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SANTRUMPOS

MIDNR — mitochondriné¢ DNR

PGR — polimeraziné grandininé reakcija (angl. polymerase chain reaction, PCR)

EDTA — etilendiamintetraacto rtgsties dinatrio druska (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid)
SDS — natrio dodecilsufatas

VU - paziaidziama risis (angl. vulnerable species)

SSR — paprasti sekos pasikartojimai (angl. simple sequence repeats)

STR — trumpi tandemy pasikartojimai (angl. short tandem repeats. )

SSLP — paprastos sekos ilgio polimorfizmai (angl. simple sequence length polymorphisms)
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SANTRAUKA

Nykstant miskams, nyksta ir laukiniy gyviiny namai, o kartu ir patys gyvinai. Fragmentacija
ir gyvenamosios aplinkos praradimas yra viena i$§ didziausiy grésmiy biologinei jvairovei visame
pasulyje. Kurtiniai yra laikomi indikatorine ri§imi, rodancia didele biologing jvairove miskuose.
Sios paukséiy rasies aptinkamumas siejamas su laukiniy gyviiny gausa misko buveinéje, zinduoliy
bei skirtingy pauksciy risiy jvairove. Todél apsaugos strategijos, skiriamos kurtiniams i§saugoti,
gali turéti teigiamg poveikj ne tik kurtiniams, bet ir kity misko risiy islikimui.

Baigiamojo darbo metu buvo siekiama jvertinti Lietuvoje (Viesvilés kurtiniy veislyne)
auginamy ir Baltarusijoje (Belovezo girioje gyvenanc¢iy) kurtiniy populiacijy geneting jvairove.
Naudojant Gamtos tyrimy centre, Molekulinés ekologijos laboratorijoje sukurtus TetrF ir TetrR
pradmenis, buvo pagausinti tiriamyjy individy mtDNR D-kilpos regiono fragmentai bei nustatytos
ju DNR sekos, identifikuoti 5 skirtingi haplotipai. Genotipuojant kurtiniy individus naudojant
mikrosatelitinius Zymenis pastebéta, kad tam tikri aleliai yra daznesni: 204 TUT1, 158 TUT2, 156
TUT3, 165 TUT4 ir 196 BG18 yra daZnesni Baltarusijos kurtiniy populiacijoje. PrieSingai, 160
TUT2, 152 TUT3 ir 169 TUT4 yra daznesni Lietuvos kurtiniy populiacijoje. Atlikty tyrimy metu
buvo pastebéta, kad nors tiriamy Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy populiacijy atstovai yra
genetiskai artimi vieni kitiems, laukinéje gamtoje auganciy Baltarusijos kurtiniy genetiné jvairové

yra didesné, ypac remiantis mtDNR seky rezultaty analize.
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SUMMARY

As forests disappear, so do the homes of wild animals, and consequently, the animals
themselves. Fragmentation and habitat loss are among the greatest threats to biodiversity
worldwide. Capercaillies are considered an indicator species, signifying high biodiversity in forests.
This bird species is associated with a wealth of wildlife, including forest mammals and various bird
species. Therefore, conservation strategies aimed at preserving capercaillies can have a positive
impact not only on the capercaillies themselves but also on the survival of other forest species.

The aim of this thesis was to assess the genetic diversity of the capercaillie populations in
Lithuania (Capercaillie Population Raised in Viesvilé Reserve) and Belarus (Capercaillie
Population in Biatowieza Forest). Using TetrF and TetrR primers developed at the Nature Research
Centre’s Molecular Ecology Laboratory, five haplotypes of the mtDNA D-loop among the studied
individuals were identified. Genotyping of capercaillie individuals using microsatellite markers
revealed that certain alleles are more common: 204 TUT1, 158 TUTZ2, 156 TUT3, 165 TUT4, and
196 BG18 are more frequent in the Belarusian capercaillie population. Conversely, 160 TUT2, 152
TUTS3, and 169 TUT4 are more frequent in the Lithuanian capercaillie population. The study found
that although the studied representatives of Lithuanian and Belarusian capercaillie populations are
genetically similar, the wild capercaillies in Belarus exhibit greater genetic diversity according to

the analysis of mtDNA sequence results.



[VADAS

Kurtinys (Tetrao urogallus) pasauliniu mastu néra laikomas nykstancia rasimi, ta¢iau
daugumoje Europos viety situacija yra skirtinga. Sie paukséiai yra iSnyke Airijoje, reintrodukuoti
Didziojoje Britanijoje, ir daugelyje Europos Saliy jtraukti j raudongsias knygas. Lietuvoje, remiantis
2015 mety BirdLife International (2015) European Red List of Birds duomenimis, buvo
suskaiciuota tarp 300 ir 400 kurtiniy. VieSvilés rezervatas yra vienintel¢ kurtiniy veisykla Lietuvoje,
skirta $ios rusies populiacijos atkiirimui laukinéje gamtoje. Todél Lietuvoje veisiamy kurtiniy
genetiniai tyrimai yra itin svarbiis, nes jie padeda kurti efektyvias Sios riiSies apsaugos strategijas.

Kurtiniai paprastai yra sésliis ir baikstiis pauks¢iai, vengiantys kontakto su Zmonémis.
Didziaja laiko dalj jie praleidZia ie§kodami maisto ant Zemés arba medziuose. Sie paukiiai yra
paplite nuo vakary Europos kalny iki centrinés ir ryty Europos, Skandinavijos, Rusijos bei Sibiro.

Didziausig grésme kurtiniams jy vakariniame paplitimo areale kelia gyvenamosios vietos
naikinimas, ypa¢ misky pertvarkymas j vienos rasies medienos plantacijas. Fragmentacija ir
gyvenamosios aplinkos praradimas yra viena i§ pagrindiniy grésmiy biologinei jvairovei visame
pasaulyje (Ezard, Travis, 2006). Mazéjant tinkamy kurtiniams gyvenamosios aplinkos fragmenty
dydziui ir didéjant jy izoliacijai, vietinés populiacijos tampa mazesnés ir labiau izoliuotos.

Kurtiniai yra laikomi indikatorine ri§imi, rodanéia didele biologing jvairove migkuose. Si
rusis yra susijusi su laukiniy gyviiny gausa, jskaitant misko zinduoliy ir pauksc¢iy raisis, turincias
jvairius ekologinius ir gyvenamosios aplinkos poreikius. Tod¢l apsaugos strategijos, skirtos
kurtiniams iSsaugoti, gali turéti teigiama poveik] ir kity miSko rasiy iSlikimui.

Darbo tikslas - naudojant mikrosatelitinius ir mitochondrinés DNR Zymenis istirti Lietuvos
(Viesvilés kurtiniy veislyne auginamy) ir Baltarusijos (Belovezo girioje gyvenanciy) kurtiniy
populiacijos geneting jvairove.

Darbo uzdaviniai:

1. Naudojant 5 mikrosatelitinés DNR Zymenis, genotipuoti Lietuvos ir Baltarusijos
kurtiniy populiacijas.

2. Palyginti genetinj atstuma tarp Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy populiacijy Principiniy
koordinaciy (PCoA) aSyse.

3. Nustatyti, kurie mikrosatelity lokusai yra statistiskai reikSmingai nuktrypg nuo
Hardzio-Weinbergo pusiausvyros.

4. Palyginti Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy mtDNR kontrolinio regiono sekoskaitos

rezultatus.



1. LITERATUROS APZVALGATokiy
1.1. Kurtinys (Tetrao urogallus)

Vakarinis kurtinys (Tetrao urogallus) (toliau kurtinys) — vienas stambiausiy Lietuvos miSky
pauksciy. Priklauso Aves (pauksciai) klasés Galliformes (vistiniai pauksciai) biirio Phasianidae
(fazaniniai) Seimos Tetrao (kurtiniai) genciai (Registry-Migration.Gbif.Org, 2023).

Savo dydziu ir plunksny spalvotomu yra lengvai atpazjstamas. Suaugusio patino plunksnos
pasizymi tamsiomis metaliSko blizgumo spalvomis. Sparnai tamsiai rudos beveik juodos spalvos su
baltomis démémis. Uodega ilga su baltomis démelémis, kurig tuoktuviy metu iSskleidzia
horizontaliai. Snapas §viesiai gelsvos spalvos, akys tamsios, vir$ jy yra rySkiai raudonas plikos odos
plémas. Patelés prieSingai nei patinai, yra perpus mazesnés, ryskiai raibos, turi Sviesiai rudas ir

pilkas plunksnas (1.1 pav.).

1.1 pav. Kurtinio patinas ir patelés (Capercaillie one of Scotland’s most endangered birds,
2022)

Kurtiniai gyvena miskuose ir medynuose, daugiausia spygliuo¢iy arba misriuose spygliuociy
ir lapuociy miskuose (Willebrand, Ahlén, 2013). Sie paukséiai mégsta didelius senus, Seséliy pilnus
misky plotus, drégnas dirvas, pelkétas vietoves, durpynus ar laukus tankiais virziy augaly
pomiskiais (McGowan, Madge, 2010). Ziema kurtiniams patinka gyventi atviresniuose miskuose, o
vasara — tankesniuose miskuose, kur gausu vaiskrimiy. Siy pauki¢iy patelés deda kiausinius nuo
balandzio vidurio iki birzelio vidurio, bet daugiausia geguze. Vienu metu iSperama nuo Sesiy iki

devyniy kiausiniy (1.2 pav.)(McGowan, Madge, 2010).



1.2 pav. Kurtiniy kiauSiniai (Capercaillie one of Scotland’s most endangered birds, 2022)

Lizdas - sekliai jdubgs, isklotas augaly lapais arba pauks¢iy plunksnomis, daznai randamas
tankioje augmenijoje, medzio papédéje (Harrison, Castell, 1998). Siauriniuose arealo regionuose
ziema kurtiniai daugiausia minta pusy spygliais. Pietiniuose arealo regionuose ziemos mityba yra
Ivairesné. Vasarg mityba yra praturtinama jvairiais spygliais, lapais, augaly stiebais ir jvairiy augaly
uogomis. Vabzdziai yra svarbis tik jauny kurtiniy mityboje. Kurtiniai daugiausiai sésliis, nors
ziema gali vietiSkai migruoti dél maisto poreikio (de Juana, Kirwan, 2012).

Nepaisant plataus paplitimo, kurtinys (Tetrao urogallus) daugelyje Centrinés Europos Saliy
yra priskiriamas nykstan¢ioms riiSims. Lietuvos raudonosios knygos (2021) duomenimis, kurtiniai
yra priskiriami pazeidziamiems (VU, angl. nuo vulnerable) taksonams (Rasomaviéius, 2021).

Kurtinio paplitimas tesiasi nuo vakary Europos iki centrinés Europos, Rusijos (1.3 pav.).
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1.3 pav. Kurtiniy paplitimo arealas ( Maria-José Bafiuelos ir kt., 2019).



Per pastaruosius 100 mety kurtiniy populiacija nuolat mazéja, to pasekoje vyksta populiacijos
fragmentacija ir daugelio mazy, izoliuoty grupiy iSnykimas. Pagrindinés priezastys, kodél T.
urogallus populiacija mazéja, yra gyvenamosios vietos nykimas dél netinkamy misky tvarkymy,
ekosistemy sutrikimai, pernelyg didelis medzioklés intensyvumas bei pramoniné tarsa ir plésruny
tankumo padidéjimas (Strzata ir kt., 2015). Vien Lietuvoje 2015 metais (BirdLife International
(2015) European Red List of Birds) buvo suskai¢iuota nuo 300 iki 400 kurtiniy.

Viesvilés rezervatas yra vienintel¢ Lietuvoje kurtiniy veisykla, skirta atkurti jy populiacija
laukinéje gamtoje. Dél to Lietuvoje veisiamy Kurtiniy genetiniai tyrimai yra labai svarbiis, nes jy

déka gauty duomeny pagrindu yra kuriamos jvairios $ios riisies apsaugos strategijos.

1.2 Populiacijy genetiné jvairove

Populiacijos genetika, tyrin¢janti geneting jvairove populiacijose ir jas formuojancias jégas,
yra svarbi sritis, turinti pla¢ias pritaikymo galimybes (Brookfield, 1996). Si disciplina Zenkliai
pazenge i priekj dél molekuliniy metody, kurie suteikia iSsamesnj supratimg apie viso genomo
jvairove (Charlesworth, 2010). Tokiy veiksniy, kaip mutacijos, genetinis driftas, geny srautas,
nattralioji atranka ir rekombinacija, sagveika yra ypa¢ svarbi formuojant geneting jvairove (Edwards
ir kt., 2022). Suprasti, kaip genetiné jvairové kei¢iasi laikui bégant, yra pagrindinis populiacijy
genetikos ir filogenetikos tikslas, kuris yra evoliucinés biologijos, gamtos apsaugos biologijos ir
susijusiy discipliny tyrimy pagrindas. Daugumoje empiriniy tyrimy, genetinés jvairoves pavyzdziai
yra imamas 1§ jau egzistuojanciy tyrimy Saltiniy, o genetiniy pokyc¢iy modeliai naudojami siekiant
interpretuoti, kokie veiksniai formavo stebimus désningumus (Lowry, 2010).

Genetin¢ jvairove yra itin svarbi populiacijos ar rusies savybe, nes taip populiacijos gali
pranasumu ar net biitinybe riisies i$likimui kai keiciasi aplinkos veiksniai (klimato kaita, naujos
rusys, parazitai, ligos). Dél Zmogaus veiklos didelé dalis gyviny riiSiy maz¢ja, dél to esame
Ipareigoti imtis atsakomybés ir taikyti sprendimo bei apsaugojimo priemones, risiy iSsaugojimui
(Ceballos ir kt., 2015). Pirmasis prioritetas kalbant apie populiacijy ir rii$iy i§saugojima, yra
natiiraliy gyvenamuyjy viety (pavyzdZziui misky) iS§saugojimas. Nors tai néra visada jmanoma, net
kartais gali biiti per vélu. Genetiné jvairové turéty buti tyrinéjama visose risyse, ypac jau
nykstanciose. Norint tirti populiacijos geneting jvairove bei gimininguma ,tarp individy ir
populiacijy, ar joS nebuvimg, daznai naudojamas mikrosatelity analizés metodas. Aleliy dazniai gali
biti lyginami tarp populiacijy, o genetiné strukttira populiacijy grupése. Aleliy skaicius
kiekviename analizuotame lokuse yra svarbus rodiklis kartu su heterozigotiSkumu ir genotipavimu
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(Linlekken, 2017). Siekiant pagerinti ekonomiskai svarbiy riiSiy augima bei i§gyvenima, reikia
uztikrinti populiacijy ir rGsiy dauginimasi. Tai padaryti galima pasirinenkant tinkamiausias poras
kryzminimui, formuojant gyviiny poras su pageidaujamais genais (Matsumoto ir kt., 2017). Nors
yra placiai manoma, kad didelé genetiné jvairové yra tiesiogiai susijusi su rusies s€kmingumu, yra ir
tokiy gyviiny risiy, kurie nepaisant mazos genetinés jvairovés yra sékminga rtsis. Vienas 18
pavyzdziy yra Afrikos gepardas (Acinonyx jubatus), jy tikétinas heterozigotiSskumas yra mazesnis
nei 0,0153, taciau §i risis gamtoje nerodo jokiy inbridingo pozymiy (sumazéjes vaisingumas,
1Sgyvenimas, deformacijos) (MeiBner ir kt., 2023). Dar viena sékmingos rtiSies su maza genetine
jvairove pavyzdys yra dvi albatrosy rasys: klajojantis albatrosas (Diomedea exulans), paplites Piety
juroje, veisiasi SeSiose salose, kur jy skaicius siekia deSimtis tukstanciy, ir Amsterdamo albatrosas
(Diomedea amsterdamensis), paplitgs Amsterdamo salose, Indijos vandenyne (Nel ir kt., 2003).
Kuo mazesné genetiné jvairové ir populiacijos dydis, tuo didesné genetinio dreifo bei butelio
kaklelio efekto (angl. bottleneck effect) tikimybé (Markert ir kt, 2010). D¢l artimai bendraujanéiy
giminingy pory, populiacijg gali iStikti inbridingo depresija su aleliy praradimu (mazo daznio).
Nepaisant to, vidutinio dydzio laukinése populiacijose inbrydingas nebiitinai yra zalingas. Taip yra
deél to, nes tokio tipo inbrydingas gali lemti recesyviniy kenksmingy aleliy pasalinima, ko pasekoje,
populiacija gali tapti labiau prisitaikiusia prie savo aplinkos (Lopez-Cortegano ir kt., 2016).
Nykstanciy riiSiy populiacijos paprastai yra mazos ir izoliuotos. D¢l to jos yra linkusios j
stochastinius demografinius jvykius arba genetinius procesus, kurie padidina iSnykimo tikimybe
(Frankham, 2015). Todél svarbu gamtos apsaugos pastangomis stebéti Sias izoliuotas populiacijas

tiek individy skaiciaus pokyciy, tiek genetinés jvairoves lygio atzvilgiu (P Hare ir kt., 2011).

1.3 DNR mikrosatelitiniai Zymenys

Mikrosatelitai (nuo 1 iki 10 nukleotidy) ir minisatelitai (daugiau nei 10 nukleotidy) yra
tandeminiy pasikartojimy (TR) subkategorijos, kurios kartu su dominuojanciais i$sklaidytais
pasikartojimais (arba transpozoniniy elementy lieckanomis) sudaro genominius pasikartojancius
regionus. TR yra evoliuciSkai svarbils dél savo nestabilumo. Jie mutuoja 103 ir 106 kartus per
lastelés kartg (Gemayel ir kt., 2012). Mikrosatelitai, paprasti sekos pasikartojimai (SSR, angl.
simple sequence repeats), trumpi tandemy pasikartojimai (STR, angl. short tandem repeats. ) ir
paprastos sekos ilgio polimorfizmai (SSLP, angl. simple sequence length polymorphisms) randami
tiek prokariotuose, tiek eukariotuose. Jie yra placiai paplite visame genome, ypa¢ koduojancioje ir
nekoduojancioje branduolio bei organeliy DNR (Pérez-Jiménez ir kt., 2013). Apskritai galima
teigti, kad SSR pasikartojimy daZnis geny regionuose yra mazesnis, nes SSR pasizymi dideliu
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mutacijy dazniu, kuris gali pakenkti geny ekspresijai. Tyrimai rodo, kad koduojanciuose regionuose
vyrauja tri- ir heksanukleotidinio tipo SSR, nes atrankos spaudimas prie$ mutacijas, kei¢iancias
skaitymo rémelj (angl. reading frame), yra stiprus (Xu ir kt., 2013). SSR gali atsirasti ir
koduojanciuose regionuose, sukeldami pasikartojanciy seky atsiradima baltymy sekose. Tyrimai
baltymy seky duomeny bazése parodé, kad tandemy pasikartojimai yra dazni daugelyje baltymy, ir
mechanizmai, dalyvaujantys jy susidaryme, gali prisidéti prie spartesnés baltymy evoliucijos (Katti
ir kt., 2000). SSR galima klasifikuoti pagal motyva j kelias grupes: tobuli (angl. perfect), jei
sudaryti tik i§ vieno motyvo pasikartojimy; netobuli (angl. imperfect), jei tarp pasikartojimy
atsiranda pora baziy, nepriklausan¢iy motyvui; pertraukti (angl. interrupted), jei j motyva jterpiama
keliy baziy pory seka; arba sudétiniai (angl. composite), jei susidaro iS keliy gretimy,
pasikartojan¢iy motyvy (Olivera et al., 2006). Mikrosatelitiniai Zymenys yra labai naudingi tiriant

populiacijos struktiirg, geneting jvairove bei evoliucinius procesus (Vieira ir kt., 2016).

1.4 Mitochondrinés DNR Zymenys

Mitochondrijos yra dinamiskos ir vienos svarbiausiy organeliy, jos yra randamos beveik
visose eukariotinése lgstelése, kuriy pagrindiné funkcija yra adenozino trifosfato (ATP) gamyba. Be
to, mitochondrijos dalyvauja lipidy ir aminortig§¢iy apykaitoje ir atlieka svarby vaidmenj jvairiuose
lasteliy procesuose, tokiuose kaip lgsteliy proliferacija, apoptoze ir Igsteliy diferenciacija (Sato &
Sato, 2013). Taip pat, mitochondrijos turi savo genoming DNR, kurioje kiekviena mitochondrija,
kaip manoma, turi nuo vienos iki deSimties mitochondrinés DNR kopijy. Vienoje gyvino lasteléje
galima atrasti net keletg tiikstanc¢iy mtDNR (Wiesner ir kt., 1992). Daugelyje lytiniu budu
besidauginanéiy gyviiny yra pastebimas motininés mtDNR paveldimumas. Sj ne-Mendelinj
paveldéjimo modelj galima paaiskinti keliais galimais mechanizmais, tokiais kaip mtDNR kiekio
sumaz¢jimas spermatogenezés metu arba jos paSalinimas i§ brandziy spermatozoidy. Kitos mtDNR
praradimo zigotoje prieZastys apima: po apvaisinimo vykdoma selektyvi tévinés mtDNR
degradacija ar net visos tévinés mitochondrijos sunaikinimas (Sato & Sato, 2011). MtDNR yra
idealus Zymuo molekulinés jvairovés tyrimuose. Taip yra dél to, nes mtDNR gali bati klonuojama,
paveldima, jos molekuliné evoliucija yra neutrali arba beveik neutrali (Galtier ir kt., 2009).
Mitochondrinés DNR lgsteliy lygmenyje esanti jvairové vadinama heteroplazmija (angl.
heteroplasmy). Dél minimalios rekombinacijos mtDNR, bet koks atsiradgs polimorfizmas gali bati
tiksliai nustatomas filogenetiniame medyje (Dowling, 2014).

Eksperimentiniuose tyrimuose mtDNR yra santykinai lengvai amplifikuojama, dél jos didelio

kopijy kiekio lastelése (Galtier ir kt., 2009). Natiiraliose populiacijose mtDNR yra labai varibili del
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padidéjusiy mutacijy daznumo. Tai gali suteikti informacijos apie populiacijy istorijg. Variabilios
sritys (kontroliniai regionai) paprastai yra ribojamos labai konservatyviy sri¢iy, kuriose galima
sukurti PGR pradmenis (Bensasson ir kt., 2001). Mitochondriné DNR yra viena pigiausiy ir

patogiausiy zymeny genetingés jvairovés tyrimuose.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Kurtiniy méginiai

Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy populiacijos magistrinio darbo tyrimams atlikti panaudoti 16
paukscéiy meéginiai. Lietuvos kurtiniy populiacijos méginiai (9 individy plunksnos) buvo surinkti
Viesvilés rezervate, Lietuvoje. Tuo tarpu, Baltarusijos méginiai (7 individy Sirdies ir kepeny
audiniai) 2016 metais buvo surinkti Belovezo girios teritorijoje prie Baltarusijos ir Lenkijos sienos

(2.1 pav.) ir laikyti 70 proc. etanolyje.

) v oy ) v v perl) e L) an

e s ‘: T y Republic of Belarus
.

Zry = T =y E T T B

2.1 pav. Belovezo girios zemélapis (UNESCO World Heritage Convention, 2014)

2.2 Eksperimentine dalis

2.2.1 DNR skyrimas

Genominé DNR buvo i$skirta 1§ 9 individy plunksny ir 7 individy Sirdies arba kepeny audiniy
naudojant DNR i$skyrima pagal Aljanabi ir Martinez (1997) metodika.

I 1,5 ml tiirio Eppendorf mégintuvélj, su 400 pl druskos homogenizuojanciu tirpalu (0,4 M
NaCl, 10 mM Tris-HCI (ph 8,0), 2 mM EDTA (ph 8,0)), jnestas 50 mg audinys arba 0,5-1 cm ilgio
plunksnos spyglio bazalinis gabaliukas yra homogenizuojamas stiklinémis lazdelémis. Tuomet, |
kiekvieng mégintuvelj jpilama 40 pl 20 proc. SDS (natrio dodecilsulfatas) ir 8 pl 20 mg/ml
Proteinazés K (fermentas). Tada viskas yra gerai iSmaiSoma ir inkubuojama termostate 1 valanda
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65°C temperatiiroje. Po inkubacijos j mégintuvélius jdedama 300 pl 6 M NaCl, gerai iSmaisius
(purtykle 20 s) centrifuguojama (Centrifuge 5415 R Eppendorf) 15 minuciy, 10000 aps/min greiciu.
Nucentrifugavus esantis supernatantas yra perpilamas j Svary mégintuvélj ir uzpilamas 500 pl
izopropanoliu bei gerai iSmaiSius jdedama 24 valandoms j Saldiklj (-20°C). ISémus mégintuvélius
vykdomas centrifugavimas (15 min, 10000 aps/min greiciu). ISpylus supernatanta, ant nuosédy
uzpilama 200 pl 70 proc. etanolio. Tada etanolis yra nupilamas ir nuosédos dziovinamos kambario
temperattiroje 30 min. Ant i§dZiuvusiy nuosédy uzpilama 200 pl dejonizuoto vandens. Nuosedo
gerai iSmaiSomos ir iStirpinamos.

ISskirtos DNR koncentracija matuojama spektrofotometru (IMPLEN NanoPhotometer). DNR
kokybei jvertinti buvo panaudota elektroforezé 1,5 proc. agarozés gelyje. Elektroforezé vykdoma
(Biocom MP-300V) 30 min. 90 V jtampoje. Po elektroforezés gelis vertinamas UV $viesoje bei

nufotografuojamas Biometra BioDoc Analyze aparate naudojant BioDocAnalyze programa.

2.2.2 Polimeraziné grandininé reakcija (PGR)

2.2.2.1 mtDNR kontrolinio regiono zymenys

Gamtos tyrimy centro (GTC) Molekulinés ekologijos laboratorijoje sukurti specifiniai
kurtiniy pradmenys, kurie amplifikuoja 553 bp ilgio fragmentg - pirmieji mitochondrinés DNR
kontrolinio regiono nukleotidai (CRI - variabiliausias kurtiniy gentyje (Bajc ir kt., 2011)). TetrF
(tiesioginis pradmuo) 5°-TTCTCAACTACAG GAACAACAAA-3¢ ir TetrR (atvirkstinis pradmuo)
5‘-GGGGAGAATAATGCACAGATG-3 .

Polimeraziné grandininé reakcija atlikta naudojant GeneAmp PCR System 9700 termocikler;.
Kiekviena PGR reakcija atlikta 25 pl tiryje. Vienos reakcijos komponentai: 5 pl i$skirtos
genominés DNR, 12,5 ul DreamTaq DNR polimerazés miSinio (Thermo Fisher Scientific Baltic,
Lietuva), 0,5 pl tiesioginio TetrF ir 0,5 pl atvirkstinio TetrR pradmens, 6,5 pl vandens be nukleaziy
(Thermo Fisher Scientific Baltic, Lietuva). PGR salygos: pradiné denatiiracija vykdyta 2 min 94 °C
temperatiiroje, 33 amplifikacijos ciklai (ciklo denatiiracija 94 °C temperattiroje, 1 min.; ciklo
pradmeny prijungimas 59 °C temperatiiroje, 30 s; ciklo prailginimo zingsnis 72 °C temperatiiroje, 1

min.) ir galutinis prailginimo Zingsnis 72 °C temperatiiroje, 5 min.

2.2.2.2 Mikrosatelitinés DNR Zymenys
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Baigiamojo darbo metu pasirinkti 5 hipervariabiliis mikrosatelitinés DNR lokusai: TUTT -

TUT4 bei BG18 (2.1 lentelé)(Segelbacher ir kt., 2000).

2.2 lentelé.Kurtiniy mikrosatelitinés DNR lokusai ir jy charakteristika ((Segelbacher ir kt., 2000)

Pasikartojimy ] Prisijungimo
Lokusas Pradmens seka (5'-3") ) Dydis, bp
tipas temperatura, °C
F: GGTCTACATTTGGCTCTGACC
TUT1 (CTAT)1, 217 60
R: ATATGGCATCCCAGCTATGG
F: CCGTGTCAAGTTCTCCAAAC
TUT2 (GATA)1 160 60
R: TTCAAAGCTGTGTTTCATTAGTTG
F: CAGGAGGCCTCAACTAATCACC
TUT3 (TATC)us 154 60
R: CGATGCTGGACAGAAGTGAC
F: GAGCATCTCCCAGAGTCAGC
TUT4 (TATC)e 179 60
R: TGTGAACCAGCAATCTGAGC
F: CCATAACTTAACTTGCACTTTC
BG18 (CTAT)17 52
R: CTGATACAAAGATGCCTACAA 168

PGR atliktas tuo paciu principu kaip ir minéta anksciau 2.2.2.1 poskyriuje. PGR salygos:

pradiné denatiiracija vykdyta 5 min 95 °C temperatiiroje, 35 amplifikacijos ciklai (ciklo

denatiiracija 94 °C temperatiiroje, 45 s; ciklo pradmeny prijungimas 56 °C temperatiiroje, 45 s;

ciklo prailginimo Zingsnis 72 °C temperattroje, 45 s) ir baigiant galutiniu prailginimo Zingsniu

72 °C temperatiiroje, 5 min.

2.2.2.3 PGR produkty jvertinimas ir paruoSimas sekvenavimui

Amplifikuoty mtDNR kontrolinio regiono fragmenty dydis buvo nustatytas atliekant

elektroforeze 1,5 proc. agarozés gelyje naudojant Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus 30 min. 90

V jtampoje. Po elektroforezés gelis vertinamas UV Sviesoje bei nufotografuojamas Biometra

BioDoc Analyze aparate naudojant BioDocAnalyze programa. Tuo paciu principu jvertinta ir

mikrosatelitinés DNR lokusy fragmentai.

Sékmingai amplifikuoty mikrosatelitinés DNR fragmenty i§skyrimui ir tolimesnei analizei

buvo naudojama vertikali elektroforezé 10 proc. poliakrilamido gelyje (20 ml 40 proc.

akrilamido:1,4 proc. bis-akrilamido tirpalo, 8 ml 10X TBE buferio, 52 ml distiliuoto vandens, 154

ul TEMED ir 540 pl 10 proc. APS tirpalo). Pirmame Sulinélyje buvo jvesti 4 ul Gene RulerTM

50bp DNA Ladder, o j kitus Sulinélius — po 10 pl amplifikuotos DNR tirpalo, sumaiSyto su 4 pl 6X
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Loading Dye Solution ir 40 proc. sacharozés tirpalu. Tada buvo vykdoma elektroforezé omniPAGE
Maxi Plus, 30 x 22 cm Dual aparate (BiocomDirect) 3,5 valandas (15 min. esant 120 V jtampai ir 3
val. 15 min. esant 220 V jtampai). Po elektroforezés gelis buvo 15 min. dazomas etidzio bromido
tirpale, véliau stebimas UV Sviesoje ir nufotografuojamas naudojant BioDoc Analyze aparata
(Biometra).

Mitochondrinés DNR kontrolinio regiono PGR produktai buvo paruosti sekvenavimo
reakcijoms naudojant egzonukleaziy rinkinj. 5 pl PGR misinio (kuriame yra padaugintas norimas
fragmentas) sumaiSoma su 0,5 pl egzonukleazés I ir 1 pl FastAP egzonukleazés. Reakcija vykdoma
Mastercycler personal (Eppendorf) termocikleryje, pirmiausia 5 minutes 37°C temperatiiroje, o

véliau 15 minuciy 85°C temperatiiroje.

2.2.2.4 Sekvenavimas

Ciklinio sekvenavimo reakcijos buvo paruostos naudojant BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) 0,2 ml tiirio mégintuvéliuose, bendrame 10 pl reakcijos
taryje, laikantis gamintojo protokolo (Applied Biosystems 2002). Reakcijoje buvo 3,2 pmol
reikiamo pradmens (TetrF arba TetrR) ir 20 ng egzonukleazémis iSvalyto PGR produkto. Reakcijos
buvo atliktos Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) termocikleryje. Pirmiausia buvo
atliktas denatiiracijos zingsnis 1 min. 96°C temperatiiroje, po to reakcija vyko per 25 ciklus
(denatuiracija 10 s esant 96°C temperatiirai, pradmens prisijungimas 5 s esant 50°C temperatiirai ir
prailginimo Zingsnis 4 min. esant 60°C temperatiirai), galiausiai atSaldant iki 4°C temperatiiros.

Produktams i$gryninti buvo panaudotas etanolio/EDTA/natrio acetato precipitacijos metodas.
Pirmiausia, ciklinio sekvenavimo reakcijos tirpalas buvo perkeltas j naujus 0,5 ml tiirio
meégintuvelius. | kiekviena jy buvo pridéta po 1 pl 125 mM EDTA tirpalo, 1 pl 3 M natrio acetato
tirpalo (Fermentas) ir 29 ul 95 proc. etanolio. Mégintuvéliai buvo gerai supurtyti naudojant Desaga
MM1 aparatg, trumpai centrifuguoti su Centrifuge 5415R (Eppendorf) centrifuga ir palikti 15 min.
kambario temperatiiroje. Po to mégintuvéliai buvo centrifuguoti 20 min. 13200 aps/min greiciu. I§
kiekvieno meégintuvélio, nelie€iant jo sieneliy, automatine pipete buvo pasalintas visas tirpalas.
Tuomet buvo pridéta po 70 pl 70 proc. etanolio, supurtyta ir centrifuguota 10 min. 13200 aps/min
greidiu. Sis etapas buvo pakartotas du kartus. Atidengti mégintuvéliai buvo laikomi 30 min.
kambario temperatiiroje. Véliau buvo pridéta po 10 ul Hi-DiTM formamido (Applied Biosystems),
mégintuveliai buvo supurtyti ir trumpai centrifuguoti. Galiausiai méginiai buvo denatiiruojami 95°C
temperatiiroje 2 min. ir atSaldomi iki 4°C temperatiiros naudojant Mastercycler personal

(Eppendorf) termociklerj.
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Sekos buvo nustatytos Gamtos tyrimy centro (GTC) Molekulinés ekologijos laboratorijoje,
naudojant 8 kapiliary 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/HITACHI) genetinj analizatoriy.
Reakcijos buvo atliktos 96-Well Optical Reaction Plate (Applied Biosystems) plokstelése pagal
gamintojo protokolg (Applied Biosystems 2009). Pirminé nustatyty seky analizé buvo atlikta

naudojant 3500 Data Collection Software Version 1.0.0 programing jrangg.

2.3 Duomeny analize

Po fragmenty analizés genetiniu analizatoriumi, kiekvienas gautas elektroferogramos failas
buvo atskirai analizuojamas naudojant GeneMapper programg. GeneMapper programa sukuria
elektroferogramos failg kaip grafika, kuris rodo santyking dazy koncentracija ir laika, koreguota
pagal DNR dydj. Mikrosatelitinés DNR fragmenty analizés elektroferograma sudaro dvi asys —
fluorescencijos intensyvumas ir fragmento dydis. Priklausomai nuo naudojamo dazo
(fluorochromo), fluorescencijos spalvos elektroferogramose gali skirtis. Aleliy vertinimas lokuse
buvo atlickamas atsizvelgiant j auks¢iausiy bangy aukstj ir jy bei Salia esan¢iy bangy profilius.
Individai, kuriy elektroferogramose matomos dvi aiskiausios, auks¢iausios bangos reikiamame
lokuse, buvo vertinami kaip heterozigotiniai, o su viena aiskia auk$¢iausia banga — kaip
homozigotiniai.

Tirty mikrosatelitinés DNR lokusy aleliy dazniai, HO (stebimas heterozigotiSkumas), HE
(tikétinas heterozigotiSkumas) ir nuokrypis nuo Hardzio-Vainbergo pusiausvyros (HVP) buvo
apskaiciuoti naudojant GenePop 4.7.5 programa. GenAlEx programa buvo panaudota genetiniams
atstumams pagal Nei tarp Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy populiacijos im¢iy apskaiciuoti.
Naudojant tg pacéig programa, buvo apskai¢iuoti aleliy daznis, Na (skirtingy aleliy skai¢ius), Ne
(efektyvus aleliy skaiCius), Shannon'o informacinis indeksas ir molekuliné variacija.

Po sekoskaitos gautos mtDNR D-kilpos sekos buvo perzitrimos naudojant CHROMAS 2.6.6
programg. Kiekviena seka buvo atskirai perzitréta dél neaisSkiy nukleotidy ir galimy klaidingy
nukleotidy persidengimy; radus tokius, buvo jvertintas pozicijos patikimumas ir klaidos buvo
rankiniu budu koreguojamos. Seky palyginimai buvo atlikti MEGA 11 programoje naudojant
ClustalW algoritmg. Haplotipy nustatymui buvo panaudotos CHROMAS 2.6.6, dnasp 61203 ir
Popart 1.7 programos. Haplotipy tinklas buvo nubraizytas naudojant Popart 1.7 programa. Lietuvos
ir Baltarusijos kurtiniy dendrograma buvo sudaryta kaimyny jungimo (angl. neighbour joining, NJ)
metodu, jos patikimumas jvertintas pradinés jkelties (angl. bootstrap) testu, pritaikius 1000

permutacijy ir naudojant MEGA11 programa.
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3. REZULTATAI

3.1 Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy DNR mikrosatelitiniy Zymeny

genotipavimo rezultatai

Baigiamojo darbo metu buvo genotipuojama 16 individy, pasinaudojant 5 mikrosatelity

lokusais (3.1 lentel¢). Individai iSskirti j dvi grupes: Lietuvos kurtiniai (L) ir Baltarusijos kurtiniai

(B).

3.1 lentelé. 16 kurtiniy individy genotipavimo rezultatai.

Méginys TUT1 TUT2 TUT3 TUT4 BG18
L1 204/212 162/170 152/168 161/165 188/200
L2 224/224 160/160 144/152 169/169 188/196
L3 216/220 160/160 152/156 169/169 192/196
L4 204/208 158/158 148/152 161/169 188/196
L5 220/224 160/160 152/152 173/177 184/196
L6 208/228 154/162 148/152 165/169 182/196
L7 208/228 154/162 148/152 165/169 192/196
L8 204/220 158/158 144/152 169/169 188/196
L9 204/208 154/170 144/152 169/177 188/196
B1 204/216 154/168 148/152 165/169 192/196
B2 204/204 158/158 156/156 169/173 196/196
B3 208/220 158/158 148/152 169/173 188/196
B4 204/212 170/170 156/160 169/169 188/196
B5 204/204 168/172 150/154 156/156 192/196
B6 208/224 154/158 152/156 165/165 196/196
B7 208/224 154/158 150/154 165/165 196/196

Naudojantis GenAlEx programa i§ tyrimo metu gauty lokusy buvo paskaiciuotas aleliy daznis
kiekviename lokuse bei individy grupéje (3.1 pav.). TUT1 lokuse daZniausiai pasitaike aleliai
Baltarusijos kurtiniy grupéje bei Lietuvos kurtiniy grupéje buvo 204 bei 208. 228 alelis pastebétas
tik Lietuvos kurtiniy grupéje. TUT2 lokuse 160 ir 162 alelius turi tik Lietuvos kurtiniy grupé.
Didziausias aleliy daznis Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy grupése buvo pastebétas BG18 lokuse ties

196 aleliu.
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3.1 pav. Aleliy daznis kiekviename lokuse.

Taip pat, naudojant GenAlEx programa, buvo nustatyti populiacijy aleliy jverciai ir indeksai
(3.2 lentelé). Na nurodo skirtingy aleliy skai¢iy kiekvienam lokusui, t. y., nurodo ar tai
homozigotinis ar heterozigotinis lokusas. Lietuvos kurtiniy populiacijoje Na vidurkis yra 5,6, o
Baltarusijos kurtiniy mazesnis (4,8). Ne jvertis — efektyvus aleliy skaicius (angl. Effective Alleles) —
aleliy daznis, reikalingas pasiekti tokj patj heterozigotiskumo laipsnj kaip tirtoje populiacijoje.
Kitaip tariant, tai aleliy skaicius, kuris gali egzistuoti populiacijoje. Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy
populiacijoje $is daznis yra zemesnis uz Na. Taip pat buvo apskai¢iuotas I — Shannon informacinis
indeksas (angl. Shannon's Information Index). Sis indeksas genetinés variacijos matas, kurio
didesné reik§mé nurodo didesn¢ variacija. Lietuvos kurtiniy indekso reik§mé didesné palyginus su

Baltarusijos kurtiniy populiacija.

3.2 lentelé. Tirty populiacijy aleliy jveréiai ir indeksai: Na — sKirtingy aleliy skaicius, Ne —
efektyvus aleliy skaicius (angl. Effective Alleles), I — Shannon‘o informacinis indeksas (angl.
Shannon's Information Index), SE — standartiné paklaida (angl. standard error).

Populiacija N Na Ne I

Lietuvos kurtiniai Vidurkis 9,000 5,600 3,797 1,467
SE 0,000 0,400 0,582 0,106

Baltarusijos kurtiniai Vidurkis 7,000 4,800 3,550 1,355
SE 0,000 0,583 0,533 0,155
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Nustatytas bei tikétinas heterozigotiSkumas buvo paskaiciuotas naudojant Genepop
internetiniu jrankiu (3.3 lentelé.). Visy lokusy i§skyrus TUT2 nustatytas heterozigotiSkumas yra
didesnis uz tikéting heterozigotiSkuma. Taip pat, TUT2 lokusas yra statistiskai reikSmingai

nukrypes nuo HardZio-Veinbergo pusiausvyros.

3.3 lentelé. Lictuvos kurtiniy heterozigotiSkumas. HO - nustatytas heterozigotiSkumas, HE
- tikétinas heterozigotiSkumas, N - individy skaicCius.

Locus Ho He P-value N
TUT1 0.89 0.83 0.335 9
TUT2 0.44 0.77 *<0.001 9
TUT3 0.89 0.63 0.888 9
TUT4 0.66 0.63 0.608 9
BG18 1.00 0.70 0.449 9

Visy Baltarusijos kurtiniy grupés lokusy iSskyrus TUT3 ir BG18 nustatytas
heterozigotiSkumas yra mazesnis uz tikéting heterozigotiSkuma. Taip pat, TUT4 lokusas yra

statistiSkai reikSmingai nukrypes nuo HardZio-Veinbergo pusiausvyros (3.4 lentele.).

3.4 lentelé. Baltarusijos kurtiniy heterozigotiskumas. HO - nustatytas heterozigotiSkumas, HE
- tikétinas heterozigotiSkumas, N - individy skaicius.

Locus Ho He P-value N
TUT1 0.71 0.74 0.162 7
TUT2 0.57 0.72 0.075 7
TUT3 0.86 0.80 0.151 7
TUT4 0.43 0.70 *0.057 7
BG18 0.57 0.45 1.000 7
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Genetiniai atstumai (D) (3.5 lentelé.) ir identiSkumas (I) (3.6 lentelé.) nustatyti Nei metodu.

Siuo metodu nustatytas atstumas < 0,3 ir genetinis identiSkumas < 0,8.

3.5 lentelé. Nei genetiniy atstumy matrica.

Lietuvos Baltarusijos
kurtiniai kurtiniai
0,000 Lietuvos
kurtiniai
0,286 0,000 Baltarusijos
kurtiniai

3.6 lentelé. Nei genetinio identiSkumo matrica.

Lietuvos Baltarusijos
kurtiniai kurtiniai
1,000 Lietuvos
kurtiniai
0,751 1,000 Baltarusijos
kurtiniai

AMOVA analizés parodé (3.7. lentelé.), kad genetiné variacija populiacijy viduje (97 proc.)

buvo didesné nei tarp populiacijy (3 proc.). StatistiSkai reikSmingo skirtumo nepastebéta.

3.7 lentelé. dF — laisvés laipsniai (angl. degrees of freedom), SS — kvadraty suma (angl. sum of
squares), MS — kvadraty vidurkis (angl. mean of squares), variacijos laipsnis PhiPT.

_ _ Variacijos Visos variacijos
Skirtumai df SS MS A procentiné P-value
Ivertis dalis, %
Tarp populiaciju 1 1,720 1,720 0,043 3 0,117
Populiacijos viduje 14 19,363 1,383 1,383 97
IS viso 15 21,083 1,426 100

Skrituliné diagrama (3.2 pav.), nurodanti genetinés jvairoves pasiskirstymo proporcija
populiacijy viduje ir tarp populiacijy buvo nuprézta naudojantis GenAlEx programa, pagal gautus
AMOVA rezultatus. Lietuvos ir Baltarusijos populiacijy viduje molekuliné variacija yra didesné nei

tarp Siy populiacijy.
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Molekuliné variacija

Tarp populiacijy
3%

3.2 pav. Skrituliné diagrama, nurodanti genetinés jvairovés pasiskirstymo proporcija

populiacijy viduje ir tarp populiacijy pagal AMOVA rezultatus.

Toliau naudojantis GenAlEx programa buvo nubréZtas principinés koordinatés (PCoA)

grafikas (3.3 pav.). Tai duomeny analizés metodas, paremtas daugiadimensinémis duomeny

skalémis. Analizuojamas panagumas tarp méginiy. Siame grafike matoma, kad dauguma individy

klasterizuojasi Salia vienas kito. L3, L2 ir L5 (Lietuvos kurtiniy grupés individai) yra atsiskyre ir

Klasterizuojasi arti vienas kito. L1, L4, L6-L9 artimai klasterizuojasi kartu su Baltarusijos kurtiniy

individais (B1-B7).

Koordinaté 2

Principinés koordinatés (PCoA)

" B2

¢ oa B
= B3
e/ 19® L1
" B1
o 13 m g5 B/
L2 ¢ 1B
s L5

Koordinaté 1

@ Lietuvos kurtiniai

M Baltarusijos kurtiniai

3.3 pav. Principiniy koordinaciy analizés (PCoA) grafikas, paremtas euklidiniy atstumy

matrica.
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Norint nustatyti genetinés struktiiros pasiskirstyma populiacijoje, buvo naudojama Structure
2.3.4 programa (3.4 pav.). Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy genetin¢ struktiira yra labai panasi, i§

pirmo zvilgsnio biity galima pagalvoti, kad tai viena ir ta pati populiacija.

Lietuvos kurtiniai Baltarusijos kurtiniai

3.4 pav. Juostiné diagrama parodanti Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy struktiiros
diferencijavima, atliktas su Structure programa, K = 2.

3.2 Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy mtDNR D-kilpos seky analizés rezultatai

Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy mitochondrinés DNR (kontrolinio regiono pradzia, pirmasis
i$ trijy kontrolinio regiono domeny (CRI)) daugybiniy seky palyginys tarp 16 individy buvo
padarytas MEGA11 programoje (3.5 pav.). Sekos sulygintos naudojant ClustalW algoritma.

B1-B7 —{ 5
14 85
15 B6
16 B7

3.5 pav. Daugybiniy seky palyginys tarp 16 individy padarytas naudojant MEGA11 programa.
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Tarpusavyje lyginant Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy gautas sekas, jos buvo sutrumpintos iki
optimalaus 448 bp ilgio fragmento. Analizuojant §ias sekas, jose nustatytos 5 variabilios pozicijos ir
5 skirtingi haplotipai (3.8 lentel¢). Dazniausiai pasitaikantis haplotipas tirty individy tarpe yra Hap
1. Daugiausiai skirtingy haplotipy pasitaiké Baltarusijos kurtiniy populiacijoje.

3.8 lentelé. Skirtingi kurtiniy mtDNR D-kilpos haplotipai.

Hapl.otipa Variabili pozicija, bp N Ealis
! 57 173 265 270 343
Hap 1 A C A C T 11 Lietuva, Baltarusija
Hap 2 G . . . . 1 Baltarusija
Hap 3 . A . . . 1 Baltarusija
Hap 4 . . G T . 1 Lietuva
Hap 5 . . . . C 2 Baltarusija
IS viso 16

Naudojant Popart 1.7 programa, buvo sukurtas haplotipy tinklas (3.6 pav.). Dazniausiai
pasitaikantis haplotipas aptinkamas tiek lietuviskoje, tiek baltarusiskoje kurtiniy imtyse, reciau
aptinkami haplotipai atskirti nuo pagrindinio haplotipo viena taskine mutacija, priklauso
baltarusiskiems kurtiniams, i§skyrus haplotipa L6, kurj skiria nuo L1 haplotipo du mutaciniai
zingsniai. Tai gali biti susije su geografine Sio individo izoliacija nuo likusiy tirty kurtiniy, kadangi

paukstis buvo atgabentas j Viesvilés veislyng i§ Svedijos.

Bl

. Lietuvos_kurtinisi
O Baltarusijos_kurtiniai

3.6 pav. Median-joining haplotipy tinklas, sudarytas i§ nustatyty haplotipy naudojant PopArt
1.7
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REZULTATU APTARIMAS

Baigiamojo darbo metu naudojant mikrosatelitinius ir mitochondrinés DNR Zymenis buvo
istirta Lietuvos (Viesvilés kurtiniy veislyne auginamy) ir Baltarusijos (Belovezo girioje gyvenanciy)
kurtiniy populiacijos genetiné jvairové. IS viso buvo tiriami 9 Lietuvos populiacijos ir 7 Baltarusijos
populiacijos individai.

Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy populiacijose atitinkami aleliai yra daznesni. Pavyzdziui,
Baltarusijos kurtiniy populiacijoje aleliai 204 (TUT1), 158 (TUT2), 156 (TUT3), 165 (TUT4) ir 196
(BG18) yra daznesni. Lietuvos kurtiniy populiacijoje, prieSingai, 160 (TUT2), 152 (TUT3) ir 169
(TUT4) yra daznesni. Baltarusijos ir Lietuvos kurtiniy populiacijose, Na (skirtingy aleliy skaicius)
reikSmés yra panasios. Tai taip pat yra palyginant sveiki skaiciai, jie rodo, kad vidutiniskai geny
pulke yra bent 5 aleliai. Shannon’o indekso verté nurodo populiacijos jvairove. Kuo didesnis
indeksas, tuo rusies jvairové tiriamoje populiacijoje yra didesné. Kuo mazesnis indeksas, tuo
mazesné jvairové (Bobbitt, 2021). Siuo atveju, Lietuvos kurtiniy populiacijoje Shannon‘o indekso
verté yra didesné nei Baltarusijos kurtiniy populiacijoje, kas nurodo didesne jvairove Lietuvos
kurtiniuose.

Nustatytas heterozigotiSkumas Lietuvos kurtiniy populiacijoje yra didesnis nei tikétinas
heterozigotiSkumas beveik visuose lokusuose (iSskyrus TUT?2), tai reiSkia, kad $iai populiacijai
negresia inbrydingo depresija. Kadangi, TUT2 lokusas nukrypo nuo HWE galime teigti, kad
Viesvilés rezervate auginami kurtiniai yra veiksmingai apsaugoti nuo inbridingo. Kita vertus,
Baltarusijos kurtiniy heterozigotiSkumas yra maZesnis nei tikétinas heterozigotiSkumas 3 lokusuose.
Tik vienas lokusas nukrypo nuo HWE, taciau tai nereiSkia, kad likusieji iSvengia rizikos dél
genotipy disbalanso. HeterozigotiSkumo praradimas gali rodyti individy praradimg (butelio kaklelio
efektas (angl. bottleneck effect)) dél galbiit nattiraliy priezasCiy, kas taip pat pastebima dél to, kad jy
Na (skirtingy aleliy skai¢ius) yra mazesnis nei Lietuvos kurtiniy populiacijoje.

Atstumo analizé rodo, kad fizinis barjeras tarp $iy dviejy populiacijy, esanciy skirtingose
Salyse, paveikée juos genetiSkai — yra pakankamas atstumas, kad biity galima manyti, jog
populiacijos yra skirtingos.

Didzioji dauguma molekulinés jvairovés yra randama populiacijos viduje tarp individy, kas
rodo, kad genetiné jvairové tarp populiacijy néra pakankamai didelé¢, kad parodyty dviejy atskiry
populiacijy skirtumus. Tai reiskia, kad tarpusavyje populiacijos yra pakankamai panasios. P-verté
néra reikSminga, tai gali buti dél mazo méginiy skaiciaus, arba d¢l to, kad jvairové tarp populiacijy
yra maza. PrieSingus rezultatus su didesniu méginiy skai¢iumi (292 individai) gavo Segelbacher &

Storch (2002) tirdami kurtiniy populiacijas gyvenancias Alpése ir populiacijas gyvenancias kalny
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pakrasciuose. Visose kurtiniy populiacijose buvo nustatytas didelis genetinés jvairovés lygis, didelis
heterozigotiskumas. Pastarasis, parodo galima populiacijos sumazéjima.

PCoA rodo, kad Lietuvos kurtiniy populiacija ir Baltarusijos kurtiniy populiacija daznai
persidengia. Yra keletas méginiy — L3, L2 ir L5 — kurie atskirti nuo kity méginiy grupés, ir tai rodo,
kad sie individai turi unikalig geneting medziagg.

Structure programa atlikta struktiiros analizé rodo, kad sios populiacijose struktariskai yra
labai panasios, beveik néra skirtumo tarp populiacijy. Yra Siek tiek skirtumy tarp atskiry méginiy,
bet nedaug. Panasius rezultatus Lenkijoje tarp fermoje auginamy ir laisvéje randamy kurtiniy gavo
Rutkowski ir kt. (2017). Lenkijos kurtiniy populiacijoje (stucture programa) gauti rezultatai parodé
panasius struktiirinius rastus tiek laukinése, tiek fermose laikomy kurtiniy populiacijose. Sis mazas
skirtumas tarp populiacijy parodo, kad jos nebuvo pakankamai ilgai atskirtos viena nuo kitos ir/arba
skirtingos kurtiniy gyvenamosios vietos nesiskyré taip drastiskai, kad issiskirty jy genetiné
struktura.

Gauti mtDNR seky rezultatai parodé kokie panasis tarpusavyje yra Lietuvos ir Baltarusijos
kurtiniai, taciau tuo pa¢iu metu dél didesnio haplotipy kiekio Baltarusijos (5 haplotipai) kurtiniy
populiacijoje lyginant su Lietuvos kurtiniy populiacija (2 haplotipai), galime teigti, kad laukinéje
gamtoje gyvenantys Baltarusijos kurtiniai turi didesng geneting jvairove. Strzata ir kt. (2015), taip
pat, tyré mtDNR haplotipus tarp nelaisvéje auginamy ir gamtoje sutinkamy kurtiniy. Nelaisvéje
auginami kurtiniai turéjo 6 haplotipus, kai tuo tarpu, gamtoje gyvenantys kurtiniai turéjo 7
haplotipus. Sie rezultatai, taip pat, parodo laisvéje gyvenanéiy kurtiniy didesne genetine jvairove.
dauginimasis, migracija.

IS gauty rezultaty galime teigti, kad Lietuviska kurtiniy populiacija yra genetiskai artima
Baltarusijos kurtiniy populiacijai. Tai rodo, kad Vies§vilés rezervate vykdoma kurtiniy
reintrodukcijos programa yra veiksminga, nes rezervate auginti kurtiniai yra pana$ts su nataralioje
gamtoje auganciais kurtiniais. Taciau taip pat, pastebime, kad Baltarusijos kurtiniy populiacija, kuri
gyvena Belovezo girioje, turi daugiau genetinés jvairoves nei Lietuvos kurtiniy populiacija

auginama VieSvilés rezervate.
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ISVADOS

1. Naudojant 5 mikrosatelitiniy DNR Zymeny (TUT1, TUT2, TUT3, TUT4, BG18)
pradmeny poras, buvo genotipuoti 16 kurtiniy individy, priskirtiny Lietuvos (Viesvilés
kurtiniy veislyne auginami kurtiniai) ir Baltarusijos (Belovezo girioje gyvenantys kurtiniai)
populiacijoms.

2. Principiniy koordinaciy (PCoA) grafike Baltarusijos kurtiniai klasterizuojasi su
dalimi Lietuviskos kurtiniy populiacijos atstovy, taciau trys Lietuvos kurtiniy grupés individai
(L3, L2 ir L5) yra nutole nuo kity formuodami atskirg klasterj grafike. Sie individai gali biiti
geografiSkai tolimesniy populiacijy atstovy palikuonys.

3. Lietuvos kurtiniy populiacijoje statistiskai reikSmingai nukrypes nuo Hardzio-
Veinbergo pusiausvyros mikrosatelitinés DNR lokusas buvo: TUT2. Baltarusijos kurtiniy
populiacijoje statistiskai reik§mingai nukrypes nuo HardZio-Veinbergo pusiausvyros
mikrosatelitinés DNR lokusas buvo: TUT4.

4.  mtDNR kontrolinio regione nustatyti penki skirtingi haplotipai, i$ kuriy tik
dazniausias haplotipas L1 paplites Lietuvos ir Baltarusijos kurtiniy populiacijose. Laukinéje
gamtoje gyvenanti Baltarusijos kurtiniy populiacija pasizymi didesne haplotipy jvairove

lyginant su Viesvilés rezervate auginamy Lietuvos kurtiniy imtimi.
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ASMENINIO INDELIO APRASYMAS

Baigiamojo darbo metu i$ turimy kurtiniy medziagos skyriau DNR, atlikau polimerazines
grandinines reakcijas (PGR) naudojant 5 mikrosatelitiniy Zymeny pradmenis bei TetriR ir TetriF
pradmeny pora. Atlikau gauty mtDNR D-kilpos seky ir mikrosatelitiniy Zymeny genotipavimo

analize. Atlikau ir darbe pateikiau statisting analize.
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PADEKA

Noriu nuoSirdziai padékoti savo darbo vadovui dr. (HP) Daliui Butkauskui uz visokeriopa
pagalba, nuostaby bendravima, suteiktas zinias ir suteikta galimybe atlikti magistro baigiamajj
darbg Gamtos tyrimy centre (GTC), Molekulinés ekologijos laboratorijoje.

Taip pat, noréciau padékoti visam Gamtos tyrimy centro (GTC), Molekulinés ekologijos

laboratorijos nuostabiam kolektyvui uz nuosirdy bendravimg ir suteiktg pagalbg bei Zinias.
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