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Abstract. The aim of this study was to characterize biological and genetic diversity of geographically
isolated micropopulations of strawberry clover in Latvia, with a special attention to resistance to
abiotic and anthropogenic factors, as well as dependence on nitrogen fertilizer and symbiosis of Na-
fixing bacteria. Plants from all micropopulations were characterized by relatively high resistance to
the tested adverse environmental factors, but there were significant differences between individual
micropopulations in terms of biomass accumulation and changes in physiological parameters due to
these factors. The analysis of genetic diversity showed a low degree of diversification within
individual populations, but micropopulations were genetically differentiated from each other, and a
significant difference emerged between "marine” and "river / lake" coastal habitats. The observed
genetic and physiological diversity shows that the geographically isolated populations of strawberry
clover in Latvia represent different ecotypes and are considered to be a valuable biological resource
of crop wild relatives.
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Pasaule notiekosas klimata izmainas un pieaugo$a antropogéna ietekme palielina arT
agroekosistému heterogenitati. Lai saglabatu stabilas un kvalitativas razas S$ados apstaklos, ir
japalielina kultiiraugu skirnu daudzveidiba, 1paSu uzmanibu pieverSot to abiotiska stresa izturibai.
Kultiiraugu savvalas radinieki ir TpasSi vertigs resurss §T mérka sasniegSana (Dempewolf et al., 2014).
Latvija kultiiraugu savvalas radinieki ir parstaveti galvenokart ar lopbariba izmantojamam kultGram —
ilggadigajam graudzalém un taurinzieziem. Raugoties no lauksaimniecibas ilgtsp&jas viedokla,
taurinziezi ir Tpasi vertigi gan ka proteina avots, gan saistiba ar augsnes slapekla satura palielinasanu
guminbakteriju simbiozes rezultata (Zhang et al., 2019). Vairaku abolinu gints (Trifolium) sugu
savvalas genétiskie resursi ir pétiti Latvija un citas Baltijas valstis (Dabkeviciene, Dabkevi¢ius, 2005;
Rancane et al., 2006; Beérzina et al., 2008; Paplauskien¢, Dabkeviciené, 2012; Lemeziené et al., 2018),
tatu nav pieejama informacija par ipasi retas sugas zemenu abolina (Trifolium fragiferum L.)
biologisko un genétisko daudzveidibu. Lai gan Eiropa zemenu abolinu saimnieciski neizmanto, tas
tiek kultivéts ka merenas joslas daudzgadigo ganibu komponents citos regionos (ASV, Australija,
Jaunzglande), un tam piemit unikalas agronomiskas pasibas, tai skaita izturiba pret augsnes salumu,
parlieku lielu mitrumu un sausumu, ka ari slimibam (Townsend, 1985; Nichols et al., 2012).
Ziemeleiropa T.fragiferum ir raksturiga suga Eiropas aizsargajama biotopa ,,Baltijas boreala
piekrastes plava” 1630* (Risina, 2013), bet Latvija tai ir Tpasi aizsargajamas sugas statuss.

Si pétijuma mérkis bija raksturot Latvija sastopamo zemenu abolina geografiski izoléto
mikropopulaciju biologisko un genétisko daudzveidibu, ipaSu uzmanibu pievérSot izturibai pret
abiotiskajiem un antropog€najiem faktoriem, ka ar1 atkaribai no slapekla papildméslojuma un
guminbakteriju simbiozes. Tika izvirzita hipotéze, ka T. fragiferum mikropopulacijas ir gen&tiski
diferencéti ekotipi ar atskirigam fiziologiskajam Tpasibam.

Materiali un metodes

Eksperimentiem izmantoja Trifolium fragiferum séklu materialu no astonam identificétajam
Latvijas mikropopulacijam (atradném) (1. att.). Biologisko un gen&tisko salidzinajumu veica ar
Australijas komercskirni ‘Palestine’ (TF8). Genétiskas daudzveidibas pétijuma izmantoja ari zemenu
abolina paraugus no Bornholmas (Danija, TF9) un Hapsalu (Igaunija, TF10), bet salsizturibas
pétijuma ari TF9. Vegetacijas trauku eksperimentus realiz&ja kontrolétos apstaklos siltumnica,
salidzinot izvéléto genotipu augSanas un fiziologisko reakciju uz pieaugoSu augsnes salumu,
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paaugstinatu mitrumu un augsnes appludinasanu, atkartotu nogrieSanu, atkartotu nobradaSanu,
pieaugosu smago metalu (Pb un Cd) koncentraciju, slapekla papildméslojumu un simbiozi ar
nativajam guminbakt€rijam. Augus audzgja individuali 1.3 L plastmasas konteineros kvarca smil$u un
komercialas darza augsnes maisijuma (1:3) siltumnica ar papildapgaismojumu (fotonu pliismas
blivums 380 umol m2 s, fotoperiods 16 h), 24/16 °C temperatiira (diena/nakts), relativais gaisa
mitrums 60-70%. Augus mésloja ar Yara Tera Kristalon Red un Yara Tera Calcinit méslojumu reizi
divas nedélas. Eksperimentu gaita veica hlorofila koncentracijas un hlorofila a fluorescences
mérfjumus ar nedestruktivam metodem. Eksperimentu nosléguma augus individuali sadalija pa dalam
(saknes, stoloni, lapu kati, lapu platnes), noteica lapu skaitu un atsevisko dalu svaigo un sauso masu.
Lidztekus veica ar1 pétijumu lauka apstaklos Latvijas zemenu abolina atradn€s, lai noskaidrotu
augsnes kimiska sastava un augu mineralas baroSanas ipatnibas. Detaliz€ta informacija par augu
pavairoSanu, kultivéSanas apstakliem siltumnica, veiktajam analiz€m un meérjjumiem atrodama
ieprieksgjas publikacijas (Andersone-Ozola et al., 2021a; Andersone-Ozola et al., 2021b; levinsh et
al., 2021).
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1. att. Baltijas juras karte ar p&tijuma izmantoto T. fragiferum atradnu vietam.
Fig. 1. Map of the Baltic Sea with indicated sites of T. fragiferum used in the study.

Gengétiskajam analizém DNS izdalija no 11 populaciju 265 individualiem augiem, izmantojot
modificétu CTAB metodi (Porebski et al., 1997). Tika aprobéti 16 abolina markieri: TPSSR09,
TPSSR46, TPSSR13, TPSSR17, TPSSR34, TPSSR16, TPSSR44, TPSSR50, TPSSR29, TPSSR40
(Kolliker et al. 2006), RCS0883, RCS1928, RCS1225, RCS1897, RCS2667, RCS3666 (Haerinasab et
al., 2020). P&c markieru genotipesanas kvalitates parbaudes visus izdalitos DNS paraugus analiz€ja ar
10 mikrosatelitu markieriem (TPSSR16, TPSSR17, TPSSR40, TPSSR50, RCS0883, RCS1928,
RCS1225, RCS1897, RCS2667, RCS3666). Genotipesanas datus analizgja ar GenAlEx 6.501 (Peakall,
Smouse, 2012), Mega 4 (Tamura et al., 2007), Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) un Structure
Harvester (Earl, von Holdt, 2012).

Rezultati un diskusijas

Augsnes apstaklu un mineralas baroSanas atSkiribas Latvijas atradnés. Visas identificétas
geografiski izolétas T. fragiferum mikropopulacijas atradas tie$sa tidensbaseinu tuvuma (jiras, upes,
ezera piekrast€), iznemot TF4 atradni Rigas pilsétas degradéta teritorija. Tikai TF1 atradné
T. fragiferum auga sala augsné, bet TF5 un TF6 — iesala augsné (1.tab.). Atradnes parsvara bija
salidzinosi nelielas, to laukums bija no daziem simtiem m? (TB2, TB2b, TB4) lidz vairakiem
tikstosiem m? (TF1). Individu skaits atradnés bija no apméram 10 (TF2, TF3, TF7) lidz vairakiem
tikstoSiem (TF1).
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Augsnes Ipasibas T. fragiferum Latvijas atradnés
Soil characteristics at T. fragiferum Latvian sites

1. tabula/ Table 1

Atradne/Site Augsnes mitrums, | Augsnes salums, | Na* koncentracija, pH/pH
% / Soil moisture mS cm / Soil mg L*/Na*
salinity concentration
TF1 65.4+54a 8.94+118a 1114 +£180a 6.53+0.43d
TF2 8.94+1.18a 0.36 £ 0.06 c 57+13c 8.70+£0.2a
TF2b 1114+ 180 a 0.36 £0.09 c 44 +£ 14 d 7.78 £0.13 abc
TF3 6.53+0.43d 0.60x0.37¢c 64t4c 6.78 +0.17 cd
TF4 26.9+19d 0.59x0.05¢c 65+2c¢C 8.65 + 0.09 ab
TF5 0.36 £0.06 ¢ 218+ 0.50b 357+87b 7.70 £ 0.04 abc
TF6 57+13¢c 251+0.71Db 484 £ 48D 7.07+£0.17 cd
TF7 8.70+£0.2a 0.21+£0.03c 22*2e 7.35£0.02 bed

Augiem pieejamo augsnes mineralelementu koncentracijas Uzradija bitiskas atSkiribas starp
dazadam atradn€m un vari€ja no 59% N Iidz 139% Ca gadijuma. Mineralelementu koncentracijas
apjoms augu lapu katos un platnés varigja mazak. Principialo komponentu analize atspoguloja lidzibu
attieciba uz augsnes 1pasSibam un mineralo baroSanos starp mikropopulacijam sausos sals neietekmétos
biotopos upes un juras piekrasté (2. att.). Pamatojoties uz Siem rezultatiem, T. fragiferum var raksturot
ka sugu, kas sp&jiga uztureét mineralvielu homeostazi audos, pat augot substratos ar krasi atSkirigu
pieejamo mineralvielu koncentraciju, dazadu salumu un pH veértibam.
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2. att. Augsnes Tpasibu un mineralas barosanas lidziba starp T. fragiferum atradnu vietam.
Fig. 2. Similarity of soil characteristics and mineral nutrition of T. fragiferum sites.

Atradnu atrasanas tie$a tidens baseinu tuvuma norada uz iespgjamo sugas izplatiSanos pa tideni un
saistibu ar organisko sanesumu nogulsné$anos. AtSkiriba no citam abolinu sugam T. fragiferum ir
raksturiga ziedkopas (ziedgalvas) parveérSanas par auglgalvu, kas sastav no uzpiistam augla kapsulam,
veidotam no ziedkausa struktiram p&c noziedéSanas (Zohary, Heller, 1982). Auglgalvas var
nodrosinat seklu izplatiSanas iesp&ju pa ideni, kas, domajams, notiek kopa ar fitodetrita izplatiSanos
(Wolters et al., 2017). Nevar izslegt arT iesp&ju, ka kopa ar fitodetritu izplatas ar1 augu stolonu
fragmenti, kas var darboties ka vegetativas propagulas.

Izturiba pret abiotiskajiem un antropogénajiem faktoriem. Zemenu abolina augiem no visam
atseviskajam Latvijas mikropopulacijam bija raksturiga salidzinoSi augsta izturiba pret palielinatu
augsnes mitrumu, nobradaSanu un nogrieSanu, taCu tiem KonstatStas butiskas atSkiribas starp
atseviskam mikropopulacijam saistiba ar biomasas uzkrasanos un fiziologisko parametru izmainam $o
faktoru ietekmé. TF1 kopuma uzradija vislielako izturibu. Visiem genotipiem bija augsta izturiba pret
palielinatu nebiogéno smago metalu Cd un Pb koncentraciju augsng, un to uzkraSanos parsvara
noveroja sakn@s, turpreti dzinumos ta bija butiski mazaka. Visi genotipi sp&a augt un generativi
vairoties palielinata substrata saluma apstaklos (Iidz 5 g Na L), tatu tika novérotas bitiskas
atSkiribas, kas skar morfologiskos parametrus un biomasas veido$anos (3. att.). Paraugiem no
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biotopiem ar augstaku saluma Itmeni (TF1, TF9) bija augstaka relativa salsizturiba, tacu TF9 bija
butiski mazaka biomasa jau kontroles apstaklos, tapéc lielaku biomasu paaugstinata saluma apstaklos
uzkraja TF1 augi. Saluma ietekme uz mineralo baro$anos raksturojama ka specifiska genotipam,
apliecinot, ka mineralvielu homeostazes uzturésana ir butisks salsizturibas komponents.
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3. att. Pieaugosa saluma (g Na* L) ietekme uz T. fragiferum TF9 augu morfologiju.
Fig. 3. Effect of increasing salinity (g Na* L™*) on morphology of T. fragiferum TF9 plants.

Genétiskas daudzveidibas raksturojums. Izmantojot 10 mikrosatelitu markierus, tika konstatéta
vienadi zema genétiska daudzveidiba visas Latvijas populacijas, ka arT augiem no Danijas un Igaunijas
atradném, ko varétu izskaidrot ar populaciju geografisko izolaciju un klonalas vairoSanas raksturu.
Ievérojami lielaka daudzveidiba tika novérota cv. ‘Palestine’ séklu materiala. Populacijas bija
genctiski diferencétas, ar savstarp&jam Fs vértibam virs 0.050, iznemot TF5/TF6 un TF5/TF7.
Interesanti, ka genctiska diferenciacija starp TF2 (Lielupes ieteka jara) un TF9 (Bornholmas sala
Danija) populacijam bija visai neliela (Fs; = 0.069), lai gan starp tam gaisa linija sasniedz vairak neka
600 km. Populaciju savstarpjo genétisko distancu analize sadalija tas tris grupas (4. att.). Pirmaja
grupa bija visas juras piekrastes populacijas, iznemot TF10 (Hapsalu Igaunija). Otraja grupa ietilpa
populacijas no upes un ezera krasta, ka ar TF10, bet cv. ‘Palestine’ veidoja atsevisku grupu. Sie
rezultati apstiprina pienémumu par T. fragiferum izplatiSanos Ziemeleiropa péc peédeja leduslaikmeta
pa diviem celiem — pa iekSzemes fideniem un pa juru.
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4. att. Gengtiska Iidziba starp T. fragiferum populacijam.
Fig. 4. Genetic similarity between populations of T. fragiferum.

Simbiotiskas un slapekla atkaribas raksturojums. Visu astonu Latvijas atradnu T. fargiferum
augiem un cv. ‘Palestine’ salidzindja reakciju uz papildu slapekli un inokulaciju ar nativajam
simbiotiskajam  guminbaktérijam. Asimbiotiski kultivEtiem mineralméslojumu sanémusiem
T. fragiferum augiem pakapeniski paradijas slapekla deficita pazimes, kas izpaudas ka lapu hlorofila
koncentracijas samazinaSanas, lapu novecoSanas, augSanas atruma samazinaSanas. Slapekla
pievienosana, inokulacija ar nativajam guminbakt€rijam vai abu faktoru kompleksa ietekme butiski
novérsa $o simptomu rasanos (5. att.). Genotipi uzradija salidzino$i lidzigu atkaribas pakapi no
slapekla (no 70 Iidz 95% dzinumu sausas masas palielinaSanas), bet dzinumu sausas masas pieaugums,
inokulgjot ar nativajam guminbakterijam, svarstijas no 27 Iidz 85%. Vairakiem genotipiem (TF1, TFS,
TF8) slapekla pievienosana jau simbiotiskiem augiem izraisTja papildu biomasas pieaugumu, bet tikai
TF5 pozitivi reag€ja uz papildu inokulaciju ar slapekli apstradatiem augiem. Gan lapu hlorofila
koncentracija, gan hlorofila a fluorescences parametrs PI bija labi raditaji fiziologiska stavokla
izmainam, ko izraisija apstrade ar slapekli vai inokulacija ar guminbaktérijam (6. att.). Mineralvielu
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koncentracijas izmainas dazadas augu dalas bija atkarigas no auga genotipa / guminbakteriju
kombinacijas.
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6. att. Slapekla papildmé&slojuma (N), guminbakteriju (R) un kopgjas apstrades (NR) ietekme uz
T. fragiferum TF1 (A) un TF8 (B) augu lapu hlorofila koncentracijas dinamiku.
Fig. 6. Effect on additional N fertilizer (N), rhizobia (R) and both treatments (NR) on time course of
leaf chlorophyll concentration in leaves of T. fragiferum TF1 (A) and TF8 (B) plants.

Secinajumi

1. Pamatojoties uz mineralas baroSanas adaptacijas sp&ju pielagoties krasi atSkirigiem augsnes
apstakliem un salumam, ka ari augu noturigumu pret nelabvéligiem apstakliem, T. fragiferum
saglabasanas potencialu Latvija var raksturot ka augstu, neraugoties uz eso$So mikropopulaciju
izolétibu un ierobezoto lielumu.

2. Augiem no atseviskam atradném ir lielaka izturiba neka cv. ‘Palestine’, kas apliecina, ka Sie
genétiskie paraugi ir izmantojami ka selekcijas materials jaunu lopbaribas kultiiru $kirnu veidoSanai.
Ipasi vertigs adaptiva potenciala zina ir genotips TF1 no Liepajas ezera piekrastes iesalas mitras
plavas.

3. Novérota genétiska un fiziologiska daudzveidiba liecina, ka geografiski izolétas zemenu abolina
mikropopulacijas Latvija parstav dazadus ekotipus un ir uzskatamas par vértigu kultGraugu savvalas
radinieku biologisko resursu.

Pateiciba. Petijums veikts Latvijas Zinatnes padomes Fundamentalo un lietiSko p&tjjumu projekta lzp-
2020/2-349 ,Vertigas savvalas taurinziezu sugas Trifolium fragiferum Latvijas genétisko resursu
molekulars, fiziologisks un ekologisks izvertgjums ilgstpgjigas lauksaimniecibas konteksta” ietvaros.
Paldies Magnolijai Garbarino, Lasmai Neiceniecei, Livai Purmalei un Marim Romanovam par
piedalisanos pétijuma.
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