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Anotacija

Vytauto Didziojo universiteto Kauno botanikos sode (VDU KBS) yra sukaupta dekoratyviy,
vasara zydin¢iy géliy meilenio (Hippeastrum) séjinuky kolekcija. Sios kolekcijos hibridai buvo
sukurti naudojant tarpveislinj apdulkinimo btda, kryZzminant veisles ziedadulkiy miSiniu.
Morfologinei ir genetinei analizei atlikti buvo pasirinkta 20 skirtingy Hippeastrum x hybridum
varietety, 4 olandiski ir 16 lietuvisky. Morfologiniai pozymiai buvo apraSomi naudojant
dekoratyviniy augaly metodika. Gauti duomenys patvirtino, jog tirty séjinuky daigai ir Ziedai yra
kokybiski ir yra atsparesni grybinéms ligoms. Taip pat atlikus morfologing analiz¢ buvo aptiktas
platus ziedo spalvos, formos ir dydzio svyravimas s¢jinukuose. Atlikus APPD analize su 7
zymenimis buvo pagausinti 99 skirtingi fragmentai i§ kuriy 70 (apie 71%) buvo polimorfiniai.
Fragmenty dydis svyravo nuo 250 iki 2000 bp. Unikaliy fragmenty skai¢ius tirtuose sé¢jinukuo
svyravo nuo 1 iki 6. Olandiski ir lietuviski séjinukai tarpusavyje genetiskai skyrési 5%. Didesniu
polimorfiskumas pasizymejo lietuviski s¢jinukai nei olandiski.

Meilenio hibridy (Hippeastrum x hybridum) vertinimas genetiniu ir morfologiniu aspektu
Lietuvoje atliktas pirma karta.

Reik$miniai zodziai: Hippeastrum spp, veislés, séjunukai, varietetai, APPD analizé.

Ivadas

Meilenis (Hippeastrum), amariliniy (Amaryllidaceae) Seimos daugiametis svogiininis
augalas. Gentyje yra 75 rusys, kilusios i§ Piety ir Centrinés Amerikos atograzy sri¢iy, Bolivija,
Peru. Rasiniai augalai auginami tik kolekcijose. Hippeastrum veislés ir hibridai skirstomi j 9
grupes. DaZniausia auginami 5 grupés veislés, kurios gautos i§ Hippeastrum leopoldii Dombr. ir
Hippeastrum pardinum Lem. ir vadinami Leopoldo—hibridai. Sios grupés augalams biuidingas
stambiis, dekoratyvios varpiskos formos, jvairiy spalvy ziedai (Phuong et al., 2014). Patalpose ir
Siltnamiuose auginamas hibridinis meilenis (Hippeastrum x hortorum), turintis daugybe veisliy
baltais, rausvais, raudonais ziedais, yra pilnaviduriy. Dideli svogiinai iSaugina po 1-3 Ziedynkocius
su 4-6 ir daugiau ziedy. DaZniausiai Zydi sausio-balandZio ménesiais, bet reguliuojant Zydéjimo
laika Ziedy galima praZydinti bet kuriuo metu.

Lietuvoje dazniausia auginamos uzsienyje sukurtos veislés. Duomeny apie Lietuvoje
auginamus Siuos augalus negausu. Buvo bandymy iSvesti naujas veisles, bet apie tai neskelbiama
informacija. Su Hippeastrum selekcija dirbo selekcininkas-mégéjas J. Liutkevicius. Jo sukurty
keleto jdomiy séjinuky likimas nezinomas. VDU Kauno botanikos sode Hippeastrum x hybridum
s¢jinukai buvo uZzauginti atliekant tarpveislinj apdulkinima, naudojant uzsienietiSkas veisles.
Séjinukai pasizymi gera ziedy ir Ziedyny kokybe yra atsparesni grybinéms ligoms.

Genetiniu aspektu vis dar néra aiskios informacijos apie faktorius, kurie nulemty evoliucija
genties lygyje. Sodininkystés srityje dirbantiems veiséjams labai svarbus yra varietety
identifikavimas ir jy tarpusavio rySys. Hibridams identifikuoti yra daugybé klasikiniy metody.
Lyginant klasikinius metodus su molekuliniais Zymenis, jie suteikia daugiau galimybiy
identifikuojant naujas veisles. Atsitiktinai pagausintos polimorfinés DNR (APPD) zZymenys jprastai
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naudojami rutininiuose veisliy vertinimo ir identifikavimo darbuose, bei vertinant hibridiniy sékly
grynumg. (Paran et al., 1998; Ballester, Vicente 1998; Won et al., 1998; Zhou et al., 1999).

APPD taip pat buvo naudojami analizuojant daugelj kity zZydinCiy svogiininiy géliy. 1996 m.
K. Hamada ir M. Hagimor tyrimo metu panaudojo 60 APPD zymeny vertinant 12 lelijy geneting
jvairove. 2007 m. D. Chakrabarty ir kiti, naudodami RAPD Zymenis, tyré rySius tarp Hippeastrum
variatety. Pastaruoju metu daugelis autoriy teigia jog derinant APPD analiz¢ su morfologiniais
steb¢jimais gali buti labai naudinga tiriant geneting jvairove (Perleb et al., 2000; Pham et al., 2006;
Chakrabarty et al., 2007).

Sio darbo tikslas — jvertinti lietuvisky Hippeastrum séjinuky genetine jvairove ir palyginti su
fenotipo kintamumu.

Metodika

Tyrimy objektu buvo pasirinkta VDU Kauno botanikos sode atrinkti Hippeastrum x hybridum
selekciniai numeriai ir 4 olandiSkos Hippeastrum x hybridum veislés: "Apple Blossom’, Picote’,
"Fantastica’, "Fairyland’, kuriy labai skyrési ziedy spalva (1 lentel¢).

1 lentelé. Hippeasthrum x hybridum olandisky veisliy morfologiné charakteristika.
Table 1. Morphological characterization of Dutch cultivars of Hippeasthrum x hybridum.

Ziedo Ziedo Vainiklapio Zio¢iy Kuokeliy | Ziedyn- Ziedy kiekis
Veisleé forma skersmuo spalva spalva spalva kocio ilgis | ziedyne
Cultivar Flower Flower Petal color Throat Stamen Stalk Flower
form diameter, cm color color length, cm | number of
truss, vnt.
"Apple Varpiska 20 Roziné i centra Gelsva Balta 50-55 4-6
Blossom’ Svieséjanti
"Fantastica’” | Varpiska 18 Lasisiné su Zalsva Balta 60-65 3-4
tamsesniais
dryziais
"Fairyland” | Varpiska 18 Raudona Roziska Ryskiai 50-60 4-6
ruda raudona
"Picote’ Varpiska 20 Balta su Zalsva Balta 60-65 34
roziniu krastu

Hippeastrum x hybridum s¢jinukai buvo uzauginti atliekant tarpveislinj apdulkinima,
naudojant olandiskas veisles. Subrendusios s¢klos buvo sudaigintos pagal dekoratyviniy augaly
sekly daiginimo metodikg (Vaidelys, 2005). 500 s¢jinuky buvo auginami vazonuose, kimininés
durpés (pH 5,5-6,5) bei kompostinés Zemés substrate. Vasaros metu augalai augo lauke,
meteorologinés salygos tyrimy metais augalams augti buvo tipiSkos, vidutiniSkai palankios.
Ivertinus 2006-2013 m. vykdyty tyrimy rezultatus, tolimesniems tyrimams buvo atrinkta 16
s¢jinuky, kurie suzymeti pagal Ziedo spalvas: raudona (R), tamsiai raudona (TR), Sviesiai raudona
(SVR), ryskiai raudona (RR), labai ryskiai raudona (LRR) ir s¢jinukas (F). Augaly morfologinés
savybés pateiktos 2 lentel¢je. Augaly morfologiniai poZymiai apraSyti pagal dekoratyviniy augaly
vertinimo metodika (Vaidelys, 2005). Vertinta augaly Ziedo kiekis Ziedyne (vnt.), forma ir dydis
(cm), vainiklapiy spalva, zioCiy spalva, ziedynkocio ilgis (cm). Buvo jvertinti Sie bendrieji ir
specifiniai Zoliniai dekoratyviniy augaly vertés kriterijai 5 baly sistema.

DNR i$skyrimas i§ séjinuky. DNR buvo skiriama 1§ 4 veisliy ir 16 s¢jinuky (1, 2 lentelé).
Pirminis lgsteliy ardymas buvo atliekamas naudojant skysta azota. Tolimesnis DNR skyrimas buvo
atlickamas naudojant ,,Zymo Research* (JAV) i$skyrimo rinkinj laikantis gamintojo nurodymy.

DNR analizé APPD metodu. Sesiolikai s¢jinuky tirti buvo pasirinkti 7 APPD pradmenys (P4,
P8, P9, P11, P14, 916, OPA-4 (Metabion, Vokietija)). Pradmny rinkinys buvo sudarytas remiantis
D. Chakrabarty ir kt., (2007) ir Phuong ir kt. (2014) tyrimais. PGR reakcija vykdyta 25 ul bendro
turio. PGR reakcijos miSinyje buvo: 12.5 pl 2x PCR Master Mix (0.05 U/ul Tag DNA polimeraze; 4
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mm MgCl,; 0.4mM kiekvieno dNTP) (Thermo scientific, Lietuva), 2 ul pradmens (koncentracija 10
pmol/ul) (Metabionas, Vokietija), 6.5 ul du kart distiliuoto vandens ir 4 pl (25 ng/ ul) DNR. DNR
pagausinimas buvo amplifikatoriuje (Master cycler®, Eppendorf, Vokietija) pagal Sias salygas:
pirmin¢ denattiracija 4 min 94 °C, 45 ciklai DNR denaturacija 15 s 94 °C, Matricinés DNR
pradmeny hibridizacija 45 s 36°C, DNR fragment sintezé 30 s 72 °C paskutiné DNR sintezés fazé 4
min 72 °C. Amplifikuoti fragmentai buvo frakcionuojami elektroforezés biidu 1,5% agarozés gelyje
naudojant 0,5 X TBE buferi. Fragmenty dydziui nustatyti buvo naudojamas molekulinis Zymuo
Gene Rulers™ DNA Ladder Plus (Thermo scientific, Lithuania). Fragmentai buvo vozualizuojami
naudojant etidzio bromide po UV Sviesa. Geliai buvo fotografuojami ir dokumentuojami naudojant
Hero lab transiliuminator ir Win32 sistemas (Hero lab, Vokietija).

Statistiné genetiniy duomeny analiz¢ buvo atlikta MS Exel, Genalex 6.4 (Peakal, Smouse,
2006) programomis.

Rezultatai

Séjinuky steb¢jimai. Lyginant augaly veisles pagal morfologinius ir dekoratyvinius poZymius
yra svarbiausi veislés vertinimo kriterijai. Tod¢l atrinkti s¢jinukai buvo lyginami su olandiskomis
veislémis. Nustatyta, kad selekciniai numeriai visais tyrimo metais buvo labai dekoratyvis ir i§laiké
stabilius veislés pozymius.

Selekciniai numeriai FR/3, FTR/6, ESvR/7, FRR/8, FRSv/10, FRR/12 ir FRR/13 1Ssiskyre
graziais ziedais, taip pat buvo pastebétos didelés variacijos ziedy dydzio visuose augaluose, 2
s¢jinukai buvo mazais ziedais (FRR/11 ir FR/52), 2 buvo siaurais vainiklapiais (FR/5, FRR/11) ir 4
pladiais vainiklapiais (FR/3, FSvR/7, FRR/12 ir FRR/13). Séjinuky Ziedy spalva varijavo nuo
raudony ziedy (FR/3, FR/5, FR/31), ryskiai raudony (FRR/8, FRR/11, FRR/12, FRR/13, FRR/14,
FRR/35), §viesiai raudony (FSvR/4, FSvR/7) iki labai ryskiai raudony (FLRR/9) ir tamsiai raudony
(FTR/6 ir FTR/15). Pastebéti skirtumai ZioGiy spalvos FRR/14 — tamsiai raudona ir FSVR/7 -
baltomis juostomis, FLRR/9 - baltais dryziais ar FRSv/10 — baltomis démémis. Ziedynkodiai
zemesni nei olandisky veisliy (30-55 cm).

2 lentelé. Kolekcijos Hippeasthrum x hybridum augaly charakteristika Kauno botanikos sodo oranZerijoje.
Table 2. Hippeasthrum x hybridum plants collection characterization in greenhouse of Kaunas Botanical Garden

Selekciniai Ziedo Vainiklapiy spalva Zio¢iy Ziedynko- | Ziedy
numeriai Ziedo forma | skersmuo Petal color spalva ¢io ilgis kiekis, Balai
Breeding Flower form | Flower Throat Stalk vnt. Grad
numbers diameter color length, cm | Flower | es
cm number
FR/3 varpiska | el Raudoma, 1 povdona | 45-50 45 | s
pilnaviduré vainiklapiai platiis
FSvR/4 Varpiska Vidutinis Sviesiai raudona Raudona 45-50 34 4
FR/5 Varpiska Vidutinis _ Raudona, Raudona 50-55 3-4 4
vainiklapiai siauri
FTR/6 Varpiska Dideli Tamsiai raudona Raudonai 50-55 4-5 4
ruda
FSVR/7 Varpiska Dideli Sviesiai raudona, Baltomis 45-50 4-5 5
vainiklapiai platts juostomis
FRR/8 Varpiska Dideli Ryskiai raudona su Ryskiai 45-50 4-5 5
baltu krastu raudona
FLRR/9 Varpiska Vidutinis | Labai ryskiai Baltais 50-55 3-4 4
raudona dryziais
FRSv/10 Varpiska Vidutinis | Raudonas krastas, Baltomis 50-55 3-4 4
Svieséjantis démémis
FRR/11 Varpiska Mazi Ryskiai raudona, Ryskiai 3040 2-3 3
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vainiklapiai siauri raudona
FRR/12 Varpiska Dideli Ryskiai raudona, Ryskiai 45-50 4-5
vainiklapiai platis raudona
FRR/13 Varpiska Dideli Ryskiai raudona, Balta 45-50 4-5
vainiklapiai platis
Varpiska Vidutinis | Ryskiai raudona Tamsiai 50-55 3-4
FRR/14 raudona
Varpiska Vidutinis | Tamsiai raudona Raudona 50-55 3-4
FTR/15
FR/31 Varpiska Vidutinis | Raudona Raudona 40-45 3-4
FRR/35 Varpiska Vidutinis | Ryskiai raudona Tamsiai 50-55 3-4
raudonas
FR/52 Varpiska Mazi Raudona Sviesé¢janti | Raudona 3040 2-3

Misy tyrimy duomenimis geriausiomis savybémis, vienodumu, stabilumu ir iSskirtinumu
pasizymejo 5 s¢jinukai (FR/3, FSvR/7, FRR/8, FRR/12, FRR/13), kurie buvo jvertinti 5 balais.

Lentelé 3. AAPD fragmenty dydis, skaiius ir unikaliy fragmenty skaicius skirtinguose meilenio sé¢jinukuose
Table3. RAPD fragments size, number of unique bands, total number of fragments detected in different
Hippeasthrum cultivars.

Pradmuo | Fragmento dydis | Bendras fragmenty skai¢ius Bendras unikaliy fragmenty skaicius

Germ Fragment size Total number of fragments The total number of unique fragments
P8 350-1800 21 3
P4 400-1250 19 3
P9 475-1050 8 1
P11 250-1500 11 2
P14 430-2000 12 3
P16 310-1800 16 4
OPA-4 270-1370 11 5

Atliekant geneting 4 veisliy ir 16 s¢jinuky analize buvo naudojami 7 APPD Zymenys.
Naudojant juos buvo aptikta 99 fragmentai, kuriy dydis svyravo nuo 250 iki 2000 bp.(3 lentele).
Daugiausiai fragmenty buvo aptikta su P8 Zymeniu, o unikaliy fragmenty buvo aptikta su OPA-5
pradmeniu (3 lentel¢). OlandiSkuose veislése buvo aptikti SeSi, o lietuviSkuose 15 unikaliy
fragmenty. Daugiausiai unikaliy fragmenty buvo aptikta lietuviskame s¢jinuke FR/3 (6 unikalts
fragmentai). Molekuliné jvairove tarp tirty Hippeastrum grupiy buvo 5%. Didesniu polimorfiniy
fragmenty skai¢iumi taip pat pasizyméjo lietuviski sé¢jinukai (89,90%) nei olandiski (51,52%)).
Lyginant polimorfiskuma tiriant Hippeastrum jis buvo skirtingas. Natiraliy augavieciy
Hippeastrum varietetuose (Phuong ir kt 2014) polimorfiskumas buvo 72%, tuo tarpu kolekcijos
varietetuose polimorfizmas buvo 81% (Charbarty ir k t., 2007). Sio tyrimo metu analizuoty hibridy
polimorfiSkumas buvo 71%. Natiiraliy agavieiy polimorfiSkumas gali biiti maZesnis uz
kolekcinius, nes kolekcijose siekiama palaikyti didesng jvairove. Aptiktas maZzesnj polimorfiSkumas
analizuojamuose Hippeastrum hibriduose gali buti dél tirty hibridy genetinés struktiiros.
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FR/3
F&VR/4 ¢ ‘Agple Blossom
"Picote’ ¢ ‘Fantastica’
FTR/15 FRR/13

© FRR/12  FRR/1 T .
] . Falmsg% # Olandiski
S FRR/11 J séjinukai

FR/52 FRR/8
/ FRIS rrEu/10. Lietuviski
v/ q¢SvR/7 .
FRR/35 séjinukai
FTR/6 FR/31

21,59%
1 pav. Principiniy koordina¢iy analizés rezultatai tirtiems lietuviskiems ir olandiskiems Hippeastrum s¢jinukams.
Fig. 1. PCA analysis of Dutch and Lithuanian varietatis of Hippeastrum

Apibendrinimas

Atlikus genetine analiz¢ APPD metodu pagal principiniy koordinac¢iy duomenis matome, jog
labiausiai atsiskyré¢ 2 olandiSkos veislés 'Fantastic” ir "Apple Blossom’, bei lietuviski s¢jinukai
FR/3 ir FTR/15. Olandiska veislé "Fairyland” PCA plokStumoje yra labai arti su lietuvisku sé¢jinuku
FLRR/9 (1 pav.). Genetiskai labaiusiai besiskiriantis s¢jinukas FR/3 (unikaliy fragmenty skaic¢iumi,
atsiskiria ir PCA plotmé¢je) iSsiskiria ir savo morfolognémis charakteristikomis (ziedo forma, dydziu
ir vainiklapiais).
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Summary

Kaunas Botanical Garden of Vytautas Magnus University in Lithuania maintains a beautiful
summer blooming ornamental plants collection of Hippeastrum. Seedlings of Hippeastrum x
hybridum were grown using intervarietal pollination method crossing foreign cultivars. For
morphologic and genetic analyses were used 20 different cultivars (4 dutch and 16 lithuanian) of
Hippeastrum x hybridum. Plant morphological features are described according to the evaluation
methodology of ornamental plants. The morphologic results confirmed that seedlings characterizing
by a good quality of flowers and inflorescences and more resistant to fungal diseases. In the RAPD
analysis result, 7 primers produced a total of 99 distinct bands, of which 70 were polymorphic
(about 71%). The length of band ranged from 250 to 2000 bp. The number of unique fragments
ranged from 1 to 6. Lithuanian and dutch cultivars groups genetically differed in 5%. Bigest
polymorphism was detected in lithuanian cultivars than in dutch. In the present study for the first
time in Lithuania, were evaluated morphologic and genetic characteristics of Hippeastrum x

hybridum

Key words: Hippeastrum spp, species, seedling, APPD analysis.
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