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Paupiuy kai kuriuy Zoliniy augaly riiSiy molekuliniy tyrimy metodinés paieSkos
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Eugenija Kup¢éinskiené

Vytauto Didziojo universitetas

Nemaza dalis j sausuma iSmesty terSaly yra iSplaunami ir nuneSami j ezerus bei upes. Akivaizdu, kad upiy ir jy pakranciy augalija patiria nepalanky
cheminj poveikj, kurj sustiprina fiziné Zmogaus skvarba. Duomenys apie Lietuvos vandens augaly biikle néra gausis. Siuolaikiniuose augaly jvairovés
tyrimuose greta morfologija, fiziologija pagristy vertinimo budy placiai taikomi molekulinés biologijos metodai, naudojant DNR Zzymenis. Pirmas
zingsnis taikant iuos Zymenis, yra kokybiskos DNR i$skyrimas. Zemés iikio auginamy augaly ragiy DNR i$skyrimo metodai yra labai istobulinti ir
nuodugniai aprasyti. Natiiraliai auganéiy augaly risiy populiacijy genetinés jvairovés tyrimai néra gausiis ir juose apraSomi metodai dazniausiai
pateikiami labai apibendrintai, be tikslesniy, iSsamesniy aprasy. Tarp augaly DNR iSskyrimui naudojamy biidy daznai minimi metodai, kuriuose
panaudojamas cetiltrimetilamonio bromidas (CTAB), natrio dodecilsulfatas, jvairas paruosti gamykliniai, nezinomos sudéties rinkiniai. Darbo tikslu
buvo atrinkti tinkamiausius DNR i8skyrimo metodus kai kuriems Lietuvoje augantiems Cucurbitaceae, Lythraceae Seimy bei Poaceae $eimos Aveneae
tribos augalams, paplitusiems Nemuno paupiuose. Pasirinktiems, neretai greta augantiems augalams, atrinkti DNR i§skyrimo baidai buvo labai skirtingi.

DNR isskyrimas,Cucurbitaceae, Lythraceae, Poaceae

Ivadas
Populiaciniai  tyrimai yra vieni i§ pastaraisiais
deSimtmeciais labiausiai plétojamy biologijos mokslo

krypéiy. Daznai populiacijos lyginamos pagal jy individy
DNR polimorfizmo dydj (Sharma et al., 2008; Jones et al.,
2009; Ward, Jasieniuk, 2009). Vertinant geneting jvairove
galima nagrinéti Kkai kurias ekologines problemas. Per
praéjusius kelis deSimtmecius augaly populiacijos buvo
tirilamos pagal atsitiktinai pagausintos polimorfinés DNR
(APPD, angl. Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD
Williams et al.,, 1990), restrikciniy fragmenty ilgio
polimorfizmo (RFIP, angl. Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP Botstein et al. 1980), paprastyjy
kartotiniy seky intarpy (PKSI, angl. inter-simple sequence
repeats, ISSR; Zietkiewicz et al., 1994; Nelson et al., 2014),
mikrosatelity / paprasty Kartotiniy seky (PKS, angl. simple
sequence repeats, SSR, Jakubowski et al., 2011; 2013),
pagausinty  fragmenty ilgio polimorfizmo (PFIP, angl.
Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP; Beismann,
1997; McGregor et al., 2000) zymenis bei pavieniy nukleotidy
polimorfizma (PNP, angl. single nucleotide polymorphism,
SNP; Arif et al., 2010). Dabartiniu metu populiacijy genetiniai
duomenys labai gaus¢ja, taikant chloroplasty, mitochondrijy
ir branduoliy DNR sekoskaitg (Sharma et al., 2008). Jvardinty
DNR Zymeny analizé remiasi polimerazés grandinine reakcija
(PGR, angl. polymerase chain reaction, PCR; Saiki et al.,
1985). Zymeny analizés bitina atlikimo salyga — aukstos
kokybés DNR. Skirtingoms augaly rasims taikomi nevienodi
DNR i$skyrimo biidai. Tai salygoja labai jvairts kokybiniu ir
kiekybiniu pozitiriu augaly pirminiai bei antriniai metabolitai,
kurie gali trikdyti DNR polimerazés grandininés reakcijos
eiga. Esminés junginiy grupés, kurias reikia pasalinti iSskiriant
DNR, yra baltymai, polisacharidai, RNR ir polifenoliniai
junginiai. ldealiausiu metodu laikomas tas, kuris yra ne tik
tikslus, bet ir pigus, paprastas bei greitas.

Atrenkant produktyvesnes zemés iikio augaly rasis,
auginamas platesniais mastais, buvo sukurti ir plagiai aprasyti
toms riisims, jy veisléms taikomi DNR i$skyrimo metodai
(Brazauskas et al., 2004, Rugienius et al., 2015), taCiau
natiiraliai auganciy augaly jie maZziau zinomi (Strefeler et al.,
1996; Xu et al., 2002; Jakubowski et al., 2011; 2013). Vienas
i§ pirmyjy DNR iSskyrimo i§ augaly budy, naudojant

izoliuotus branduolius, buvo ilgas, brangus, mazos DNR
iSeigos ir nuodingas tyréjui (Murry, Thompson, 1980).
Netrukus buvo pasitlytas ir taikomas iki $iol, augaly DNR
iSskyrimo budas (Dellaporta et al., 1983), baltymus ir
polisacharidus pasalininant detergentu — natrio dodecilsulfatu
(SDS; Rogers, Bendich, 1988). Saghai-Maroof ir kt. (1984)
supaprastino Murry ir Thompson metoda, iSskirdami DNR i§
liofilizuoty augaly kitu detergentu — cetiltrimetilamonio
bromidu (CTAB), pasirinktinai i$sodinan¢iu DNR, o
polisacharidams liekant tirpale. Po to, Doyle ir Doyle (1987),
padvigubino naudojamy reagenty koncentracijas, kad galéty
dirbti su vandeninga augaly Zaligja mase, be liofilizatoriaus
panaudojimo. Sis metodas tapo populiariausiu, ypa¢ kai
tiriamos augalinés medziagos yra nedaug. Jobes ir kt. (1995)
fenoliniy  junginiy  pasalinimui  pasiilé  naudoti
polivinilpirolidong (PVP). Pastaruoju metu be minéty Doyle ir
Doyle bei Dellaporta metody DNR iSskyrimui placiai
naudojami jvairtis gamykliniai rinkiniai: ,,Genomic DNA
purification kit* (Thermo Scientific), ,,Dneasy Plant Mini kit
(Qiagen), ,,MasterPure™ Plant Leaf DNA Purification Kit*
(Epicentre), ,,DNA Clean and Concentrator™ 25 kit (Zymo
Research) ir kt. (Demeke, Jenkins, 2010), kuriy tiksli sudétis
néra Zinoma vartotojui.

Molekuliniais Zymenimis buvo tiriami kai kurie Poaceae,
Cucurbitaceae, Lythraceae $eimy augalai, tadiau nepateikiant
iSsamiy duomeny apie jy DNR i$skyrimg (Paris et al., 2003;
Chun et al., 2009; Jakubowski et al., 2011; 2013; Nelson et
al., 2014). Isskirtos DNR kiekis ir kokybé priklauso nuo
augalinés medziagos kiekio, DNR iSskyrimui bei valymui
naudoty reagenty. Todéel Sio darbo tikslu buvo pasirinkti vieng
i§ aprasyty DNR isskyrimo biidy — CTAB arba gamyklinius

rinkinius,  juos pritaikant kai  kurioms  Poaceae,
Cucurbitaceae, Lythraceae Seimy ru8ims, natiraliai
auganc¢ioms permirkusiame dirvoZemyje.
Tyrimy metodika

Kiekvienos ruSies augalai buvo surinkti i§ keliy

populiacijy. DNR i$skyrimui naudoti sveiki — ligy, kenkéjy ar
mechani§kai nepaZeisti lapai. Augaly lapai skysto azoto
pagalba buvo smulkinami iki milteliy pavidalo masés.
Kiekvienam bandymo atvejui imta po 5-10 augaly.
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DNR isskyrimo budas Poaceae, Cucurbitaceae,
Lythraceae Seimos augalams parinktas i§ 3 galimy metody:
CTAB metodo (Doyle, Doyle (1990), universalaus
genominés DNR i$skyrimo rinkinio ,,Genomic DNA
purification kit“ KO0512 (Thermo Scientific, Lietuva),
papildomai DNR priemaisas valant sorbitoliu (Russell et
al., 2010) ar kolonélémis (OneStep™ PCR Inhibitor
Removal Kit, Zymo Research; JAV). DNR gryninant buvo
stebima ir DNR iseiga.

DNR i§skyrimui CTAB metodu, sutrinta augaliné
masé (masé pateikta 1-3 lentelése) suberiama j 2 ml tiirio
mégintuvelius su 800 pl DNR isskyrimo buferio (sudaryto
i§: 0,4 ml 0,5 M EDTA, 1 ml 1 M Tris-HCI, 2,75 ml 5 M
NaCl, 2 ml 10 % CTAB tirpalo, 0,1 g PVP, 0,02 ml 0,2 %
B-merkaptoetanolio, 3,73 ml H,0O, tirpalo pH 8).
Mégintuvéliai buvo purtomi 30 min, laikant 65 °C
termostate. Po inkubacijos j mégintuvélius pilama 800 pl
chloroformo-izoamilo alkoholio (24:1) ir lengvai sumaiSius
centrifuguojama 5 min 10000 aps./min grei¢iu 20 °C
temperatiiroje. Gautas supernatantas atsargiai perkeliamas j
Svarius mégintuvélius. Valymas chloroformo-izoamilo
alkoholiu atliktas pakartotinai. ISmatuojamas | naujus
mégintuvelius perkelto supernatanto tiiris ir pridedama
pusé jo turio 5 M NaCl bei toks pat taris Salto 96 %
etanolio, sumai§oma ir valandg arba per naktj laikoma -20
°C temperatiiroje. Méginiai centrifuguojami 5 min 10000
aps./min grei¢iu 20 °C temperatiiroje, atsargiai nupilamas
supernatantas, ant nuosédy pilama 200 pl $alto 70 %
etanolio ir vél centrifuguojama 5 min 10000 aps./min
grei¢iu 20 °C temperatiiroje. DNR i¥dZiovinama ir
iStirpinama 100 pl Tris-EDTA buferiu. RNR pasalinimui
naudojama 1 ul 10 mg/ml RNazés A (Thermo Scientific,
Lietuva), méginiai inkubuojami 30 min 37 °C termostate.
Gautos DNR koncentracijos ir Svarumo rodikliai
jvertinami UV spinduliy BioSpec-Nano (Shimadzu, JAV)
spektrofotometru. DNR tirpalo optinis tankis nustatytas
esant 260/280 nm, 260/230 nm bangy ilgiams. DNR
koncentracija ir kokybé papildomai jvertinta elektroforezés
bidu istirpinta 0,5<TBE buferyje DNR frakcionuojant 1,5
% agarozés gelyje su etidzio bromidu. DNR gelyje buvo
fotografuota UV $viesoje, naudojant transliuminatoriy.
Isbandytas papildytas CTAB metodas, kuomet prie§ DNR
skyrima naudojamas sorbitolio buferis (sudarytas is: 3,5 ml
1M sorbitolio, 1 ml 1M Tris-HCI, 0,1 ml 0,5 M EDTA, 0,1
g PVP, 0,11 ml > 99 % B-merkaptoetanolio) polisacharidy
iSvalymui. Kadangi CTAB metodas nebuvo tinkamas
visoms tirilamoms rasims, todél buvo isbandytas DNR
gryninimas, naudojant gamyklinj DNR i8skyrimo rinkinj
,»Genomic DNA purification kit“ KO0512 (Thermo
Scientific, Lietuva), pagal gamintojy darbo eigos aprasg.
AuksCiau nurodytais metodais iSskirta DNR buvo
papildomai valyta OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit
kolonélémis, skirtomis polifenoliy ir kity priemaisy likuciy
pasalinimui i§ DNR tirpalo.

Rezultatai ir aptarimas

ISskyringjant DNR, jos iSeigai bei kokybei svarbiis
keletas veiksniy, dél $ios priezasties tyrimai visada yra
daugiaveiksniai, ir tinkamiausio metodo paieska yra
sudétinga.

Isbandzius skirtingus DNR i§skyrimo metodus buvo
gauti rezultatai, kuriuos palyginus, kiekvienai augaly rusiai
buvo parinktas tinkamiausias DNR i$skyrimo budas. Pagal
naudotg skirtingg tiriamy rasiy augaly sausosios masés (s.
m.) kiekj, jvertinta i$skirtos DNR koncentracija ir jos

grynumas (1-3 lentelés).

1 lentelé. Echinocystis lobata DNR koncentracija ir §varumas
panaudojant skirtingus DNR gryninimo metodus
Table 1. Echinocystis lobata DNA concentration and optical density
using different DNA purification methods

Augalo s.m., | DNRKonc., 1,680 nm™*| 2607230 nm™™*
mg ng/ul
1. CTAB metodas
30-170 672-1501 1.71-1.86 1.20-1.40
50 201-1979 1.98-2.13 191-2.16
Sorbitolis + CTAB
150 1300-2662 2.02-2.05 1.91-1.99
300 1567-3795 141-2.02 1.27-1.88
2. Thermo Scientific DNR i$skyrimo rinkinys K0512
40-90 517-2223 2.02-2.09 2.47-252
50 615-2328 2.03-2.23 1.98-2.34
100 3492-4176 182-2.12 1.94-2.32
200 804-4149 | 146-212 | 1.44-2.28
Thermo Scientific rinkinys K0512 + kolonélés
100 [ 510-2299 | 191-202 | 2.49-354

CTAB metodas pagal Doyle ir Doyle (1990)
OneStepTM PCR Inhibitor Removal Kit kolonélés
" Sugertis prie 260/280 nm ir 260/230 nm bangy ilgiy

Papildomai naudotas sorbitolis ir po to CTAB metodas
nebuvo tinkamas Echinocystis lobata DNR i§skyrimui dél
gauty nutolusiy nuo normos Svarumo verliy (1 lentelé).
Svariausia ir reikiamo kiekio Echinocystis lobata DNR
i§skirta naudojant gamyklinj DNR gryninimo Thermo
Scientific rinkinj. Papildomai iSvalius DNR OneStep™
PCR Inhibitor Removal Kit kolonélémis sumaz&jo DNR
koncentracija, 0 S$varumas (vertés esant 260/230 nm
bangos ilgiui), nepasieké reikiamo lygmens. Bandymo
metu buvo imti labai skirtingi $io augalo sausosios masés
kiekiai, buvo nustatyta, kad tinkamiausia yra 100 mg
augalo lapy sausosios masés.

2 lentelé. Lythrum salicaria DNR koncentracija ir §varumas panaudojant
skirtingus DNR gryninimo metodus

Table 2. Lythrum salicaria DNA concentration and optical density using
different DNA purification methods

Augalo s.m., | DNRkonc., 1560580 nm™*| 2607230 nm™
mg ng/ul
1. CTAB metodas
40-90 | 433-1024 | 1.80-2.02 | 092-1.46
Sorbitolis + CTAB
100 | 558-1230 | 1.77-2.07 | 1.49-2.40

2. Thermo Scientific DNR i§skyrimo rinkinys K0512

40-100 | 22-955 | 2,04-325 | 1.79-351

Thermo Scientific rinkinys K0512 + kolonélés”

100 | 108-925 176-2.02 | 0.03-3.27

“CTAB metodas pagal Doyle ir Doyle (1990)
** OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit kolonélés
" Sugertis esant 260/280 nm ir 260/230 nm bangy ilgiams

Naudojant CTAB metodg Lythrum salicaria DNR
i$skyrimui, optinio tankio vertés esant 260/230 nm bangos
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ilgiui buvo mazos, tuo tarpu DNR kokybé po valymu
sorbitoliu pageréjo, nes gauti optinio tankio rodikliai buvo
artimiausi normai (2 lentelé). Valymas kolonélémis stipriai
sumazino DNR koncentracija, kartu sumazéjo ir optinio
tankio vertés esant 260/230 nm bangos ilgiui. Remiantis
Siais duomenimis DNR i$skyrimui i§ Lythrum salicaria
buvo pasirinktas valymas sorbitoliu ir DNR i§skyrimas
CTAB metodu.

3 lentelé. Phalaris arundinacea DNR koncentracija ir §varumas
panaudojant skirtingus DNR gryninimo metodus
Table 3. Phalaris arundinacea DNA concentration and optical density
using different DNA purification methods

Augalos.m., | DNRKonc., 156060 nm™|260/230 nm™
mg ng/ul
1. CTAB metodas
50 329-1062 | 1.83-2.08 | 1.53-2.20
100-200 | 860-2308 | 1.32-2.00 | 1.18-1.70
Sorbitolis + CTAB
50 | 44-78 [ 188-207 | 1.23-156
2. CTAB + kolonélés
50 | 304-373 | 1.88-1.96 | 4.83-10.2

2. Thermo Scientific DNR iSskyrimo rinkinys K0512

100-200 | 763-2196 | 2.02-2.06 | 2.40-2.52

“CTAB — metodas pagal Doyle ir Doyle (1990)
“ OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit kolonélés
" Optinis tankis prie 260/280 nm ir 260/230 nm bangy ilgiy

Isskiriant DNR CTAB metodu i§ Phalaris
arundinacea buvo gauti geriausi DNR §varumo ir
koncentracijos rodikliai, o papildomai valant sorbitoliu,
DNR koncentracija labai Zenkliai sumazéjo (3 lentelé).
Panaudojus OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit
kolonéles optinio tankio rodikliy, esant 260/230 nm bangy
ilgiui, vertés nebeatitiko reikalavimy, todél papildomas
Phalaris arundinacea DNR valymas sorbitoliu ar
kolonélémis buvo atmestas. Gamyklinis DNR i$skyrimo
rinkinys Phalaris arundinacea ir Lythrum salicaria
netiko. Nors DNR koncentracijos buvo didelés, taéiau
DNR méginiai blogai atsiskirdavo atliekant agarozés gelio
elektroforeze. Dél §iy priezas¢iy Phalaris arundinacea
DNR i$skyrimui buvo pasirinkta naudoti CTAB metoda be
papildomo valymo.

ISvados

Remiantis atliktais tyrimais nustatyta:

1. Trijy Seimy kai kuriy natiiraliai Lietuvos paupiuose
auganciy augaly rasiy DNR i$skyrimui labiausiai tinkami
metodai buvo skirtingi. Phalaris arundinacea DNR
iSskyrimui tinkamiausias buvo CTAB metodas. Gryniausia
ir didelés koncentracijos Echinocystis lobata DNR gauta
naudojant universaly gamyklinj Thermo Scientific rinkinj
,Genomic DNA purification kit“ KO0512. Lythrum
salicaria DNR i$skyrimui geriausia naudoti CTAB
metoda, pries tai valant sorbitolio buferiu.

2. DNR valymas kolonélémis (OneStep™ PCR
Inhibitor Removal Kit) pagerino Echinocystis lobata DNR
kokybe ir DNR kiekis iSliko pakankamai didelis, taciau
Lythrum salicaria ir Phalaris arundinacea DNR valymas
kolonélémis zenkliai sumazino i$skirtos augaly DNR kieki.
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3. Optimaliausia DNR i$skyrimui imti tiriamosios
medziagos kiekj, kuris siekty apie 50 mg Phalaris
arundinacea, tuo tarpu Echinocystis lobata ir Lythrum
salicaria - 100 mg.

Padéka

LMT programos ,,Agro-, misko ir vandens ekosistemy
tvarumas“ remiamas projektas ,,Antropogeninis poveikis
kai kuriy Lietuvos upiy ekosistemy augalijos komponento
stabilumui‘ (SIT-02/2015).
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Erika Juskaityté, Edvina Krokaité, Lina Jociené, Algimantas Paulauskas, Eugenija Kupcinskiené
Methodical aspects of molecular studies of some riparian plant species

Summary

A large part of the land falling within a range of several pollutants are washed away and finally carried to lakes, streams and rivers. In addition to
chemical pollution riparian vegetation is affected by severe human physical penetration. Data concerning health of aquatic plants are not abundant in
Lithuania. In addition to traditional assessment based on morphology, physiology, modern plant diversity studies include molecular genetics techniques,
where markers of the nucleus, chloroplast or mitochondrial DNA are employed. The first step in the application of these markers is extraction of high
quality DNA. DNA extraction methods are perfectly developed and thoroughly described for cultivated plant species, their varieties. Population studies
concerning genetic diversity of naturally growing plant species are not numerous. In many cases DNA extraction methods for these plants are presented
in very general way, without more detailed methodological descriptions. The most frequently mentioned methods for plant DNA extraction are
techniques employing cetyltrimethylammonium bromide, sodium dodecyl sulfate and big variety of ready-use DNA extraction kits of unknown
composition. Our study is aimed at selection of DNA extraction methods for some naturally growing riparian plant species of Cucurbitaceae, Lythraceae
and Poaceae (Aveneae tribe) spread in Nemunas basin. For several species selected the most efficient DNA extraction methods were different despite
close vicinity of habitats.

DNA,CTAB,Cucurbitaceae, Lythraceae, Poaceae

Gauta 2016 m. kovo meén., atiduota spaudai 2016 m. balandZio mén.
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