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Aizsargdjamais augs jurmalas zilpodze Eryngium maritimum L. Latvija atrasts divas vietds — Ziemupé un
UZava. Ar kodola un hloroplastu molekularo markieru palidzibu noteikta denétiska daudzveidiba 53 Latvijas
populacijas individos un veikts salldzindjums ar citam jdrmalas zilpodzes populacijam Eiropa. Latvijas
populacija novérots zems genétiskas daudzveidibas lTmenis un zema diferenciacijas pakape starp abam
atradném Latvijas teritorija. Latvijas populacija ir genétiski ITdziga Igaunijas populacijai, bet at$kiriga no
Lietuvas populacijas, kura ir izteikti genétiski diferencéta.

Raksturvardi: jirmalas zilpodze, molekularie markieri, genétiska daudzveidiba
IEVADS

Jurmalas zilpodze Eryngium maritimum L. ir daudzgadigs Cemurziezu
dzimtas piekrastes augs, kam raksturigais biotops ir priekskapas. Jirmalas zilpodze
ir ieklauta Latvijas Sarkanas gramatas 1. kategorija un Latvijas Republikas
Ministru kabineta Tpasi aizsargdjamo sugu saraksta. Latvijas teritorija pasreiz ir
zinamas tikai divas jiirmalas zilpodzes atradnes, no kuram viena atrodas Liepajas
rajona Ziemupg, bet otra — Ventspils rajona Uzava (skat. 1. attelu).

1. attéls. Jurmalas zilpodzes atradnes Latvija.
Figure 1. Location of Latvian population of Sea Holly.
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Kopuma abas atradn€s novéroti apméram 100 — 150 augi. Latvija jurmalas zilpodze
atrodas tuvu izplatibas areala ziemelu robezai (skat. 2. attelu). Talak uz ziemeliem
ta sastopama tikai Norvégijas piekrasté un Igaunijas un Zviedrijas salas. Bitiski, ka
jurmalas zilpodzes populacija kopuma, ka ar1 individu skaits Eiropa p&dgja laika
strauji samazinas (Labuz 2007, Curle et al. 2007), tadel 1pasi nozimigi ir izstradat
§1s sugas aizsardzibas planu. Jirmalas zilpodzes daudzveidiba Rietumeiropa jau ir
pétita (Clausing et al. 2000), tacu ta ka autori no katras populacijas analiz&ja tikai
vienu individu, tad Sis pétijums nedod ieskatu jurmalas zilpodzes populaciju
genétiskaja struktira. Informacija par genétisko daudzveidibu populaciju iekSieng
un starp populacijam ir nepiecieS8ama populaciju dinamikas prognozé$anai, sugas in
Situ un ex situ aizsardzibas plana izstradei un sugas saglabasanai. Molekularas
genétikas prieksrocibas ir nedestruktivas metodes (augi tiek saglabati to dabiskaja
vid€), informaciju iesp&ams ieglt salidzino$i atri un analiz€ tieSi iedzimtibas
materialu (genotipu), nevis genotipa izpausmes atkariba no vides faktoriem
(fenotipu).

k-

2. attels. Jiirmalas zilpodzes izplatibas areals. (Karte nemta no Clausing et al. 2000)
Figure 2. Distribution range of Sea Holly. (Map from Clausing et al. 2000)

Populaciju genétiskas daudzveidibas samazinasanas ir galvenais sugu
izmirSanas c€lonis, jo genétiska daudzveidiba ir pamata sugas sp&jam pielagoties
mainigajiem argjas vides apstakliem. Katra individa spgju pielagoties apkart&jai
videi nosaka ta genotips (individa genoma kod&to 1pasibu kopums). Sugu un
populaciju pielagosanas sp&u kopuma nosaka genétiska daudzveidiba to
veidojo3ajos individos. VienkarSoti izsakoties, jo lielaka individu daudzveidiba, jo
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lielaka iesp&ja sugai kopuma izdzivot. Tradicionali populaciju daudzveidiba pétita,
izmantojot morfologiskos un biokimiskos parametrus, tacu iegito raditaju
daudzums parasti ir nepietiekams objektivai daudzveidibas novértésanai, ka ari $ie
raditaji var but atkarigi no apkart§jas vides apstakliem (Maxted et al. 2007,
Schlétterer 2004). Pedgjos gados aizvien plasak populaciju struktiiras un genétiskas
daudzveidibas pétijumos tiek pielietotas molekularo markieru tehnologijas.
Molekularais markieris ir specifisks DNS rajons, kas var tikt identificéts no visa
kopgja genoma. Par markieri var kalpot jebkura variacija (polimorfisms) genoma.
Gengétisko markieru galvena priekSrociba ir bezgaligais raditaju skaits, ko tie
potenciali var atklat (Karp et al. 1996).

Molekularos markierus pasSreiz sekmigi pielieto lauksaimniecibas augu
p&tijumos, kuru genomi ir saméra labi izpétiti. Gen&tiskos p&tijumus parsvara veic
ar lauksaimniecibas augiem to ekonomiskas nozimes del, vai arl ar atseviSkiem
modelorganismiem (Stein 2007, Varshney et al. 2007). Pie vislabak izpétitajiem
augiem japieskaita tala sikplikstin$ Arabidopsis thaliana L. Heynh, risi Oryza
sativa L., kvieSi Triticum aestivum L. un miezi Hordeum vulgare L. Lai gan ne
visu lauksaimniecibas augu genomi ir nosekvenéti, ir pieejamas tiikstoSiem génu
sekvences un daudz dazadu molekularo markieru, kas lauj pétit genétisko
daudzveidibu gan lauksaimniecibas augu Skirngs, gan to savvalas radiniekos
(Varshney et al. 2005). Sakot jau no pagajusa gadsimta 80-tajiem gadiem,
molekularo markieru tehnologijas ir strauji attistijusas un augu genétika veiksmigi
ir pielietotas restrikcijas fragmentu garuma polimorfisma (RFLP) (Botstein et al.
1980), mikrosatelitu (MS) (Litt and Luty 1989), amplificéto fragmentu garuma
polimorfisma (AFLP) (Vos et al. 1995) un punktveida mutaciju (SNP)
genotip&sanas metodes (Bornet & Branchard 2001, Rafalski 2002). So molekularo
markieru pielietojums atkarigs no informacijas pieejamibas par konkr&to augu un ta
genomu. Piem@ram, mikrosatelitu analizei nepiecieSama informacija par DNS
sekvencem, kas atrodas ap MS lokusu un dod iesp&ju to selektivi amplificet
izmantojot polimerazes kédes reakciju (PCR). Savvalas augi nav tik plasi pétiti ka
kulttiraugi un vairuma gadijumu sekvences informacija par savvalas augu genomu
nav pieejama, tade] izmantojamo markieru skaits ir ierobezots. Tadg] biezi vien ir
nepiecieSams izveléties kadu no ,universalam” markieru sistemam, kuru
pielietoSanai nav nepiecieSama iepriekséja informacija par pétamas sugas genomu
(Weising et al. 2005).

Atskiriba no dzivniekiem, augu $tinas satur ne tikai kodola un mitohondriju
genomu, bet arT hloroplastu genomu. Ziedaugos to Iidzigi ka mitohondriju genomu
nodod pa mates liniju un to plasi pielieto filogenétiskajos un populaciju genétiskas
daudzveidibas pétijumos. Lai gan hloroplastu genoms ir saméra nemainigs, cpDNS
nekodgjosSie rajoni, piemeram, introni un starpgénu rajoni, evolucioné daudz
straujak neka kodgjosie rajoni gan punktveida mutaciju skaita zina, gan inserciju un
deleciju uzkrasanas zina. Tadeél nekodgjosie rajoni ir daudz variablaki par
kodgjosiem rajoniem (Zhang and Hewitt 2003). ST iemesla dé] tos plasi izmanto
filogenégtiskajos un daudzveidibas pétijumos lai atklatu genétiskas atSkiribas starp
tuviem taksoniem vai atseviskam populacijam sugas iekSieng.
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Saja darba més pétijam genétisko daudzveidibu jirmalas zilpodzes Latvijas
populacija un salidzinajam to ar citam Eiropas jurmalas zilpodzes populacijam.
Petljuma rezultati palidzeés novertét Latvijas populacijas statusu un izstradat
efektivakus sugas aizsardzibas pasakumus.

MATERIALI UN METODES
Paraugu ievaksana

Jarmalas zilpodzes Eryngium maritimum L. Latvijas populacijas genétiskas
daudzveidibas pé&tijumus uzsaka 2006. gada rudeni. 2006. gada oktobri apsekoja
zilpodzes populacijas Liepajas rajona Ziemupé un Ventspils rajona Uzava, nosakot
individualo augu geografiskas koordinates un ievacot lapu paraugus DNS analizém
no 53 individualiem augiem. 2007. gada vasaras sezona veica vairakas ekspedicijas
jurmalas zilpodzes paraugu ievakSanai no Igaunijas, Lietuvas, Polijas un
Lielbritanijas populacijam, lai novértétu Latvijas populaciju daudzveidibu Eiropas
populaciju konteksta, ka ari, lai noteiktu populaciju genétisko diferenciaciju un
varbiitgjo génu pliismu starp populacijam. Ekspedicijas ievaca sekojosus paraugus:

1. lgaunija (Kihnu sala) — 10 individi;

2. Lietuva (Kursu kapa) - 10 individi;

3. Polija (Krynica Morska, Piaski, Dabki, Lazy, Swinousczje) — 31 individs;
4. Lielbritanija (Prestatyn, Newborough, Formby) — 27 individi.

DNS ekstrakcija

DNS ekstrakciju veica, izmantojot genomiskas DNS izdalisanas komplektu
(genomic DNA purification kit, Fermentas, Vilna, Lietuva) sekojot razotaja
protokolam. Izdalito DNS elektroforétiski vizualiz&ja 1% agarozes gela UV gaisma
(BioSpectrum®AC  Imaging  System, Ultra-Violet Products, Kembridza,
Lielbritanija).

ISSR analize

Informacijas trikums par jirmalas zilpodzes genomu noteica izvéeletas
markieru sistémas — hloroplastu genoma mainigo rajonu sekvences analizi un
kodola genoma analizi ar standarta ISSR praimeriem (Weising et al. 2005).
Izmantotie genoma rajoni ir ar augstu mainibas pakapi, tade] ir Ipasi piemeroti
genétiskas daudzveidibas pétljumiem sugas ickSiené.

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) analizei izmantoja ¢etrus praimerus
(ISSR_848, ISSR 860, ISSR 885 un ISSR OC), kuri jau sekmigi pielietoti
jurmalas zilpodzes genoma analizei (Clausing et al. 2000). Polimerazes k&des
reakcijas (PCR) apstakli tika optimiz&ti izmantotajiem paraugiem un PCR veica
sekojosos apstaklos: sakotngja denaturacija - 95 °C 5 min, DNS denaturacija - 95
°C 30 s, praimeru hibridizacija - 52 °C 30 s, DNS sintéze 72 °C 1 min 30 s, beigu
pagarinasana 72 °C 10 min, solus 2 - 4 atkartoja 50 reizes. Rezultatu
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atkartojamibas parbaudei DNS amplifikaciju ar katru praimeri atkartoja divas
reizes. Amplifikacijas rezultatus vizualiz€ja UV gaisma 2% agarozes ggla, kas
krasots ar etidija bromidu. Veica g€la attéla analizi saskaitot amplificétas zonas
dazadiem paraugiem.

Hloroplastu DNS sekvences analize

Balstoties uz literatliras datiem par hloroplastu genoma rajoniem, kas
sekmigi pielietoti genétiskas daudzveidibas analizei sugu un populaciju liment
(Shaw et al., 2005; Downie et al., 2000), jurmalas zilpodzes genétiskajai analizei
izvelgjas Cetrus hloroplastu genoma nekod&joSos rajonus — rpl16 géna introns, génu
trnD-trnT starpgénu rajons, génu rpoB-trnC starpgénu rajons un géna trnG introns
kopa ar genu trnS-trnG starpgénu rajonu. Analiz€to rajonu atrasanas vieta
hloroplastu genoma attélota 3. attéla. Veica PCR reakciju un PCR produktus
vizualiz&ja UV staru gaisma 1% agarozes g€la, kas krasots ar etidija bromidu. PCR
produktus attirija, izmantojot DNS attirisanas komplektu (DNA Extraction Kit,
Fermentas, Lietuva) sekojot raZotaja protokolam. Attiritos PCR produktus
izmantoja sekven&$anas reakcija, kuru veica izmantojot Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, ASV).

3. attéls. Analizéto nekod€joSo rajonu atrasanas vieta hloroplastu genoma.
(Attels péc Ruhlman et al. 2006, izmainits)
Figure 3. Distribution of analyzed noncoding regions in chloroplast genome.
(Picture after Ruhlman et al. 2006, changed)
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Datu analrze

Ar ISSR markieru sistemu iegiitos datus apstradaja datorprogrammas
VisionWorks (Ultra Violet Products, Kembridza, Lielbritanija) un Microsoft Excel
(Microsoft, Redmonda, ASV). Konstrugja datu matricu, kura ar 1 apzimé&ja zonas
esamibu konkrétam individam, bet ar 0 zonas iztrikumu. Individi, kuriem DNS
fragmenti ar attiecigo praimeri netika amplificéti vai arl, kuriem fragmenti
amplificgjas tikai viena no divam atkartoSanas reiz€m, no analizes tika izslgti.
Starp individiem aprékinaja genétiskas distances izmantojot Eiklida koeficientu un
konstrugja dendrogrammu izmantojot Neighbour-Joining metodi programma
NTSYSpc 2.2 (Rohlf 1990).

DNS sekvences, kuras ieguva analizgjot hloroplasta nekod&joSos rajonus,
apstradaja izmantojot Staden programmu paketes 1.6.0 (Staden 1996)
apakdprogrammas preGap4 un Gap4. No dazadiem individiem iegitas noteikta
hloroplastu genoma rajona sekvences ievadija vienota datu baze. Atskiribas starp
DNS sekvencém no dazadiem individiem parbaudija un redig€ja manuali,
apliikojot hromatogrammas. Iegiito DNS sekvencu identitati parbaudija ar BLAST
homologijas analizi GenBank datubazg.

REZULTATI UN DISKUSIJA

Izmantojot hloroplastu genoma nekod&joSos rajonus — rpll6 géna intronu,
génu trnD-trnT starpgénu rajonu, génu rpoB-trnC starpgénu rajonu un géna trnG
intronu kopa ar g€nu trnS-trnG starpgénu rajonu starp visiem analizEtajiem
individiem gan Latvijas populacija, gan populacijas no Lietuvas, Igaunijas, Polijas
un Lielbritanijas visos analiz&tajos rajonos analizes neuzradija genétisko
polimorfismu klatbutni. Lai gan kopuma visos Cetros hloroplastu genoma rajonos
analizgja vairak neka 4600 bp garas sekvences, neatrada ne nukleotidu nomainas,
ne insercijas vai delécijas. Hloroplastu nekod€joso rajonu analize liecina par to, ka
Latvijas populacija ir genétiski vienveidiga, ka ari to, ka nepastav genctiska
diferenciacija starp abam Latvijas jurmalas zilpodzes atradném UZava un Ziemupg.
Interesanti, ka arT jurmalas zilpodzes arzemju populaciju un individu starpa
nenoveéroja atSkiribas sekvences, lai gan paraugi bija ievakti no geografiski attaliem
regioniem. Lai gan hloroplastu genoma sekvences biezi pielieto genétiskas
daudzveidibas analizei starp vienas sugas populacijam (Shaw et al. 2005), jasecina,
ka izvel&tie rajoni acimredzot nav pieméroti jurmalas zilpodzes populaciju analizei.
Tadgjadi nepiecieSama jutigaka markieru sistéma, lai atklatu genétisko
diferenciaciju starp jiirmalas zilpodzes populacijam.

No cCetriem izmantotajiem ISSR praimeriem Latvijas populacija tikai viens
praimeris — ISSR_OC starp 53 analizétajiem individiem uzradija polimorfismu
atseviSku individu starpa. Pargjo tris izmantoto praimeru (ISSR_848, ISSR_860 un
ISSR_885) amplificétas zonas vai nu nebija polimorfas vai arT nebija iesp&jama
parliecino$a un ticama zonu nolasiSana no géla. Datu kopu analiz&jot ar Neighbour-
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Joining metodi, kas balstita uz Eiklida gen&tiskajam distancém, konstrugja
dendrogrammu (skat. 4. att€lu), kur 82% no visiem analiz&tajiem individiem veido
divas galvenas grupas. Lielakaja atzarojuma ir grupéti individi no abam Latvijas
atradném — gan no Ziemupes, gan no Uzavas. Otraja atzarojuma ir grup&jusies
individi tikai no Ziemupes atradnes (tac¢u ne visi Ziemupes atradnes individi). Abos
galvenajos zaros visi individi ir savstarpgji genétiski identiski. Pargjie
dendrogrammas atzari neizrada noteiktu tendenci. Uz ISSR rezultatiem balstita
Neighbour-Joining analize atklaja, ka Latvijas jirmalas zilpodzes populacija ir
genétiski homogena un genétiska diferenciacija abu atradnu starpa ir nieciga. Lai
gan neliela gendtiska diferenciacija abu Latvijas atradnu starpa pastav, abas
Latvijas atradnes parsvara ietver genétiski identiskus individus.
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4. attels. Latvijas populacijas Neighbour-Joining dendrogrmma, kas balstita
uz ISSR markieru amplificeétajiem DNS fragmentiem.

Figure 4. Neighbour-Joining dendrogram of population from Latvia based on
amplified DNA fragments with ISSR markers.

Ar ISSR markierim analiz&jot par&jas jurmalas zilpodzes Eiropas populacijas
no Cetriem izmantotajiem ISSR praimeriem visas populacijas polimorfi bija tris
praimeri (ISSR_848, ISSR_860 un ISSR_885), tomér parliecinoSa géla nolasiana
bija iesp&jama tikai vienam - ISSR_848 praimerim. Uz §1 praimera datiem balstita
turpmaka datu analize un Neighbour-Joining dendrogramma. Iegtta
dendrogramma parada Latvijas juirmalas zilpodzes populacijas stavokli citu Eiropas
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zilpodzes populaciju konteksta. No iegiitas dendrogrammas redzams, ka Latvijas
populacijai vistuvakas ir Igaunijas un Lielbritanijas populacijas, kuras Ilidzigi
Latvijas populacijai ir genétiski homogénas (skat. 5. attélu). Interesanti, ka
Igaunijas un Lielbritanijas populacijas veido vienu individu grupu, noradot uz to,
ka Igaunijas un Lielbritanijas populacijas ir genétiski vienadas. Pret&ji homogénajai
Igaunijas zilpodzes populacijai Lietuvas populacija ietver gendtiski atSkirigus
individus un ir genétiski daudzveidigaka no analizétajam populacijam. Polijas
zilpodzes populacijas ir Iidzigas Lietuvas populacijai, bet ietver gan genétiski
daudzveidigus, gan arT identiskus individus. ISSR markieru pielietojums parada, ka
genétiskas atskiribas jirmalas zilpodzes populaciju starpa pastav. Tomér, iegitie
rezultati javerte kritiski, jo nepiecieSams lielaks skaits polimorfu ISSR markieru,
lai objektivi varétu novertét daudzveidibu populaciju starpa.
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5. attéls. Visu analizéto jirmalas zilpodzes populaciju Neighbour-Joining
dendrogramma, kas balstita uz ISSR markieru amplificétajiem DNS
fragmentiem. LV — Latvijas, LT — Lietuvas, EST - Igaunijas, PL — Polijas, UK
— Lielbritanijas populacijas.
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Figure 4. Neighbour-Joining dendrogram of all populations analyzed based on
amplified DNA fragments with ISSR markers. Populations from: LV — Latvia, LT
— Lithuania, EST - Estonia, PL — Poland, UK — United Kingdom.

Abu Latvijas atradnu genétisko vienveidibu un zemo diferenciacijas Iimeni
varétu skaidrot ar krasu jurmalas zilpodzes individu skaita samazinas$anos. P&c
Latvijas PSR floras datiem senak jurmalas zilpodzes izplatibas apgabals Latvijas
teritorija ir bijis plasaks un sugas atradnes bijuSas arT Papes ezera teritorija, Sarnaté
(Galenieks u.c. 1957) un Pavilostas apkartné (Andrusaitis u.c. 1985). Tacu pédgjos
gados nav zinu par sugas atradném S$ajas teritorijas, tade] varétu spriest, ka §is
atradnes ir iznikuSas, bet to iznikSanas iemesli nav zinami. Literatira pieejamas
zinas, ka suga atsevisku individu veida ir bijusi sastopama visa posma gar Latvijas
rictumu piekrasti no Papes 1idz Ventspilij (Baronina un Lodzina 1992), bet paslaik
zinu par atradném Saja posma nav. Tomér lai to dros$i vartu apgalvot, biitu
nepiecieSama detaliz&ta §1s teritorijas izp&te. Zinams, ka strauja populacijas izméra
samazinasanas izraisa retu allélu pazu$anu no populacijas, kas noved pie genétiskas
daudzveidibas samazinasanas (Tomimatsu and Ohara 2003).

Saja pétijuma iegiitie rezultati apstiprina iepriek§Gjo pétijumu, kura
ribosomalas DNS (rDNS) variablo rajonu sekvences analize un mikrosatelitu
rajonu analize, izmantojot praimerus no radniecigas sugas Eryngium alpinum,
uzradija zemu genétiskas daudzveidibas Iimeni jurmalas zilpodzes Latvijas
atradn€s (Ievina 2007). Turpinot pé&tfjumu par jurmalas zilpodzes populaciju
daudzveidibu un genétisko strukttiru planots ievakt paraugus vél no citam Eiropas
jurmalas zilpodzes populacijam wun izstradat jaunu markiersistemu —
retrotranspozonu  SSAP  (Sequence-specific amplification  polymorphisms)
markierus (Syed and Flavell 2006).

SECINAJUMI

1. Cetru hloroplastu genoma rajonu sekvences analize neatkldja gengtiskas
atSkiribas ne Latvijas populacija, ne starp Latvijas, Igaunijas, Lietuvas,
Polijas vai Lielbritanijas populacijam.

2. Izmantota kodola ISSR markieru sistéma noradija, ka abas Latvijas
jurmalas zilpodzes atradnes ir genétiski homogénas, ka arf to, ka genétiska
diferenciacija starp atradném ir nieciga.

3. ISSR analize arzemju populacijas noradija, ka pastav genétiska
diferenciacija gan starp atseviSkam Eiropas populacijam, gan ari $o
populaciju ieksieng.

4. NepiecieSams attistlt jaunas markieru sist€émas, kas spétu atklat genétisko
daudzveidibu jirmalas zilpodzes populacijas.
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zilpodzes (Eryngium maritimum) Latvijas populacijas fiziologiska stavokla un
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Protected plant Sea Holly Eryngium maritimum L. is found at two places in Latvia —
Ziemupe and UZava. Estimation of genetic diversity in 53 individuals from Latvian
population with nuclear and chloroplast molecular markers has been done as well as
comparison with other Sea Holly populations in Europe. Low genetic diversity has been
observed in Latvian population and low genetic differentiation between both
subpopulations. Latvian population is genetically similar to Estonian Sea Holly population
but varied from Lithuanian population which is genetically highly differenced.






