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Sissejuhatus

Euroopas kasvab mitmeid taimeperekondi, millel on kirjeldatud suur liigiline mitmekesisus.
Uha enam leidub ka haruldasi liike, mida ohustavad enamasti inimtegevus, harvem mingid
looduslikud tegurid. Heaks naiteks mitmekesisest taimeperekonnast on perekond nelk
(Dianthus L.), millest esineb Euroopas tle 100 liigi (1/3 perekonna liikidest) ning 70 neist on
endeemsed. On teada, et selline suur mitmekesisus on valja kujunenud alles viimase 1-2 min

aasta jooksul ning seega vdib 6elda, et perekond nelk on evolutsiooniliselt noor.

Nommnelk (Dianthus arenarius L.) on Euroopale endeemne mitmeaastane rohttaim, kellele
on iseloomulik rohekashall varvus ning silmapaistvad valgete kroonlehtedega, otstest sulgjalt
narmastunud oied. Liigil on kirjeldatud viis alamliiki: subsp. arenarius, subsp. borussicus,
subsp. pseudoserotinus, subsp. pseudosquarrosus ja subsp. bohemicus. Kaks alamliikidest,
subsp. arenarius ja subsp. bohemicus, on arvatud Euroopa Liidu loodusdirektiivi Il ja IV

lisasse.

Kuna kaks alamliiki on loetud (le-euroopalise tahtsusega taksoniteks, mis vajavad ranget
kaitset, on oluline neid teistest alamliikidest eristada. Toetudes eelnevatele uuringutele ning
kirjandusele, vBib vaita, et alamliikidel on morfoloogiliselt keeruline vahet teha, sest esineb
suur tunnuste varieeruvus, nende osaline alamliikide vaheline kattumine ning esineb ka
alamliikide vahepealsete tunnustega vorme. Lisaks sellele ohustab alamliike rohkem voi

vahem hilbridiseerumine teiste alamliikidega.

See on viinud vajaduseni labi viia alamliikidega geneetilised uuringud, mis aitaksid paremini
mdista ndmmnelgi alamliikide omavahelisi suhteid ning liigisisest varieeruvust. Kaesoleva
t66 eesmarkideks oligi selgeks teha, kuidas eristuvad ndommnelgi alamliigid Uksteisest
geneetiliselt (mikrosatelliitmarkerite abil) ning uurida, kas alamliikide sees esineb ka

geograafilist varieeruvust.

Toetudes eelnevatele morfoloogilistele uuringutele ndmmnelgi ja molekulaarsetele
uuringutele perekonna nelk kohta, seadsime t06 hipoteesiks, et ndmmnelgi alamliigid

Uksteisest geneetiliselt ei eristu.



1. Ulevaade kirjandusest

1.1 Perekond nelk

1.1.1 Uldiseloomustus

Nelk (Dianthus L.) on Oistaimede perekond nelgiliste (Caryophyllaceae Juss.) sugukonnast
ning nelgilaadsete (Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J.Presl) seltsist. Perekonda nelk kuulub
hinnanguliselt 300 liiki (Eichwald jt 1971) ning perekonda kirjeldas esmakordselt oma teoses

»Species Plantarum“ rootsi loodusteadlane Carl von Linne (Linne 1753).

Nelgid on (ihe- vGi mitmeaastased rohttaimed, harva poolpG0sad. Neil on vaga kitsad
lineaalsed vastakud lehed ning varred on kas lihtsad voi Ulemises osas harunenud ja
s6lmekohtadelt paksenenud (Eichwald jt 1971). Kroonlehti on viis ning need on kas valged,
roosad, punased voi helelillad, harvem ka kollased ning meeldivalt |Ghnavad, lisakroon
puudub (Eichwald jt 1971, Kubitzki jt 1993). Kultuursortide Gied vdivad olla ka muud varvi.
Oied on mdlemasugulised, tipmised ning kas uksikult, mitmekaupa vdi tiheda disikuna
asetsevad (Eichwald jt 1971). Perekond on tuntud oma ilutaimede poolest, mida
kasvatatakse lle kogu maailma ning millest moned kipuvad ka metsistuma. Tuntud ilutaimed
on naiteks hiina nelk Dianthus chinensis L. ja aednelk Dianthus caryophyllus L. (Kubitzki jt

1993). Viimane neist on ka perekonna tutpliigiks (Eichwald jt 1971).

Perekonna nelk liigid on levinud Euroopas, Aasias ning (PShja-) Aafrikas. Kuigi nelgid on
levinud Ule Euraasia, on perekonna pohilevila siiski soojas parasvootmes, eelkdige
Vahemeremaades. Nelgid on liks mitmekesisematest taimeriihmadest Euroopas, siin esineb
ule 100 liigi, millest rohkem kui 70 on endeemsed (Valente jt 2010). Tegemist on
taksonoomiliselt keerulise klaadiga, mida iseloomustab palju endeemseid liike, millel on
geograafiliselt piiratud levilad ning see annab p&hjust arvata, et selline mitmekesisus on vilja

kujunenud alles hiljuti (Tutin jt 1993, Valente jt 2010).

Eestis on perekonnast esindatud 10 taksonit, millest Eesti looduslikku floorasse kuulub 4
(Kukk 1999). Looduslikult on levinud: nurmnelk Dianthus deltoides L., mis kasvab liivikutel,
kuivadel niitudel ja puisniitudel ning teede &ares ja on arvukuselt tavaline. Aasnelk D.
superbus L., mis kasvab puisniitudel, niitudel ja pddsastikes ning esineb paiguti PGhja- ja

Loode-Eestis, kuulub looduskaitse Il kategooriasse (RT | 2004, 44, 313) ning veel leidub meil

4



nommnelgi kahte alamliiki: D. arenarius subsp. arenarius ning D. arenarius subsp. borussicus
Vierh. (Kukk 1999, Leht jt 2010). Nommnelk kuulub looduskaitse Ill kategooriasse (RT | 2004,
69, 1134), kusjuures alamliik on tdpsemalt maaratlemata. 2 liiki, mille looduslik esinemine
Eestis on herbaarselt tdéestamata, on alpi nelk D. alpinus L. ning sulgnelk D. plumarius L.
(Kukk 1999). Lisaks esineb Eestis veel habenelk D. barbatus L., mida kasvatatakse ilutaimena
ning mis voib harva ka metsistuda ning 3 haruldast tulnukat: nurmnelgile sarnane kartuusia
nelk D. carthusianorum L. (Leht jt 2010), D. fischeri Spreng. ja D. pratensis M.Bieb. (Kukk
1999).

1.1.2 Perekonna nelk stistemaatika uuritusest

Uheks olulisemaks uuringuks perekonna nelk kohta on Valente jt (2010) ilmunud t56, milles
uuriti perekonna liigitekke kiirust. Valente jt (2010) naitasid fllogeneetiliste meetodite abil,
et enamik liike perekonnast nelk kuuluvad liini, mille arengukiirus on olnud 2,2 — 7,6 uut liiki
miljoni aasta kohta. Tulemustest selgus, et perekond nelk on monofiileetiline ning analidisis
moodustus viis suure toetusega arenguliini, mis eristuvad hasti nii geograafiliselt kui ka
morfoloogiliselt. Valente jt (2010) analliisi olid kaasatud 104 nelgi liiki nii, et esindatud said
koik seni kirjeldatud sektsioonid ning geograafilised regioonid. Tulemustest selguski, et suur
enamus nelgilistest, see on umbes 200 liiki, kuuluvad Euraasia kiirelt arenenud liini, mille

mitmekesisus on kiiresti suurenenud viimase 1-2 miljoni aastaga (Valente jt 2010).

Huvitav on veel fakt, et nelgi mitmekesisus on Euroopas suur, kuid Aafrikas mitte, kuigi on
teada, et perekond on sealgi esindatud olnud pikka aega ning piirkond ise on tuntud
silmapaistva floristilise mitmekesisuse poolest (Goldbalt ja Manning 2002). P&hjused, mis
teevad just Euroopast sellise nelkide mitmekesisuse tulipunkti, pole veel selged (Valente jt

2010).

Nelkide kiire evolutsiooni teooria paikapidavust tGestasid ka Balao jt (2010), kui uurisid liigi
Dianthus broteri s.I. kompleksi. Balao jt (2010) uuring naitas, et nelgid on Kkiiresti
evolutsioneerunud auto- ja allopoliiploidia t6ttu ning sealjuures on suurt rolli manginud ka
isoleeritus ning geograafiline aspekt. Uuritud liikide kompleksi kuulusid kolm Ibeeria
poolsaarele endeemset liiki: Dianthus broteri Boiss. & Reuter, D. inoxianus Gallego ja D.

valentinus Willk.. Lisaks sellele on huvitav, et kuigi D. broteri on suhteliselt uus liik, on tal



levinud mitmed erinevad haplotiilbid, mis saavad kasvada erinevates elupaikades,
erinevatel muldadel. Sellega on Balao jt (2010) uuringu tulemused andnud esimesed

molekulaarsed téendid selle kohta, et nelkidel toimub kiire lahknemine ka liigisiseselt.

Kuna nelgi liigiteke on olnud hiljutine, leidub perekonnas mitmeid keerulisi liigikomplekse,
mille taksonoomiline eristamine tekitab siiani probleeme. Uheks selliseks rithmaks on
nditeks metsnelk Dianthus sylvestris Wulf.. Nimetatud gruppi kuuluvad 17 taksonit, mis on
esindatud Kesk- ja Louna-ltaalias, Sardiinias ja Sitsiilias. Bacchetta jt (2010) uurisid riihma
kuuluvaid liike ja alamliike ning toetudes kirjandusele, mitmetest botaanikaaedadest parit
herbaarmaterjalile ning valiuuringutele (kirjeldamaks populatsioonisisest varieeruvust)

koostasid nad liikide eristamistunnustest maaramistabeli.

Veel (ks keeruline kompleks on Dianthus polylepis. Nimetatud taksoni puhul on tegemist
Iraani endeemiga ning sinna alla kuuluvad kaks liiki: Dianthus polylepis Bien. ex Boiss. ja D.
binaludensis Rech.f. (Farsi jt 2013). Farsi jt (2013) kasutasid nende liikide uurimiseks nii
molekulaarseid kui ka morfoloogilisi tunnuseid ning selgus, et kumbki neist ei sobinud kahe
liigi eristamiseks. Kahe liigi vahel ei esinenud piisavalt suurt morfoloogilist erinevust ning
molekulaarsed anallilisid ei toetanud liikide monofleetilisust (Farsi jt 2013). Seetdttu
pakkusid autorid (Farsi jt 2013) valja uue idee, et teise uuritud taksoni ndol on tegemist
hoopis alamliigiga ning pakkusid valja uue kombinatsiooni: D. polylepis subsp. binaludensis

(Rech.f.) Vaezi & Behrooz..

Lisaks keerulistele liigikompleksidele esineb perekonnas nelk palju endeemseid liike, mida
dhvardab viljasuremine. Uha suurenev inimtegevuse mdju, sellega kaasnev elupaikade
killustumine, populatsioonide isolatsioon ning sellest tulenev lahiristumissurutis, lisaks veel
hiibridiseerumine ldhedaste voi voorliikidega on suureks ohuallikaks lokaalselt haruldastele
taimedele. Naiteks on sellisteks liikideks Itaaliale omane nelk Dianthus guliae Janka ning
TSehhile omane ndmmnelgi alamliik Dianthus arenarius subsp. bohemicus (Novak)
0O.Schwartz. Mélema taime kohta on teada mitmete populatsioonide valjasuremistest ning
alles jaanud asurkondade valjasuremisohust, seetdttu toimub nende liikide sailitamiseks

mitmesugune kaitsetegevus (Rybka jt 2005, Gargano jt 2009, Kaplan 2012).

Kuna nelk on aianduses vaga oluline ilutaim, on mitmeid uuringuid labi viidud silmas pidades

just taimede aretuspotentsiaali (Fu jt 2008, Paramesh jt 2008). Lisaks on mikrosatelliitide



multifunktsionaalsust silmas pidades need markerid valja to6tatud ka kogu perekonna nelk

jaoks (Smulders jt 2000, Smulders jt 2003).

Naiteks Fu jt (2008) viisid labi uuringu, kus puildsid valja selgitada kolme liigi: hiina nelgi,
habenelgi ja aasnelgi vahelisi geneetilisi suhteid ning samas ka leida, milline markersiisteem

sobiks kdige enam hiina nelgi varieeruvuse valjaselgitamiseks.

Hiina nelk on Uks maailma enim kasutatavatest taimedest iluaedades, kuid looduslikult voib
teda leida Koreast, Mongooliast, Hiinast ning kagu-Venemaalt. Hiina nelgi siistemaatika on
keeruline ning kokku on eristatud sellel 8 varieteeti, mida on raske omavahel eristada (Flora
of China 2013). Ka Fu jt (2008) tdheldasid, et geneetiliste meetoditega ei olnud vdimalik
selgeks teha, kas uuritavad taimed olid périt looduslikest populatsioonidest véi olid need
kultiveeritud. Fu jt (2008) kasutasid oma anallisis morfoloogilisi tunnuseid ning kahte
polimeraasi ahelreaktsioonil (PCR) p&hinevat siisteemi — SRAP (sequence related amplified
polymorphism) ja ISSR (inter simple sequence repeats). Molekulaarsete markersiisteemide
abil tehti selgeks, et habenelk ja aasnelk eristuvad Uksteisest selgelt ning et need kaks liiki
erinevad suurel méaaral ka hiina nelgist. Fu jt (2008) analiilsis 6nnestus leida korge liigisisene

varieeruvus, mis on edaspidi suureks abiks taimearetuses sobivate vanemtaimede leidmisel.

Kui nelgi perekond tervikuna ja nelgi kultuursordid on suhteliselt hasti uuritud, siis nditeks
nommnelgi alamliikide kohta viimastel aastatel teadustoid avaldatud ei ole, samuti

puuduvad geneetilised varieeruvuse uuringud.



1.2 Nommnelk

1.2.1 Uldiseloomustus

Nommnelk (Dianthus arenarius L.) on puituva risoomiga ning haruneva varrega nelgihall
plsik. Kasvab 10 — 30 (40) cm kdrguseks ning on kasvuvormilt matasjas, sageli moodustab
tihedaid padjandeid. Varrelehed on néeljad ning alumised lehed mdne mm laiused (Eichwald
jt 1971, Leht jt 2010). Kroonlehed on valged, harvem 6rnroosad voi veinipunase laiguga,
naastuosas sulgjalt narmastunud ja slstja vdi pikliku terve keskosaga, neelu kohal lhe
rohelise ja mitme punaka tipiga. Oied enamasti iiksikult, harva 2 kaupa ning on ndrgalt
I6hnavad (Eichwald 1971). NOmmnelgi seemned on peenelt krobelised ning taim oOitseb
juunist augustini (Eichwald 1971, Leht jt 2010). Kultuurisuhtes on nGmmnelk hemeradiofoor
(Kukk 1999) ehk talub inimmdju vaid teatud piirini. NOommnelk on tetraploid 2n=60 (Jalas ja
Suominen 1986).

Joonis 1 Nommnelk (Dianthus arenarius) (Eichwald jt 1971)



NOommnelgil on teada viis alamliiki (Jalas ja Suominen 1986):

e Dianthus arenarius L. subsp. arenarius.;
e D. arenarius L. subsp. borussicus Vierh.;

e D. arenarius L. subsp. pseudoserotinus (Btocki) Tutin;

D. arenarius L. subsp. pseudosquarrosus (Novak) Kleopow;

e D. arenarius L. subsp. bohemicus (Novak) O.Schwartz.

Alamliigid arenarius ja bohemicus on kantud Euroopa Liidu loodusdirektiivi Il ja IV lisasse
(Euroopa No&ukogu direktiiv 92/43/EEC), mis teevad neist lle Euroopalise tdhtsusega

taksonid.

1.2.2 Levik

Nommnelk on Euroopale endeemseks liigiks (Jalas ja Suominen 1986) ning ta kasvab
Skandinaavias, Kesk- ja Ida-Euroopas (Tutin jt 1993). Flora Europaea (Tutin jt 1993) andmetel
on alamliik arenarius endeemne Rootsile, kasvades riigi Idunaosas. Siiski on mainitud (Jalas ja
Suominen 1986), et alamliigile arenarius sarnaseid, kuid mitte identseid taimi leidub ka
Baltimaades. Balti floora andmetel leidub alamliiki arenarius Latis ja Eestis (Laasimer jt
1993). Alamliik borussicus on laiema levikuga, kasvades peaaegu kogu ndGmmnelgi leviku
piirides. Alamliik pseudoserotinus on endeemne Ukrainas ning alamliik pseudosquarrosus
kasvab Flora Europaea (Tutin jt 1993) andmetel Ukrainas ja Valgevenes ning Balti floora

andmetel (Laasimer jt 1993) voib seda leida ka Leedust.

Alamliik bohemicus on endeemne TSehhis (Jalas ja Suominen 1986): teda on leitud vaid tihest
kohast, linna Roudnice nad Labem ldhedalt liivikutelt (botany.cz). See on ainulksi liivikutel
kasvav liik ning suuresti seetdttu ohustatud ka nende kinnikasvamisest (Rybka jt 2005).
Samuti ohustab populatsiooni hibridiseerumine kartuusia nelgiga. Seetdttu ei olegi enam
puhast alamliiki leida Kleneci piirkonnast, samuti on see alamliik nilidseks kadunud

Vrazkovist (Kaplan 2012).
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¢ = Dianthus arenarius subsp. borussicus A = D. arenarius subsp. arenarius * = “subsp. bohemicus”

Joonis 2 Nommnelgi alamliikide borussicus, arenarius ja bohemicus levik Atlas Florae
Europaeae (Jalas ja Suominen 1986) jargi

1416 Joonis 3 NOmmnelgi alamliikide
i pseudoserotinus ja pseudosquarrosus levik Atlas

o = Dianthus arenarius subsp. pseudoserotinus Florae Europaeae (Jalas ja Suominen 1986) jargi
A = D, arenarius subsp. pseudosquarrosus




1.2.3 Alamliikide morfoloogia

Alamliikide eristamise teeb keeruliseks see, et mdnede autorite pakutud maaramistunnused
on raskesti moddetavad vdi vastuolulised. Eva-Liina Pruler uuris oma bakalaureusetods kahe
Eestis esineva alamliigi maaramistunnuseid ning joudis jareldusele, et 5 morfoloogilist
tunnust, mis on eristamisel usaldusvaarsed, on generatiivse vosu pikkus, disiku pikkus, dite
arv, pikima lehe pikkus generatiivsel ja vegetatiivsel vosul (Tuttelberg 2004). Taimed
eristusid nende tunnuste poolest ka siis, kui nad kasvasid samades tingimustes, samas kui
enamik moddetavaid tunnuseid on suuresti soltuvad kasvukoha valgustingimustest.
Alamliikide eristamisel ei osutunud oluliseks ka dite varvus (Tuttelberg 2004). Alamliikide
morfoloogilist plastilisust on uurinud oma bakalaureuset66s Krista Takkis (Takkis 2007).
Lisaks sellele voib kahel Eestis leiduval alamliigil raske vahet teha ka seetdttu, et leidub
nende vahepealseid vorme (Kukk 1999). Kdigi viie alamliigi morfoloogilised tunnused on vilja
toodud tabelis 1.

Tabel 1 N6mmnelgi alamliikide morfoloogiline vordlus Novak (1930), Tutin jt (1993), Fedoronchuk ja
Didukh (2002), Tuttelberg (2004), Rybka jt (2005), Leht jt (2010) pdShjal.

Tunnus/liik arenarius borussicus pseudoserotinus pseudosquarrosus bohemicus
Taime varvus | hallikasroheline sinakasroheline hallikasroheline hallikasroheline hallikasroheline
Oite arv 1, harvem 2 3 voi enam 1-3 3-24 1, harvem 2-4
Oisiku pikkus 2,5-6cm 7-17 cm
Oitsvate 1-2 cm 2-3,5cm
vosude
pikimad lehed
Vdsu pikkus Alla 20 cm Ule 20 cm Ule 20 cm (30 cm) Ule 20 cm (35 cm) 8-15 cm
Varre vahene rohke rohke rohke vahene
harunemine
Oietupe 20 mm 20—-25mm 20 mm 22-30 mm 18-25 mm
pikkus
Oitsemisaeg Juuni-august Juuni-august Juuli-september Juuni- september Juuni-september
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1.2.4 NoOmmnelk Eestis

Eestis kasvab ndmmnelgi kaks alamliiki: arenarius ja borussicus. Alamliiki borussicus esineb
meil sagedamini ning teda vOib leida peamiselt mandril P6hja-, Kagu- ja Louna-Eestis.
Alamliik arenarius esineb harvemini, tema suuremad populatsioonid asuvad Tallinnas, Pakri
saartel ja Saaremaal (Kukk ja Kull 2005, Leht jt 2010). Osadel herbaarselt tdestamata vanadel
leidudel pole alamliigiline kuuluvus teada, neid peetakse alamliiki borussicus kuuluvateks
(Kukk ja Kull 2005). Eestis on ndmmnelk oma levila loodepiiril ning ta kasvab kuivades,

liivastes mannimetsades, liivikuil ja luidetel (Kukk 1999, Leht jt 2010).

Nommnelk kuulub Eestis looduskaitse Ill kaitsekategooriasse (RT | 2004, 69, 1134) ning
kuulub ka Eesti ohustatud liikide punase nimestiku kategooriasse ohualdis (vulnerable, VU)

ning hinnanguliselt liigi arvukus vdaheneb (eElurikkus).

in_pn

Joonis 4 NOmmnelgi alamliikide levik Eestis Eesti taimede levikuatlase pdhjal (Kukk ja Kull
2005).Vasakpoolsel kaardil on alamliigi arenarius ja parempoolselt kaardil alamliigi borussicus levik.
Tingmargid: e — liiki on sellest kohast leitud parast 1970. aastat; o — liiki on leitud vahemikus 1920-1970;
A - liiki on leitud enne 1920. aastat.
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Viga-armet

Joonis 5 NOommnelgi leiukohad EELISe andmetel. EELIS seisuga 26.05.2014
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1.3 Mikrosatelliidid kui molekulaarsed markerid

1.3.1 Uldiseloomustus

Mikrosatelliidid (lihendina kasutusel ka SSR, VNTR, STR) on lihikesed, 1-6 nukleotiidi
pikkused DNA kordusjarjestused, mis on laialdaselt levinud kdikide eukarlootide
genoomides (Selkoe ja Toonen 2006, Agarwal jt 2008). Mikrosatelliidid on
pikkuspoliimorfismid, mis tdhendab, et sama jarjestusega DNA |Gik kordub neis erineval
arvul kordi (Chambers ja Macavoy 2000). Lisaks mikrosatelliitidele on veel kaht tuipi
pikkuspolliimorfisme: satelliit-DNA (pikkus 100-1000 nukleotiidi) ja minisatelliidid (10-100 nt)
(Semagn jt 2006). Satelliitjarjestuse tlitbi maarab tandemibloki kogusuurus ehk mitu korda
Uks nukleotiidjarjestuse motiiv kordub. Mikrosatelliitide puhul on selleks kuni 100 kordust

(Chambers ja Macavoy 2000).

Molekulaarsetes analliiisides on enim kasutust leidnud kahe-, kolme- ja neljanukleotiidsed
kordused (Selkoe ja Toonen 2006). Enamik kordusjarjestustest, mis erinevatel liikidel
esinevad, on kahenukleotiidsed (Li jt 2002). Kolmeseid ja kuueseid kordusi vdib eelkdige
leida genoomi kodeerivast osast, sest nad ei péhjusta replikatsioonil raaminihet (Toth 2000).
Uhesed kordused on aga k&ige ebausaldusvddrsemad, sest nende amplifitseerimisel v&ib

ette tulla probleeme (Li jt 2002, Selkoe ja Toonen 2006).

Mikrosatelliitide varieeruvust saab tuvastada amplifitseerides DNA-d polimeraasi
ahelreaktsiooniga (PCR). Analiilsiks on vajalikud kindlad unikaalsed (konserveerunud)
jarjestusega praimerid, mis asuvad kordusjarjestuste servades. Seejarel saab korduste arvu
maarata, lahutades margistatud fragmendid elektroforeesil agaroos- voi akriilamiidgeelil

(Frankham jt 2004).

Mikrosatelliitide hulk genoomis oleneb genoomi suurusest. Uldiselt on levinud reegel, et
mida suurem on genoom, seda rohkem leidub seal ka mikrosatelliite (Ellegren 2004). Siiski
on moned autorid leidnud, et taimede genoomi suuruse ja mikrosatelliitide
esinemissageduse vahel on hoopis negatiivne korrelatsioon (Morgante jt 2002). Seda on
pohjendatud sellega, et mikrosatelliite esineb vahe neis osades genoomi jarjestusest, mis on
seotud genoomi laienemisega nagu nditeks LTR (long terminal repeat) retrotransposoonid

(Morgante jt 2002), mida taimede suurtes genoomides on rohkesti.
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Mikrosatelliite vGib leida DNAs nii kodeerivas kui ka mittekodeerivas osas (Chistiakov jt 2006,
Téth jt (2000), kuid enamasti kasutatakse geneetiliste markeritena neid, mis esinevad
mittekodeerivas alas (Ellegren 2004, Frankham jt 2004). Mikrosatelliitidel ei ole seni
tuvastatud tuumas mingit omaette spetsiifilist funktsiooni, kuid nende suure varieeruvuse

tottu saab neid molekulaarsetes analiilisides hasti kasutada (Kalia jt 2010).

1.3.2 Kloroplasti ja mitokondri mikrosatelliidid

Eukarlootide genoomi vdib jagada kahte ossa: tuumagenoom ja organelligenoomid.
Taimedel esineb kogunisti kolm Uksteisest sGltumatut genoomi (tuuma-, mitokondri- ja
kloroplastigenoom) ning see on vdimaldanud vélja tootada neil pohinevaid erinevaid
mikrosatelliitide tehnikaid ja nende kaasamine analllsidesse on andnud efektiivseid
tulemusi populatsioonisisese varieeruvuse ja fiillogeneetiliste suhete uurimisel (Provan jt

2001).

Kui tuuma DNA markerid on head suhteliselt hiljuti toimunud evolutsiooniprotsesside
uurimise jaoks, siis mitokondriaalsed DNA markerid sobivad just evolutsiooniliselt vanemate
protsesside jaoks (Agarwal jt 2008). Siiski kasutatakse mitokondriaalseid markereid rohkem
loomadel, sest taimede mitokondri genoom on tunduvalt suurem, seal toimuvad sagedased
genoomisisesed Umberkorraldused ning selle evolutsioon on kuni 100x aeglasem kui
loomadel (Agarwal jt 2008). Just sellepéarast, et mitokondrites esineb suurel hulgal jarjestuste
Umberorganiseerumist, ei kasutata ka nende markereid (mikrosatelliite) fllogeneesi

rekonstrueerimisel nii sageli (Agarwal jt 2008).

Efektiivsemaid tulemusi on andnud kloroplasti mikrosatelliitide kasutamine. Nende abil on
vOimalik uurida flilogeneesi taksonite vahel, mis on valja kujunenud 100 000 kuni miljoni
aasta jooksul (Agarwal jt 2008). Kuigi algselt viidi enamik uuringuid labi mannilistega voi
muude kasutustaimedega (Provan jt 2001), siis ntlddseks on uuringuid rohkem ldbi viidud
(Balao jt 2010). Kloroplasti DNA markereid kasutatakse palju ka madalama taseme
sistemaatikaga seotud anallilisides, sest nad on hasti varieeruvad. Kloroplasti genoomis on
mutatsioonide kiirus ligi 3x suurem kui mitokondri genoomis, samas jadb see ikkagi alla

tuumagenoomi muteerumiskiirusele (Provan jt 2001).

15



Niisiis on tuuma ja organellide genoomide paralleelne kasutamine hea, sest ainult Uhe
genoomi analillsidele toetumine ei pruugi anda koikidele probleemidele vastuseid
(Sunnucks 2000). Igal meetodil on oma head kui ka halvad kiljed. Oluline siinkohal on veel
see, et kuna mitokondrid ja ka enamasti kloroplastid on paranduvad emaliini pidi, siis
peegeldavad nende genoomi jarjestusel tehtud analiitisid eelkdige just emaliini, mitte liigi kui
terviku evolutsiooni. Naiteks saab tuuma ja mitokondri genotiitipide voérdlemisel tuvastada

hibriide ning asimmeetrilist tagasiristumist (Sunnucks 2000).

1.3.3 Mikrosatelliitide kasutamine — eelised ja puudused

Erinevate molekulaarsete markerite, sealhulgas mikrosatelliitide kasutamine taimede
geneetilise mitmekesisuse uurimiseks on vaga laialdaselt levinud, osalt ka seetdttu, et terve
taimeriigi genoome ei ole véimalik ja ehk vdib-olla ka mottekas sekveneerida. Markerite
kasutamine on kaasa aidanud uuringutele, mis puudutavad taimede O0koloogiat, geneetikat,
evolutsiooni, taksonoomiat ning flilogeneesi (Agarwal jt 2008). Lisaks sellele on markerite
kasutamine wuurimiseks hea, sest see poOhineb ainult parilikkusel ning ei arvesta

keskkonnaefekte ning seni konstrueeritud hlpoteetilisi sugupuid (Agarwal jt 2008).

Mikrosatelliidid on molekulaarsetest markeritest enimkasutatavad mitmetel pd&hjustel.
Olulisemaks pohjuseks on see, et nad on suuresti varieeruvad ning laialdaselt levinud le
terve genoomi (Morgante ja Olivieri 1993, Kalia jt 2010). Lisaks sellele on nad poliimorfsed,
kodominantsed, suure eristusvdimega, suure mutatsioonikiirusega ning pdranduvad nii
emas- kui isasliinipidi ehk on biparentaalsed (Morgante ja Olivieri 1993). Mikrosatelliitide
kasutusvaldkondadeks on nditeks — populatsioonigeneetika, soo tuvastamine,
mitmekesisuse anallilisid, geenide kaardistamine ja nende asukoha kindlaks tegemine ning

sistemaatika ja fulogenees (Kalia jt 2010).

Palju on kasutatud ka AFLP (amplified fragment length polymorphism - amplifitseeritud
fragmentide pikkuse polimorfism) markereid, kuid Gerber jt (2000) naitasid, et 159 AFLP
lookuse vBime isadust tuvastada jai alla 6 polimorfse mikrosatelliidi omale. Lisaks sellele on
mikrosatelliitide puhul hea see, et analliliside tegemiseks piisab vdahesest materjalist ning
proove on v&imalik (naiteks etanoolis) sadilitada. See vdimaldab edaspidi analliside

kordamist voi kontrollimist (Selkoe ja Toonen 2006).
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Uheks suurimaks puuduseks mikrosatelliitide juures on see, et nendega tédtamine nduab
teatud eelteadmisi. Teada on vaja, milliseid praimereid saab soovitud ala amplifitseerimiseks
kasutada, lisaks sellele peab praimerite seondumisala olema erinevatel indiviididel sama
jarjestusega ehk siis korgelt konserveerunud (Selkoe ja Toonen 2006). Amplifitseerimisel
vOib esineda teisigi probleeme. Naiteks, kui monel indiviidil esineb mutatsioon praimeri
regioonis, voib kahest alleelist kas (iks voi koguni ka mdlemad amplifitseerimata jaada

(Selkoe ja Toonen 2006).

1.3.4 Mikrosatelliitide kasutamine populatsioonibioloogias ja ldhedaste liikide eristamisel

Mikrosatelliite kasutatakse palju ka populatsioonigeneetilistes anallilisides. Nende abil saab
uurida migratsiooni ning organismide omavahelist sugulust (Selkoe ja Toonen 2006), liikide
geneetilist varieeruvust, mis on oluline nii looduskaitselistel eesmarkidel (Arif jt 2010) kui ka
nditeks ilutaimede sordiaretuses (Fu jt 2008). Mikrosatelliitide abil on voimalik luua selgust
ka taksonoomiliselt keeruliste gruppide liikide vahelistesse suhetesse (Caddah jt 2013, Talve
jt 2013) ning lahendada fiilogeneesiprobleeme hiljuti lahknenud liikide omavaheliste suhete
kindlakstegemisel (Mitsui ja Setoguchi 2012, Farsi jt 2013). Samuti saab uurida, kas seni

maaratud liikidele on ka mikrosatelliitanalliliside toetus olemas (Kim jt 2012).

Nii naiteks uurisid Caddah jt (2013) mikrosatelliitide abil liigi Kielmeyera coriacea Mart. et
Zucc. kompleksi. Nimetatud liik on (iks tahtsamatest puittaimedest, mida vGib leida Brasiilia
Kesk-Laanepiirkonna kuivsavanni Cerrado aladelt. Liigiga Kielmeyera coriacea samasse
perekonda kuulub ka liik K. grandiflora (Wawra) Saddi. Selle liigi eristamine eelmisest on
olnud aga vastuoluline. Caddah jt (2013) uurisid mdélema liigi peale kokku 4 populatsiooni,
kusjuures mdlema liigi liks populatsioon oli eraldiseisev (allopatriline) ning teised kaks
populatsiooni olid kattuvad (slimpatrilised). Leiti, et simpatriline populatsioon koosneb
suurest hulgast hibriididest ning kuna populatsioon kasvab kohas, mis on tugevalt inimmaju
surve all, on véimalik, et just inimesed on loonud hiibriididele sobivad nisid (Caddah jt 2013),
mis on muutnud kahe liigi vahepealsed vormid kohasemaks. Tulemused kinnitasid liikide
suurt omavahelist sarnasust ning see vdib viidata nende liikide hilisele lahknemisele voi
introgressioonile. Samuti pole liikide vahel valja kujunenud taielik reproduktiivbarjaar

(Caddah jt 2013).
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Keerulise liikidekompleksiga on tegemist ka perekonnas robirohi (Rhinanthus L.). Kuna
perekonda kuulub ka haruldasi liike, on geneetilise mitmekesisuse uurimine selles
votmetdhtsusega. Perekonna robirohi liikide geneetilist mitmekesisust ning liikidevahelisi
suhteid uurisid Talve jt (2013), kasutades selleks mikrosatelliitmarkereid. Uuriti 6 liiki 15
populatsioonist, sealhulgas tootati valja ka uued mikrosatelliitpraimerid saarema robirohu
(Rhinanthus osiliensis (Ronniger et Saarsoo) Vassilcz) jaoks. Toos labi viidud Bayesi
struktuuranallisi pohjal selgus, et kaks liiki kuuest, vdike robirohi (Rhinanthus minor L.) ja
liik R. javorkae Soé on selgelt eraldiseisvad liigid, samas kui Glejaanud neli liiki — saaremaa
robirohi, rumeelia robirohi (R. rumelicus Velen.), R. wagneri Degen ja suur robirohi (R.
angustifolius C.C.Gmelin), moodustasid heterogeensed klastrid ilma selgete liigipiirideta.
Viimane olukord vdib olla podhjustatud nii liikide hilisest lahknemisest kui ka

hiibridiseerumisest ja introgressioonist (Talve jt 2013).

Viimasel ajal on mikrosatelliite edukalt kasutatud ka hiljuti lahknenud liikide omavaheliste
suhete kindlakstegemisel (Mitsui ja Setoguchi 2012). Nii naiteks uurisid Mitsui ja Setoguchi
(2012) perekonda Ainsliaea (sug korvoielised Asteraceae) kuuluvat 4 liiki, mis on levinud (le
Ryukyu saarte Vaikses ookeanis ning mille vahel on leitud arvestatav morfoloogiline ja
okoloogiline varieeruvus. Tulemustest selgus, et kaks liiki, mis on endeemsed saarestikule (A.
linearis Makino ja Ainsliaea oblonga Koidz.) on parinenud erinevatest eellastest ning ilmselt
on nendeks olnud saarel elavad mandrilt parinenud liigid (A. macroclinidioides Hayata ja A.
apiculata Sch. Bip.). Uued liigid said moodustuda tanu kohastumisele uutele elutingimustele:

Uleujutustele, uputustele ja kiirele voolule.

18



1.4 To60 eesmark ja toohlipotees

Euroopas reguleerib liikide ja nende elupaikade kaitset Euroopa NOukogu direktiiv
92/43/EMU, mille 1l ja IV lisas on vilja toodud ohustatud ning kaitset vajavad liigid. Selleks
aga, et loodus- ja liigikaitse saaks efektiivselt toimida, on vaja teada liikide oigeid
taksonoomilisi maaranguid ning omavahelisi suhteid (Frankham jt 2002). Kdesoleva t66
eesmargiks ongi uurida kaitstava liigi n6mmnelgi puhul, kuidas eristuvad tema alamliigid
Uksteisest geneetiliselt, kasutades mikrosatelliitide meetodit ning uurida, kas alamliikide
vahel esineb ka geograafilist varieeruvust. Toetudes eelnevatele morfoloogilistele
uuringutele ndmmnelgi ja molekulaarsetele uuringutele perekonna nelk kohta, seadsime t606

hiipoteesiks, et nGmmnelgi alamliigid Gksteisest geneetiliselt ei eristu.
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2. Materjal ja metoodika

2.1 Materjal

Geneetilise mitmekesisuse analiilsiks on korjatud proove neljalt ndmmnelgi alamliigilt:
subsp. arenarius, subsp. borussicus, subsp. pseudoserotinus, subsp. pseudosquarrosus.
Alamliiki bohemicus analiiGsidesse kaasatud ei ole, kuna see alamliik on darmiselt haruldane
ja materjal polnud kattesaadav. Materjal on parit viiest riigist: Rootsist, Eestist, Latist,
Leedust ning Ukrainast. Proovikohad on ndidatud joonisel 6. Kokku on proovid parit 30
erinevast populatsioonist, ihtekokku on analiilisi kaasatud 164 isendit. Kogutud alamliigid,

nende leiukohad, koordinaadid ning kogumise aeg on valja toodud tabelis 2.

Nelgi proovid koguti ajavahemikus 2001-2008. Eestist parit Mandjala (2008) proovid kogus
Silvia Pihu, (lejadanud Eesti populatsioonidest on materjal kogutud Eva-Liina Pruleri ja Ulle
Reieri poolt. Latist parit proovid on kogunud E.-L. Pruler ning Leedu ja Ukraina proovid on

korjanud S. Pihu ja U. Reier. Rootsist parit proovid saatis Mikael Lénn.

Leheproovid on kogutud juhuslikult valitud taimedelt, mis paiknesid Uiksteisele mitte lahemal
kui 1m. lgast populatsioonist korjati vdahemalt 6 isendilt leheproovid ning kuivatati
silikageelis. Igast proovikohast, valja arvatud Rootsist (looduskaitselistel pohjustel), koguti ka
ks naidiseksemplar, mida siilitatakse TU Loodusmuuseumi botaanika ja miikoloogia

muuseumi soontaimede herbaariumis (TU).
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Tabel 2 Analiilisides kasutatud ndmmnelgi alamliigid, populatsiooni liihendid, leiukohad, nende
koordinaadid ning kogumisaeg.

Alamliik Populatsiooni Riik Asukoht N | Laiuskraad | Pikkuskraad Aeg
tahistus
arenarius arEE Eesti Mandjala 10 58°12'48" 22°19'20" 2008
arEE Mandjala 2 6 58°12'48" 22°19'20" 2001-
2002
arEE Pakri 17 | 59°21'31" 23°54'18" 2001-
2002
arEE Tallinn 7 | 59°24'25,6" 24°44'12" 2001-
2002
arLA Lati Pavilosta 6 56°53'38" 21°11'14" 2005
arLA Burtiniek 6 57°05'0" 21°25'19" 2005
arLA Lierliebe 6 57°36'55" 22°07'16" 2005
arLA Mazirbe 5 57°39'44" 22°16'01" 2005
arLA Mesrags 6 57°18'55" 23°08'21" 2005
arLA Engure 6 | 57°10'35,1" | 23°13'07,4" 2005
arLE Leedu Pailgis 5 | 54°55'59,8" 25°40'00" 2004
arLE Marcinkonys 4 54°04'00" | 24°22'59,8" 2004
arRO Rootsi Havang 6 55°43'41" 14°11'35" 2005
arRO Vitemolla 6 55°42'49" 14°11'59" 2005
arRO Kivik 6 58°45'36" 15°12'28" 2005
borussicus boEE Eesti Lutepaa 5 57°55'01" 27°40'53" 2001-
2002
boEE Kabli 3 | 57°59'52,5" 24°26'35" 2001-
2002
boEE Kooraste 2 57°58'43" 26°37'34" 2001-
2002
boEE PGrja 3 58°03'53" 26°04'12" 2001-
2002
bolE Leedu Varena 5 54°13'01" 24°34'01" 2004
boLE Druskininkai 4 54°01'00" 23°58'01" 2004
boLE Balkasodis 4 | 54°16'59,8" | 23°58'59,8" 2004
bolLE Bitenai 5 55°04'00" 22°03'00" 2004
pseudoserotinus pseUK Ukraina Ternopilska 4 50°03'41" 25°38'04" 2007
pseUK Dubenska 5 50°07'05" 25°43'48" 2007
pseUK Ternopilska 2 5 50°05'33" 25°36'53" 2007
pseudosquarrosus psqUK Ukraina Cherkaska 4 49°43'49" 31°34'18" 2007
psqUK Cherkaska 2 3 49°43'46" 31°34'15" 2007
psqUK Mykhailivka 5 49°37'3,5" | 31°07'06,5" 2007
psqUK Cherkaska 3 5 49°50'41" 31°32'29" 2007
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Joonis 6 Alamliikide proovikohad

2.2 DNA analius

Laboratoorne analliiis viidi |abi Eva-Liina Pruleri poolt botaanika osakonna laboris vahemikus
2011-2012. Genoomne DNA eraldati silikageelist, kasutades CTAB meetodit (Doyle ja Doyle
1990). Eraldatud DNA lahustati 100 ul TE puhvris ja lahjendati 1:10 edasise poliimeraasi

ahelreaktsiooni (PCR) jaoks. DNA kvaliteet ja hulk maarati 1% agaroos-geelelektroforeesil.

Mikrosateliitmarkeritena on kasutatud eelnevalt perekonna nelk jaoks valja tootatud

markereid (Smulders jt 2000, Smulders jt 2002), mis on naidatud tabelis 3.
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Tabel 3 Analiiisis kasutatud mikrosatelliitmarkerid Smulders jt 2000 ja Smulders jt 2002 jargi.

Praimeri nr | Kordusmotiiv Praimeri jirjestus 5' - 3' Tm | Véarv | Markused

5'-CGT CAC AAG CTC TAA ATC TTT-3'
14 (CTT)10 , , 55°C | VIC | multilookus
5 -AAC CAA AAA CCC TTC TAA CAC-3

5'-CAA CAA TGA CAA CAA CAT CAG-3'
1 (CAA); _ , 55°C | PET
5'-TCT TCG ATT GTT GAA GCT AAG-3

5'-AAG AAG CAT GCA ATC ATC TT-3'
9 (GT)231 , . 55°C | PET
5 -CAT TAC AAT CAT ATC ACC CGT-3

5' -TTT ACG AAC AAA CGATCA TTT-3'
16 (A)ss-10 . . 55°C | PET
5 -CCT AAT CAA CAA CAA GTT TCT ATG-3

5'-GGT CTT AAT CTT TGT CAC TTT-3’
3 (TA)8 50°C | PET
5'-ACC CAT CAA AGT ACT CCA AAT-3’

5'-GCATTC GTT TTT CCT TCT ACT-3' )
12 (CTT),42 , ) 55°C | FAM | multilookus
5'-AAC AAC GTT CAG ACA ACC TAA-3

5'-ACG AGT GTC CAG GAT CG-3'
5 (TA), , : 55°C | NED
5'-CCC CTA TTG CAA ACT GC-3

5' -ATA ATT CAC TTA ACG GAA GGC-3'
7 (GT)2aa . , 55°C | PET
5' -AAT TAA GGT CCA CTA CAT CCC-3

5'-CAC TGA CGA CAC AGC TGA TGT-3'
2 (TA)7.1 . , 60°C | PET
5'-ACT CGT CCA AAC ACA AAC GAC-3

5'-CAC AAA CCT GAA AGT ACG ATC-3'
4 (T)231 . . 55°C | PET
5'-ACA TTC GAG CCC TCA TAT AAG-3

PCR anallis viidi labi mahus 20 ul, mille koostis oli jargnev: 1-2 pul DNA, 1x GoTaqg Flexi
puhver (Promega, Fitchburg, WI, USA), 0,2 mM (igat) dNTP, 0,25uM margistamata praimerit,
0,25 um fluoromarget, 0,03 um margisega seondumiseks sobiva lisajarjestusega praimerit,
varieeruvates kontsentratsioonides MgCl, ja MgS0,; ja 0,2 Uhikut GoTag Flexi DNA
polimeraasi (Promega). Margistel kasutati varve VIC, PET, FAM vG6i NED (Applied

Biosystems).
PCR viidi labi amplifikaatoril Techne TC-5000 jargnevates tingimustes:

1) Ettevalmistav DNA ahelate denatureerimine temperatuuril 95°C 5 minuti jooksul;
2) Seejarel 35 tsiklit jargmiselt:
e Denaturatsioon temperatuuril 95 °C 1 minuti jooksul;
e Praimerite seondumine DNA ahelatega temperatuuril 50-60°C 1 minuti jooksul;
e DNA siintees 72°C juures 1 minuti jooksul.

3) Lopuks DNA siinteesi lisaetapp temperatuuril 72°C 30 minuti jooksul.
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Fragmentanalliis  viidi labi tellimust66na Eesti Biokeskuse  tuumiklaboris
kapillaarelektroforeesimasinal 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems) ning
suurusmarkerina kasutati LIZ 500 (Applied Biosystems). Andmed loeti sisse kdesoleva t66

autori poolt kasitsi, kasutades programmi Peak Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems).

2.3 Andmeanallis

Andmeanallilis viidi labi t66 autori ja juhendaja koostd6ds. Andmeanaliilisi jaoks on
moodustatud regioonide ja alamliikide kaupa 8 metapopulatsiooni (tdhistatud vastavate
lihenditega tabelis 2), sest mGnedes populatsioonides oli liiga palju puuduvaid andmeid

nende eraldi anallitsimiseks.

Programmiga SPAGeDi 1.4 (Hardy ja Vekemans 2002) arvutati populatsioonide kohta
keskmine: alleelide arv (NA), efektiivsete alleelide arv (NAe), alleelirikkus (AR), Nei (1978)
geneetiline mitmekesisuse indeks (He), inbriidingu koefitsient (Fi) ja ordineerimata alleelide
arv (h). SPAGeDI analilside jaoks oli isendite arvu vdahendatud 142-ni, vdlja jaeti mitmete
praimerite osas puuduvate andmetega isendid. Populatsioonidevaheline fikseerumisindeks
(Fst) arvutati programmis R 3.1.0 paketiga polysat (Clark ja Jasieniuk 2011). Bayesi
struktuuranaliiis viidi 1abi programmiga STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard jt 2000). Analidis viidi
labi parast 10* sissetodtamisperioodi, Markovi ahelate Monte Carlo 10" kordustel.
Optimaalne klastrite arv leiti AK meetodil (Evanno jt 2005) ning visualiseerimiseks kasutati

Structure Harvesteri 0.6.92 (Earl ja von Holdt 2012).

Programmiga Genalex 6 (Peakall ja Smouse 2006) arvutati molekulaarne varieeruvus
(AMOVA), tehti peakoordinaatanalliiis (PCoA) ning leiti Mantel-testiga geneetilise ja
geograafilise distantsi seos. Dendrogramm koostati programmiga PHYLIP 3.69 (Felsenstein
2004), kasutades lahimnaabrimeetodit (neighbour joining, NJ). Puu vaatamiseks ja
toimetamiseks kasutati programmi FigTree v1.3.1 (Rambaut 2008). Andmeid kasitleti kahte
moodi: tetraploidsetena ning U(mberkodeerituna 01 andmeteks Genalexi ja PHYLIP

anallusides.
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3. Tulemused
3.1 Geneetiline mitmekesisus

T66s on uuritud nii populatsioonide sisest kui kdigi isendite keskmist geneetilist varieeruvust.

Alleelisageduste anallilsi tulemused on ndhtavad tabelis 4.

Ule kdigi populatsioonide oli alleelide keskmine arv (NA) 9,44 ja efektiivsete geenide arv
(NAe) 4,36. Keskmine geneetiline mitmekesisus (He) oli 0,7026 ning inbriidingukoefitsient
(Fi) 0,295. Keskmine ordineerimata alleelide hulk (h) oli 0,7253 ning alleelirikkus (AR) 3,37

(tabel 4). Geneetiline mitmekesisus (He) on kohandatud valimi suuruse suhtes (Nei 1978).

Alamliikide kaupa jai alamliigil arenarius geneetiline mitmekesisus (He) vahemikku 0,641 —
0,6778 ning inbriidingukoefitsient (Fi) vahemikku 0,036 — 0,318, kusjuures kdrgeim keskmine
geneetiline mitmekesisus ja vdikseim inbriidingukoefitsient esinesid Rootsist parit

populatsioonides.

Alamliigi borussicus puhul oli geneetiline mitmekesisus kdrgem (He=0,6106) Leedu
populatsioonides ning Eesti populatsioonides oli see keskmiselt 0,589. Inbriidingukoefitsient
oli suurem Eestist parit populatsioonides (Fi=0,318) ning vadiksem Leedu populatsioonidel

(Fi=0,216).

Ukrainast parit alamliigil pseudoserotinus oli geneetiline mitmekesisus (He) 0,7118 ning
inbriidingukoefitsient (Fi) 0,265 ning alamliigil pseudosquarrosus olid samad naitajad

vastavalt (He) 0,6534 ja (Fi) 0,125.

Suurim geneetiline mitmekesisus (He= 0,7118) ja alleelirikkus (arvatav alleelide arv 6
geenikoopia kohta, AR= 3,29) esines Ukraina pseudoserotinus populatsioonidel ning vdikseim
geneetiline  mitmekesisus (He=0,589) esines Eestist parit alamliigi borussicus

populatsioonides.

Madalaim inbriidingukoefitsient oli Rootsist parit arenarius populatsioonidel (Fi=0,036) ning
kérgeim Eestist korjatud alamliigi borussicus populatsioonidel (Fi=0,318). Uheski

metapopulatsioonis ei tulnud inbriidingukoefitsient negatiivne.
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Tabel 4 Alleelisageduste analiisi tulemused. N - alleelide arv, NAe — efektiivsete alleelide arv, AR -

alleelirikkus, He - geneetiline mitmekesisus, Fi - inbriidingu koefitsient, h -ordineerimata alleelide arv.

Metapopulatsioonide tahistused on toodud tabelis 2.

Populatsioon N NA NAe AR He Fi h
K&ik 142 9,44 4,36 3,37 0,7026 0,295 0,7253
arEE 40 6,22 3,67 3,08 0,6543 0,29 0,6543
arLA 35 7,33 4,06 3,14 0,6467 0,275 0,6467
arLE 6 4,33 3,73 2,98 0,641 0,25 0,641
arRO 18 5,56 3,82 3,13 0,6778 0,036 0,6778
bolLE 11 4,89 3,44 2,86 0,6106 0,261 0,6106
boEE 10 4,78 3,05 2,71 0,589 0,318 0,589

pseUK 10 5,33 4,42 3,29 0,7118 0,265 0,7118
psqUK 12 511 4,24 3,09 0,6534 0,125 0,6534

3.2 Geneetiline eristumine ning alamliikide vahelised suhted

Molekulaarse varieeruvuse anallilis (AMOVA) naitas, et alamliikide vaheline varieeruvus oli

3% (PhiPT= 0,03; p = 0,002), metapopulatsioonide vaheline varieeruvus oli 11% (PhiPT=

0,113; p=0,001) ning metapopulatsioonide sisene varieeruvus oli

86%

(joonis 7)

(PhiPT=0,139; p = 0,001). AMOVA tulemused on valja toodud tabelis 5. Arvutamisel kasutati

statistikut PhiPT, mis on F-statistiku analoog, kuid ei eelda populatsioonis Hardy-Weinbergi

tasakaalu, seega sobib kasutamiseks 01 andmetega.

Tabel 5 Molekulaarse varieeruvuse analiisi (AMOVA) tulemused, df = vabadusastmete arv, SS —
jadkhajuvuse ruutude summa, MS — keskruut, PhiPT - statistik. Populatsioonide all on m&eldud

metapopulatsioone.

Efekt df SS MS | Hinnanguline | % PhiPT o]
muutus vaartus
Alamliikide vaheline 3 | 288,959 | 96,320 0,771 3% 0,030 | 0,002
Populatsioonide vahel | 4 | 333,375 | 83,344 2,850 11% | 0,113 | 0,001
Populatsioonide sees | 156 | 3506,861 | 22,480 22,480 86% | 0,139 | 0,001
Kokku 163 | 4129,195 26,101 100%
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Joonis 7 Metapopulatsioonide sisene ja vaheline ning alamliikide vaheline molekulaarne

varieeruvus AMOVA jargi.

Metapopulatsioonide dispersioonimaatriksi pdohjal tehtud peakoordinaatanaliiiis (PCoA)
nditas, et alamliigid Uksteisest selgelt ei eristu. Samuti ei grupeeru kokku ka (hest
piirkonnast pdrit alamliikide isendid (joonis 8). 1. koordinaat seletas &ra 21,96%
varieeruvusest ning 2. koordinaat 17,38%. 3. koordinaat, mida joonisel ei ndidata, seletas

varieeruvust kdige vdhemal maaral — 7,8%.

Lisaks arvutati iga metapopulatsioonipaari kohta fikseerumisindeks (Fst). Fikseerumisindeks
naitab geneetilise struktuuri pdhjal, kui suur osa on populatsioonide vahelisest geneetilisest
varieeruvusest tingitud sellest, mis on ainuliksi populatsioonide vaheline, mitte sisene

varieeruvus. Saadud Fsyvaartused on vélja toodud tabelis 6.

Fikseerumisindeks oli kérgeim Leedust korjatud alamliigi arenarius ning Ukrainast parit
alamliigi pseudosquarrosus (Fs;= 0,073) populatsioonide vahel ning samuti ka Leedust
korjatud alamliigi arenarius ning Ukraina pseudoserotinus (Fst= 0,061) populatsioonide vahel.
Fikseerumisindeks oli madalaim Eestist parit alamliikide arenarius ja borussicus (Fst=0,019)
populatsioonide vahel. Leitud fikseerumisindeksi vaartused jaid vahemikku 0,01 — 0,073

(tabel 6).

27



2. koordinaat 17,38%

1. koordinaat 21,96%

@ arEE
M arlA
A arLE
X arRO
X boEE
® bolE
pseUK
psqUK

Joonis 8 Metapopulatsioonide vaheline peakoordinaatanaliilis (PCoA). Esimesed 2 telge
seletasid ara 39,34% koguvarieeruvusest. Metapopulatsioonide tdhistused on toodud vilja

tabelis 2.

Tabel 6 Fikseerumisindeksi (Fst) pohised metapopulatsioonide vahelised erinevused.

Metapopulatsioonide tahistused on toodud vilja tabelis 2.

arEE arLA arLE arRO bolLE boEE pseUK | psqUK

0 0,019 0,024 0,024 0,024 0,01 0,02 0,029 arEE
0 0,04 0,031 0,044 0,016 0,029 0,039 arLA

0 0,044 0,041 0,059 0,061 0,073 arLE

0 0,045 0,03 0,026 0,05 arRO

0 0,059 0,046 0,059 boLE

0 0,049 0,056 boEE
0 0,05 pseUK
0 psqUK
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Mantel-testiga leiti korrelatsioon analiilisitud isendite geneetiliste ja geograafiliste kauguste
vahel (r=0,123; p=0,002).
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Joonis 9 Korrelatsioon isendite geograafilise ja geneetilise kauguse vahel (r=0,123, p=0,002).

Bayesi struktuuranallilis tuvastas, et kdige parema struktuuri annavad 2 klastrit (AK= 76,63),
kuid natuke madalama AK, kuid siiski mdistliku tulemuse, 4 klastrit (AK= 4,69). M&lemal juhul
nditavad tulemused, et alamliigid omavahel ei eristu ning on moodustunud heterogeensed

grupid (joonis 10).

Kahe klastri moodustamisel moodustavad tihe grupi Eesti ja Lati arenarius ja Eesti borussicus.
Teise grupi moodustuvad Rootsi ja Leedu arenarius, Leedu borussicus ning Ukraina
pseudoserotinus ja pseudosquarrosus (joonis 10A). Paremini tdlgendatav on skeem, millel
klastrite arv oli 4. Sellelt on ndha, et Rootsist parit alamliigi arenarius populatsioonides
domineerib genotlilip, mida teistes populatsioonides on viahem, kuid mida siiski vGib leida
mingil maaral Eestist parit alamliigi arenarius populatsioonides. Selle skeemi pdhjal
omavahel sarnasemad Leedust parit borussicus ning Ukraina alamliigid pseudoserotinus ja
pseudosquarrosus. Samuti on omavahel l|dhedased Leedu arenarius ja borussicus

populatsioonid. Eesti ja Lati arenarius on omavahel sarnased ning neis leiduvat genotupi
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vOib leida ka Eestist parit alamliigi borussicus populatsioonides. Kaks alamliigi borussicus

anallisitud metapopulatsiooni on omavahel selgelt erinevad (joonis 10B).

arenarius borussicus pse psg

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

arenarius —borussicus ___pse  _psa

1.00
080
0.60
0.40
0.20

0.00

arkE arlA arlE arRO bolE bofE pseUK psqUK

Joonis 10 Bayesi struktuuranaltitisi graafiline kujutis. Graafikul 4A on ndidatud jagunemine 2
klastrisse (AK = 76,63, K=2), joonisel 4B nelja (AK= 4,69, K= 4). Iga vertikaalne tulp tahistab Ghte
isendit, mustad jooned tahistavad metapopulatsioonide piire. X-teljel on metapopulatsioonid,
tahised on vélja toodud tabelis 2 ning Y telg tahistab osakaalu, mille alusel indiviid on mingisugusesse
klastrisse kuuluv. Graafiku peal olevad nimed tdhistavad alamliike, sealjuures pse — pseudoserotinus
ning psq — pseudosquarrosus.

Lahimnaabri meetodi pdhjal koostatud kladogrammil alamliikide ega metapopulatsioonide
pohiseid klaade ei eristunud (joonis 11). Alamliikide vaheliste suhete iseloomustamiseks on
erinevad alamliigid kladogrammil tahistatud erinevate varvidega: alamliik arenarius —
punane, alamliik borussicus — roheline, alamliik pseudoserotinus — kollane, alamliik

pseudosquarrosus — sinine.
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Joonis 11 Lahimnaabri meetodil koostatud kladogramm. Tahistused: punane — alamliik arenarius,
roheline — alamliik borussicus, kollane — alamliik pseudoserotinus, sinine — alamliik pseudosquarrosus.
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4. Arutelu

Kaesolevas t60s uuriti mikrosatelliitmarkerite abil nelja ndmmnelgi alamliiki, millest ks
kuulub EL Loodusdirektiivi Il ja IV lisasse, mistdttu on oluline teada, kuidas ja mille poolest
erineb rangelt kaitstav alamliik teistest ndmmnelgi alamliikidest ning milline on selle

geneetiline mitmekesisus ja geneetiline eristumine teistest alamliikidest.

Mitmetes uuringutes on valja toodud, et ohustatud ja endeemsete liikide geneetiline
mitmekesisus kipub olema madal (Frankham 2003, Talve jt 2013). Siiski on kaesolevas t60s
ule koigi isendite leitud keskmine geneetiline mitmekesisus keskmisest kdrgem (He= 0,7026).
See voOib olla tingitud sellest, et ndmmnelgi puhul on tegemist tetraploidiga (Jalas ja

Suominen 1986) ja poliiploidide heterosiigootsus on Uldiselt kdrgem (Soltis ja Soltis 2000).

Ohustatud liikide probleemiks on tavaliselt vaikesed populatsioonide suurused ning sellest
tulenev ldhiristumine. Isendite arvu vahenemisel populatsioonides vdivad suureneda
inbriiding ja geenitriiv ja see omakorda viib alleelide arvu kadumisele ja geneetilise
mitmekesisuse langusele. NOmmnelgi uuritud metapopulatsioonides jai
inbriidingukoefitsient vahemikku 0,036 — 0,318, mis on madalam kui tdsiselt ohustatud
liikide populatsioonidel on ndidatud (Frankham 2003), kuid see voib olla jallegi tingitud
nommnelgi tetraploidsusest, poliiploididel ongi tldiselt inbriidingu tase madalam (Frankham
2003). Siiski ei tulnud Uhestki metapopulatsioonis inbriidingukoefitsient negatiivne, mis
nditab, et mingi lahiristumissurutis on olemas. Kuna I3hiristumissurutise kuhjumine
populatsioonides vGtab aega, siis madalate inbriidinguvaartuste esinemine ei pruugi

tdhendada, et populatsioonid valjasuremise eest kaitstud on (Frankham 2003).

Kaitstava alamliigi arenarius geneetiline mitmekesisus on kdige korgem Rootsi
populatsioonides (He= 0,6778) ning samuti esineb nende hulgas markimisvaarselt madal
inbriidingukoefitsient (Fi= 0,036). Ko&ige kehvemad naitajad geneetilise mitmekesisuse
anallisil ilmnesid Eestist kasvavatel alamliigi borussicus populatsioonidel (He= 0,589; Fi=

0,318).

Analliside tulemustest selgus, et ndmmnelgi alamliikide vahelised piirid on ebaselged,
seega leidis kinnitust t60 alguses esitatud hlipotees. Need tulemused on kooskdlas faktiga,

et alamliikide morfoloogilised tunnused on kohati kattuvad ja varieeruvad. Samuti ei eristu
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alamliigid Uksteisest ribosomaalse DNA [TS-jarjestuse pdhjal (Silvia Pihu avaldamata
andmed). ITS (internal transcribed spacer — transkribeeritav mittekodeeriv geenidevaheline
ala) piirkond on siistemaatilistes analiitsides Gheks enim kasutatavaks jarjestuseks, kuid see
ei pruugi sobida hiljuti lahknenud liikide uurimiseks, sest muutused ei ole akumuleerunud
ning rDNA jarjestuses esineb vahe varieeruvust (Mitsui ja Setoguchi 2012). Samuti on ITS
markerit perekonna nelk liikide uurimiseks Hiinas kasutanud Zhang jt (2002), kuid selgus, et
see ei ole parimaks markeriks, sest geneetilise materjali jarjestus leiti olevat

konserveerunud. See on ka p&hjus, miks kdesolevas t66s valiti mikrosatelliitmarkerid.

Bayesi struktuuranallitisil moodustusid heterogeensed grupid ning alamliikide kaupa eraldi
klastreid ei moodustanud. Evanno jt (2005) meetodil leiti, et optimaalseim jagamine oleks
kaheks, regioonide kaupa moodustasid Uhe grupi Eesti ja Lati populatsioonid ning teise
Ukraina, Rootsi ja Leedu omad. Samuti sobis Evanno jt (2005) meetodi jargi klasterdamine
neljaks rihmas. Sel juhul jaid regioonid lildjoontes samaks, vaid Rootsi populatsioonid olid
teistest eraldiseisvamad. Alamliikide populatsioonide sarnasust geograafilisest aspektist
toetab ka Mantel-testiga leitud statistiliselt oluline korrelatsioon asukoha ja geneetilise

kauguse andmete vahel.

Fikseerumisindeksi pdhjal leitud tulemused on kooskd&las Bayesi struktuuranaliitsilt saadud
tulemusega: omavahel on sarnasemad alamliikide metapopulatsioonid, mis on parit tGhest
piirkonnast: Lati ja Eesti ning Ukraina ja Leedu. Fsr pdhjal on Rootsi alamliigile sarnaseim
Eesti arenarius ja huvitaval kombel ka Ukraina pseudoserotinus. Ka Ukraina alamliigid olid
omavahel pigem (iksteisest erinevad. Kuna fikseerumisindeksi vaartused jadvad tavaliselt
vahemikku 0-1, sealjuures 0 tahistab olukorda, kus populatsioonid on identsed ning 1 seda,
et populatsioonid on geneetiliselt taiesti erinevad, Uiksteisest evolutsiooniliselt kauged liigid
(Pearse ja Crandall 2004), peab mainima, et t606s leitud indeksid on erinevuse naitamiseks

ikkagi liiga vaikesed.

Molekulaarse varieeruvuse analliis toetab samuti eelnevalt saadud tulemusi:
koguvarieeruvusest seletas alamliikide vaheline varieeruvus dra vaid 3%, samas kui
metapopulatsioonide vaheline varieeruvus oli 11% ning metapopulatsioonide sisene koguni

86%.
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Alamliikide vahelised vaikesed erinevused vdivad olla pdhjustatud nende hilisest
lahknemisest ning seetdttu ei ole liigipiirid joudnud veel vdlja kujuneda. Seda toetab Valente
jt (2010) uuring, milles vaideti, et Euroopas on perekonna nelk mitmekesisus plahvatuslikult
kasvanud viimase 1-2 miljoni aasta jooksul. Balao jt (2010) poolt ldbi viidud uuring toetab
kiire evolutsiooni hiipoteesi ning sealjuures tuuakse valja, et suurt rolli mangib ka isoleeritus
ja geograafia. See vOib olla nii ka ndmmnelgi puhul, kus alamliigid on Uksteisest
geograafiliselt eraldatud ning aja jooksul evolutsioneeruvad pigem piirkonniti sarnasemaks.
Olukorda, kus on olemas mingisugused erisused liikide morfoloogias ja 6koloogias, kuid
geneetilised markerid liikidevahelisi piire ei erista liikide hiljutise lahknemise t6ttu, on

taheldatud ka teistes taimeperekondades (Mitsui ja Setoguchi 2012).

Perekonnas nelk leidub keerulisi liigikomplekse veel ning geneetiliste markerite abil
avastatakse uusi liigikombinatsioone ning taksonoomilisi maaranguid. Nii naiteks on varem

kaks eraldi eksisteerinud liiki eraldatud Ghe liigi alamliikideks (Farsi jt 2013).

Alamliikide omavahelist sarnasust voib seletada ka nendevaheline hiibridiseerumine ning
introgressioon. See seletaks asjaolu, miks LdOuna-Rootsis kasvavad alamliigi arenarius
populatsioonid on mdnevdrra teistest uuringusse kaasatud alamliikidest erinevad. Nii naiteks
on Eestis kasvavatel alamliikidel arenarius ja borussicus leitud vahepealseid vorme (Kukk
1999), Rootsis aga uhtegi teist alamliiki ei esine. Hubridiseerumine (koos elupaikade
havimisega) on probleemiks paljudele endeemsetele ja haruldastele liikidele, selliseid
juhtumeid voib leida ka perekonnast nelk (Gargano jt 2009). Ka ks ndmmnelgi alamliikidest,
bohemicus, on vaga suures hdvimisohus just hibridiseerumise tottu (Rybka jt 2005, Kaplan

2012).

Kaesolevas t00s tehtud analliiside tulemuste pohjal selgus kokkuvottes, et alamliigid
omavahel geneetiliselt hasti ei eristu, pigem on erinevused regionaalsed. Tegemist vdib olla
ka aktiivselt evolutsioneeruva diinaamilise riithmaga nagu kogu nelgi perekond Euroopas
tegelikult on (Valente jt 2010). Looduskaitselisest seisukohast tdhendab see seda, et kaitsma
peaks kogu liiki, mitte Uksikuid alamliike, voi isegi kogu perekonda kui taksonoomiliselt
keerulist ja evolutsiooniprotsessis olevat slisteemi. Nii nditeks on soovitatud toimida ka
teiste sarnaste komplekside puhul (Ennos jt 2005). Hubridiseerumist on looduses

téendoliselt vOimatu véltida, seega olekski madistlik kaitsta diinaamilist mitmekesisust.
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Eestis on ndommnelgi alamliikidest esindatud Euroopa Loodusdirektiivi lisasse kuuluv alamliik
arenarius ning alamliik borussicus. Molemad kuuluvad LK Il kaitsekategooriasse, mis tagab
kaitse siiski mélemale alamliigile. Nommnelgi arvukust voib ohustada eelkdige elupaikade ja
kasvukohtade havimine vo&i rikkumine, s.0. ehitustegevus, aga ka vOsastumine,
metsastamine ning moningal maaral ka tallamine (eElurikkus). Seega tuleb ndmmnelgi
elupaikadele Eestis poorata suurendatud tahelepanu, sest kuna leiukohti on Upriski vahe
ning jatkuvate ohutegurite mojul vdib isendite arv vaheneda ning see tdstab ohtu
inbriidingule. Kuigi hetkel pole geneetiline mitmekesisus alamliikidel vaga madal, vdib see

siiski eelnevalt mainitud tegurite t6ttu vaheneda.

Kuigi meie tulemuste alusel alamliigid ei eristu ja erinevused on piirkondlikud, oleks
tapsemate fllogeneetiliste, taksonoomiliste ja looduskaitseliste jarelduste tegemiseks
vajalikud ka edaspidised uuringud. Nii nditeks oleks kasulik lisada juurde alamliikide andmeid
uutest piirkondadest, naiteks Soomest, Poolast, Valgevenest jm. Samuti tuleks kindlasti
holmata vaga haruldane alamliik bohemicus TSehhist. Veel oleks hea vérrelda saadud
tulemusi teiste samalaadsete tulemustega perekonnas nelk, et mdista, kas sarnane trend on
perekonnas veel levinud. Samuti tuleks edaspidi mdelda sellele, kuidas ja mille alusel
alamliike Uldse eristada saab ning milline v@iks olla nende taksonoomiline kuuluvus ning

looduskaitseline seisund.
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Kokkuvote

Nommnelk (Dianthus arenarius) on Euroopale endeemne pusik, millel on kirjeldatud 5
alamliiki. Kaks alamliikidest, subsp. arenarius ja subsp. bohemicus, kuuluvad Euroopa Liidu
loodusdirektiivi Il ja IV lisasse, seetdttu on oluline neid teistest eristada. Kuna alamliikide
morfoloogiline eristamine on varieeruvate ja raskesti méodetavate tunnuste tottu keeruline,

oli vajalik uurida alamliikide eristumist geneetiliste tunnuste alusel.

Too kaigus uuriti varieeruvust neljal ndGmmnelgi alamliigil: D. arenarius subsp. arenarius,
subsp. borussicus, subsp. pseudoserotinus, subsp. pseudosquarrosus. Proovid olid parit viiest
riigist: Rootsist, Eestist, Latist, Leedust ja Ukrainast ning anallilside tarbeks moodustati neist

8 suuremat (meta)populatsiooni. Geneetilist varieeruvust uuriti mikrosatelliitmarkerite abil.

Too6 hipoteesi kohaselt alamliigid geneetiliselt ei eristu ning hiipotees leidis kinnitust. Bayesi
struktuuranaliiisil alamliikide kaupa geneetiliselt sarnaseid gruppe ei moodustunud. Samuti
nditasid alamliikide sarnasust populatsioonide kohta arvutatud fikseerumisindeksi vaartused,
mis koik jaid alla 0,1. Mantel-testi abil leiti oluline seos geograafiliste ja geneetiliste kauguste
vahel, see on kooskdlas ka Bayesi struktuurianallilisi tulemustega — omavahel moodustasid
sarnasemad grupid Eesti ja Lati populatsioonid ning Ukraina ja Leedu populatsioonid. Nende
tulemuste pohjal olid Rootsist parit alamliigi arenarius populatsioonid teistest pigem

eraldiseisvamad, kuid ei saa vaita, et tegemist oleks eristumisega olulisel maaral.

Kuna ndmmnelgi puhul vdib tegemist olla aktiivselt evolutsioneeruva diinaamilise riihmaga,
oleks looduskaitselisest seisukohast oluline kaitsta kogu liiki, mitte ksikuid alamliike. Kuna
on teada, et nelgid on Euroopas hiljuti evolutsioneerunud ning ilmselt toimub lahknemine ka

praegu, oleks otstarbekas kaitsta ehk tervet nelgi perekonda.

Kuigi t606 tulemusena selgus, et alamliigid geneetiliselt ei eristu, on I6plike taksonoomiliste ja
evolutsiooniliste jarelduste tegemiseks vajalikud ka edaspidised uuringud. Tulevikus vdiks
anallisidesse lisada veel alamliikide populatsioone erinevatest regioonidest — naiteks
Soomest, Poolast, Saksamaalt ja Valgevenest ning tuleks kaasata ka haruldane alamliik

subsp. bohemicus TSehhist.
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Summary

Genetic variation among the subspecies of sand pink Dianthus arenarius L.

Dianthus arenarius is a perennial herb endemic to Europe. There are 5 subspecies described:
subsp. arenarius, subsp. borussicus, subsp. pseudoserotinus, subsp. pseudosquarrosus and
subsp. bohemicus. Two of them, subsp. arenarius and subsp. bohemicus, are mentioned in
the European Council directive 92/43/EEC as a species that needs protection, so therefore it

is important to differentiate them from the other subspecies.

As morphology-based differentiation of the subspecies is complicated, the aim of this thesis
was to study genetic variation and test the differentiation of the subspecies based on
microsatellite markers. For that, leaf samples from 4 subspecies (D. arenarius subsp.
arenarius, subsp. borussicus, subsp. pseudoserotinus, subsp. pseudosquarrosus) were
collected from 5 countries: Sweden, Estonia, Latvia, Lithuania and Ukraine. The variation was

studied based on 8 metapopulations (region x subspecies).

As a result of study it was found that subspecies do not differ genetically. The Bayesian
Structure analysis results showed heterogeneous groups with no groups by subspecies
formed. This result is consistent with the fixation index (Fst) values, which showed that the
differentiation between populations was minimal. Mantel test revealed significant
correlation between geographic and genetic distances and this result is in accordance with
the Bayesian Structure analysis results — populations from Estonia and Latvia formed one
cluster while populations from Ukraine and Lithuania formed another cluster. According to
the results, populations of subsp. arenarius from Sweden were partitioned from the others,

but not significantly.

Dianthus arenarius could be an evolutionally dynamic complex, so from the conservation
viewpoint it would be better to protect the entire species instead of some of its subspecies.
Also, it is known that carnations (Dianthus) have diversified very recently and rapidly in
Europe and the process is ongoing, so therefore it may be even advisable to protect the

whole genus.

Although we can draw the conclusion that the subspecies of Dianthus arenarius do not differ

at the genetic level, further studies are needed to make firmer decisions about taxonomy
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and phylogeny. It would be useful to add some more populations from the other countries
where Dianthus arenarius is present (e.g. Finland, Germany, Poland and Belarus) and also

the very rare subspecies bohemicus from Czech Republic.
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