 39 hibridai. | ketvirtg Saka
pateko hibridai Nr. 6, 52, 53, 55, 62, 56, 48, 44, 49, 58, 54, 38, 34, 43, 37 ir 36.
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3.19.pav. Tirty drebulés hibridy dendograma, sudaryta NJ metodu

UPGMA metodu sudaryta dendograma panasi i gautag NJ metodu. Kaip ir pirmuoju atveju issiskiria
keturios Sakos, kuriuose hibridai pasiskirsto gana panasiai. Kai kuriy hibridy poros skiriasi, taciau tie
patys individai pasiskirstymo Sakose beveik vienoda tvarka kaip ir NJ metodu. Sie duomenys tik
patvirtina hibridinés drebulés palikuoniy geneting jvairove.

59
47
54
44
23
48
17
20
32
18
19
21
28
42
41
60
34
36
37
43
58
39
49
56
57
50
2
10
1
13
35
29
45
26
38
27
3
5
9
1
2
7

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

40
46
62
61
5
53
6
25

31
30
14
16
24
22
4

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.55

0.5

2.04

2.5

L

Atstumas

4.0 ~|— T I i

4354

5.04

3.20.pav. Tirty drebulés hibridy dendograma, sudaryta UPGMA metodu
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Gautuose dendogramose matyti, kad visi hibridai genetiskai skiriasi. Sig i§vada taip patvirtina ir
hibridinés drebulés individy pasiskirtstymo pagal genetinj atstuma analizé atlikta pagrindiniy
kordinaciy metodu (3.21.pav). Trys koordinaciy dalys apibiidina didzigja tirty hibridy genetinés
jvairoves dalj. Pirmoji asis — 30,99%, antroji — 48,34%, trecioji — 14,67%, kuri paveiksle
nepavaizduota. Sios trys aSys aprado 63% tirty hibridy.
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3.21.pav. Drebulés hibridy iSsidéstymas dvimatéje erdvéje

IS drebulés hibridy iSsidéstymo erdvéje matoma, kad labiau giminigy ir visiSkai skirtingy individy.
Tai rodo, kad genetinis panaSumas tarp klony yra mazas, vyrauja didel¢ geneting jvairove.
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4. Rekomendacijy dalis

Kasmet did¢jant biomseés poreikiui, vis aktualesné tampa problema — kaip padidinti iSauginamos medienos
biomases kiekj. Viena i§ sunkiausiy trumpos apyvartos Zeldiniy veikly yra atrinkti perspektyviausias
medziy risis, kurios uztikrinty didel] medienos biomasés kiekj per trumpa rotacijos laikg bei uztikrinty
auksta jos kokybe.

Magistro baigiamojo projekto darbe buvo atlikti pilotiniai tyrimai, norint nustatyti hibridinés drebulés
perspektyvas jas panaudoti trumpos apyvartos zeldiniams. Buvo siekiama istirti drebulés hibridy geneting
jvairove in vitro salygomis. Tam tikslui buvo naudojamas molekuliniy Zymeny metodas, paremtas
atsitiktinai amplifikuoty polimorfinés DNR pagausinimu. Remiantis gautais duomenimis, tiriant
hibridinés drebulés DNR jvairove APPD metodu, patartina naudoti Roth 170 — 02 ir Roth BO12 pradmenis
DNR grandiniy pagausinimui.

Tyrime DNR i8skyrimas atliktas modifikuotu CTAB metodu, gautos DNR koncentracijos grynumas
varijavo 1,60 — 1,94 ribose. Kad galima biity atlikti PGR uztenka, kad 260/280 nm santykis buty nuo
1,6. Taciau norint, kad DNR meginys neturéty jokiy priemaiSy ir biity visiSkai grynas, santykis turi biti
nuo 1,8 iki 2,0. Atliekant tolimesnius tyrimus su dviem atrinktais oligonukleotidiniais pradmenimis,
patartina DNR i$skyrimui naudoti baltymy nusodinimo metoda, kuriuo gaunama grynesné DNR [50, 51].
Tolimesniems tyrimams sitiloma DNR i$skyrimo principiné schema pavaizduota 4.1.pav.

AT T
c-5 - PR-1

D-2 B-3 s

4.1.pav. DNR i8skyrimo baltymy nusodinimo metodu principiné¢ schema
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Pradzioje surenkama Zzaliava | talpykla 1. Toliau zaliava su skystu azotu N atSaldoma ir
susmulkinama blenderyje BL. | paruosta susmulkintg zaliava jpilamas ekstrakcijos buferis B — 1 ir
miSinys homogenizuojamas H — 1. MiSinys perpilamas | rezervuarg R — 1, kuriame kaitinimo
elementu KE — 1 palaikoma 65 °C temperattiroje. MiSinys inkubuojamas 20 min. MiSinys toliau
siurbliu S — 2 tiekimas j maiSykle MA — 1, jpilamas kalio acetatas M — 1, intensyviai maiSoma ir
inkubukojama $aldymo talpoje ST — 1, uzpildytoje ledu. Toliau po inkubacijos lede i§siskyrusios
nuosédos A — 1 nusodinamos centrifugoje C — 1 ir paSalinamos kaip atliekos. [ gauta supernantg
rezervuare R — 2 jpilama izopropanolio M — 2. MiSinys siurbliu tiekimas j} maiSykle MA — 2,
maiSomas 1 val ir inkubuojamas 4 °C temperatiiroje $aldymo talpoje ST — 2. Toliau misinys
centrifuguojamas centrifugoje C — 2, kaip atliekos pasalinamas supernantas A — 2. Nusédusi DNR
dziovinama dziovykléje D — 1. Perkeliama j rezervuarg R — 3, i kurij jpilama buferio B — 2 ir kaitinimo
elementu KE — 2 palaikoma 65 °C temperatira. MiSinys inkubuojamas 30 min. Siurbliu S — 3
tiekimas j centrifugg C — 3 ir centrifuguojama 5 min, netirpios nuosédos pasalinamos kaip atlickos A
— 3, 0 gautas supernantas perpilamas ] maiSykle MA — 1. | maiSykle jpilama natrio acetato M — 3 ir
Salto izopropanolio M — 4. Toliau gautas miSinys inkubuojamas $aldymo talpoje ST — 3 4 °C
temperattiroje 1 val. ISsiskyrusi DNR centrifuguojama centrifugoje C — 4. Nusédusi DNR rezervuare
R — 4 praplaunama Saltu 80 % etanoliu M — 5. Toliau DNR siurbliu tiekiama j centrifugg C — 5 ir
centrifuguojama 1 min. Toliau nupylus etanolj DNR 10 min dziovinama dZiovinimo kameroje D — 2,
kad iSgaruoty etanolio likutis. Pabaigoje gauta DNR rezervuare R — 5 iStirpinama buferyje B — 1.
Gautas produktas PR — 1 toliau gali biiti i§ karto naudojamas arba laikomas Saldiklyje.

4.1.lentelé. DNR isskyrimo baltymy nusodinimo metodu principinés schemos jrenginiy Zymeéjimai

Zyméjimas Irenginys
BL Blenderis
H-1 Homogenizatorius
KE-1,KE-2 Kaitinimo elementas
R-1,R-2,R-3,R-4,R-5 Rezervuaras
S-1,S-2,S-3 Siurblys
MA-1,MA-2,MA-3 Maisyklé
ST-1,ST-2,ST-3 Saldymo talpa
C-1,C-2,C-3,C-4,C-5 Centrifuga
D-1,D-2 Dziovinimo kamera
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ISvados

1. Ivertinus hibridinés drebulés individy fenotipinius poZymius nustatyta, kad hibridy augimo greitis
ir iSorés buiklé skyrési. Po dviejy vertinimy didziausia dalis drebulés hibridy abiem atvéjais pateko
1 II grupe pagal aukstj. Buklés vertinimas turéjo panasia tendencija — daugiau nei pusés mikroiigliy
biuikle buvo puiki. I§ 160 drebulés hibridy 58 pasizymeéjo geriausiais fenotipiniais poZymiais.

2. Atlikus oligonukleotidiniy pradmeny jvertinimg pagal kriterijus atrinkti 5 informatyviausi: Roth
B012, Roth B07, Roth 170 — 02, Roth 170 — 03 ir Roth 170 — 10. Daugiausiai informacijos apie
hibridy geneting jvairove suteiké ir auks¢iausia amplifikacijos kokybe pasizyméjo Roth BO12 ir
Roth 170 — 02 pradmenys, naudojant Siuos pradmenis gautas didziausias amplifikuoty fragmenty
dydzio intervalas. Maziausias amplifikuoty juosty skaicius gautas naudojant Roth 170 — 10.

3. Tarp hibridinés drebulés (Populus tremula x Populus tremuloides Michx.) bendry palikuoniy
nustatytas didelis polimorfizmas, kuris sieke 85, 24%.
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