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lvadas

Populiacijy genetiné struktiira yra svarbus populiacinés genetikos tyrimy objektas, leidziantis
jvertinti genetiniy skirtumy pasiskirstyma tarp individy ir populiacijy. Ji susiformuoja veikiant
jvairiems evoliuciniams veiksniams, tokiems kaip geny srautas, genetinis dreifas ar natiirali atranka,
todél jos analizé padeda geriau suprasti populiacijy tarpusavio rySius bei migracijos procesus.
Pauksciy populiacijose genetine struktiirg ypac veikia ekologiniai ir biologiniai veiksniai, pavyzdziui,
paplitimo arealo dydis ar reprodukcinés savybés. 2020 metais Stange ir jo kolegy atliktame tyrime
buvo nustatyta, kad platesnj arealg uzimancios populiacijos dazniausiai pasizymi didesne genetine
variacija, kuri gali turéti jtakos ir jy genetinés strukttiros ypatumams.

Slanka (Scolopax rusticola) yra viena i§ dazniausiai migruojanciy ir medziojamy pauksciy
ri$iy, priklausanti tilvikiniy (Scolopacidae) Seimai. Si rsis paplitusi Europoje ir kai kuriose Azijos
teritorijose. Lietuvoje perincios slankos, atSalus orams, migruoja j pietinius Europos regionus, o dalis
Ju ziemoja Pirény pusiasalyje (Jusys et al., 2022). Nors Siuo metu Europos slanky populiacija laikoma
stabilia ir siekia apie 15-20 milijony individy, siekiant uztikrinti tvary jos valdyma bitini empiriniai
tyrimai, leidziantys jvertinti populiacijy bukle ir jy tarpusavio rySius (Ferrand et al., 2001).

Vienas i§ efektyviausiy budy tirti populiacijy ypatumus yra genetiniy zymeny taikymas. Tai
specifinés DNR sekos, naudojamos rtisiy identifikavimui, genetinés jvairovés bei paveldimy pozymiy
analizei. Jie placiai taikomi tiriant riiSiy evoliucija, migracija ir populiacijy geneting struktira
(Boopathi, 2013). Tarp tokiy Zymeny svarbig vieta uzima mitochondriné DNR (mtDNR), kuri dél
savo savybiy yra placiai naudojama tiriant migracijos procesus, populiacijy diferenciacijg ir
filogeografinius modelius. Siekiant kompensuoti Ziniy spraga slanky genetinés jvairovés tyrimuose
Siame darbe buvo pasirinkta nustatyti Siy paslaptingy pauksciy, reprezentuojanciy Lietuvos, Ispanijos
ir Baltarusijos slanky populiacijas, genetinés struktiiros ypatumus, pasirenkant Siam tikslui tinkama
genetinj zymenj. Butent dél mitochondrinés DNR informatyvumo Siame darbe pasirinktas jos
kontrolinis regionas, kuris pasiZymi dideliu variabilumu tarp individy, todél yra placiai naudojamas
tokio pobiidZio tyrimuose.

Ankstesnis slanky populiacijos tyrimas parode, kad skirtingi genetiniai Zymenys gali pateikti
nevienodus rezultatus. PavyzdZiui, italy mokslininky atliktame tyrime, analizuojant Ziemojanciy
slanky populiacijas, buvo naudoti mitochondrinés DNR citochromo b genas (cyt b) ir branduolinis /-
fibrinogeno genas. Nustatyta, kad naudojant cyt b buvo iSskirtos dvi haplogrupés, tuo tarpu taikant
branduolinj zymen; tokia struktiira nebuvo aptikta (Trucchi et al., 2011).

Atsizvelgiant | tai, Siame darbe buvo siekiama jvertinti mitochondrinés DNR kontrolinio

regiono tinkamumg tiriant slanky populiacing geneting struktiirg ir migracinius ry$ius, taip pat



palyginti gautus rezultatus su cyt b pagrindu atliktais tyrimais skirtingose slanky populiacijose

Europoje.

Darbo tikslas:
Istirti slanky (Scolopax rusticola) populiacinés genetinés struktiiros ypatumus naudojant
mtDNR genetinius zymenis ir jvertinti genetine jvairove bei galimus populiacijy diferenciacijos

modelius.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti slanky, sumedzioty Ispanijos, Lietuvos ir Baltarijos teritorijose, mitochondrinés DNR
kontrolinio regiono sekoskaita.

2. ISanalizuoti nusekvenuoty seky duomenis atlikus seky sulyginimus bei jvertinti kontrolinio
regiono informatyvuma.

3. Atlikti filogenetiniy medziy konstravima bei analizg.

4. Nustatyti haplotipy pasiskirstyma haplogrupése bei nubraizyti haplotipy tinklus.

5. Nustatyti slanky, sumedzioty trijuose tiriamuose regionuose, populiacing geneting struktiirg bei

palyginti su italy mokslininky gautais duomenimis.



1. Literatliros apzvalga

1.1. Slanka (Scolopax rusticola)

1.1.1 Slankos moksliné klasifikacija

Karalysté: Animalia (Gyvinai)
Tipas: Chordata (Chordiniai)
Klasé: Aves (Pauksciai)
Burys: Charadriiformes (S¢jikiniai pauksciai)
Seima: Scolopacidae (Tilvikiniai)
Gentis: Scolopax (Slankos)

RaSis: Scolopax rusticola (Slanka)

Giminingos riisys, priklausancios slanky genciai: S. bukidnonensis, S. celebensis, S. minor, S.

mira, S. rochussenii, S. rosenbergii, S. saturata.

1.1.2 Slankos biologinés savybés

Slanka (lot. Scolopax rusticola) yra vidutinio dydZio paukstis, priklausantis tilvikiniy Seimai.
Slankos (1.1 pav.) kiino masé paprastai svyruoja nuo 144 g iki 420 g, kiino 1ilgis siekia apie 33-35
cm., o i§skleisty sparny plotis daZniausiai biina apie 55-65 cm. Siy paukséiy plunksny spalva yra
maskuojanti, vyrauja jvairiis rudos, rusvos ir pilk§vos spalvos atspalviai su tamsesnémis démeémis ir
juostomis. Tokia spalva padeda pauksSciams susilieti su miSko paklotés aplinka ir apsisaugoti nuo
plésriiny. VirSuting kiino dalis paprastai yra tamsesné nei apating, pastarojoje dalyje daznai matomos
skersinés juostos. Ant virSugalvio taip pat galima pastebéti kelias tamsias juostas (Hoyo et al., 1996).
Vienas i8 ryskiausiy slankos morfologiniy poZymiy ilgas ir jautrus snapas, kurio gale daug nerviniy
receptoriy, leidZianciy aptikti dirvoZemyje esancius bestuburius. Toks prisitaikymas svarbus ieSkant
pagrindinio maisto Saltinio — slieky. Be to, slanky akys yra i$sidés¢iusios aukstai galvos Sonuose,

todél jos turi labai platy matymo lauka ir gali stebéti aplinkg beveik 360° kampu (Martin, 1994).



1.1 pav. Slanka (Scolopax rusticola). Nuotrauka paimta
1§ https://ebird.org/species/eurwoo

Slankos dazniausiai aktyvios prieblandoje bei nakties metu. Dieng jos paprastai slepiasi
tankioje miSko augmenijoje arba tarp nukritusiy lapy, kur dél maskuojancios kiino spalvos tampa
sunkiai pastebimos. Vakare ir naktj jos iSskrenda maitintis j atviresnes vietas, tokias kaip pievos ar
lauky pakrasciai (Duriez et al., 2005).

Didzigja slanky maisto raciono dalj sudaro dirvozemyje gyvenantys bestuburiai gyvunai.
Daugiausiai jos minta sliekais, taciau taip pat gali maitintis vabzdziais, jy lervomis, vorais, vabalais
ir kitais smulkiais bestuburiais. Kartais j raciong patenka ir augalinés kilmés maisto, pavyzdziui, sé¢kly
ar jauny augaly daliy. Slankos minta pavieniui (Hoyo et al., 1996).

Veisimosi laikotarpiu slanky patinams budingas specifinis elgesys, vadinamas traukimo
skrydziu (angl. roding). Jo metu patinai vakarais létai skraido vir§ misko pakra$¢iy ar proskyny ir
skleidzia savitus garsus, taip ieSkodami potencialiy pateliy. Siai riiSiai biidinga poligamiska
poravimosi sistema, todél patinai gali poruotis su keliomis patelémis. Lizda jrengia tik patelé.
Paprastai tai yra negili jduba Zzeméje, iSklota lapais ar kita augaline medziaga. Dazniausiai per vieng
déjimg padedami 3-4 kiauSiniai, o jy inkubacija trunka apie 21-24 dienas. ISsirit¢ jaunikliai lizda
palieka po poros savaiciy. Per¢jimo laikotarpis trunka apytiksliai nuo balandzio iki birZelio ménesio
(Beaman & Madge, 1998).

Slankos yra migruojantys pauks¢iai. Dauguma Siaurés Europos slanky populiacijos atstovy
ziemoti migruoja ] Vakary ir Piety Europoje esancius regionus, o pavasarj grjzta j veisimosi teritorijas.
Jau vasario ménesj prasideda slanky pavasariné migracija, kad iki peréjimo pradzios biity pasiektos
veisimosi vietos (Beaman & Madge, 1998). Migracija vyksta nakties metu, o kuriose vietose bus

ziemojama daznai lemia klimato sglygos ir maisto prieinamumas (Duriez et al., 2005).


https://ebird.org/species/eurwoo

1.1.3 Slankos ekologinés savybés

Slankos jprastai aptinkamos miskingose vietovése, ypa¢ drégnuose lapuoCiy ir misriuose
miskuose. Siems pauki¢iams svarbi tanki misko augmenija ir minkstas, drégnas dirvozemis, kuriame
maistas yra lengviau prieinamas. Slankos taip pat gali biti aptinkamos misko pakraSc¢iuose,
kirtavietése ar netoli pievy, kur jos daznai maitinasi nakties metu. Tokios buveinés suteikia tinkamas
salygas tiek sléptis dienos metu, tiek ieSkoti maisto (Hoodless & Hirons, 2007).

Slanky populiacijai didelg jtakg gali turéti buveiniy poky¢iai ir zmogaus veikla. Misky kirtimai,
intensyvus zemes ukis ar buveiniy fragmentacija gali sumazinti tinkamy gyvenamyjy viety kiekj.
Taciau kai kuriais atvejais mozaikiné krastovaizdzio struktiira, kurioje derinasi miskai, pievos ir
kriimynai, gali sudaryti palankias salygas $iai rusiai. Dél Siy priezas¢iy slanky populiacijos pokyciai

daznai siejami su krastovaizdzio strukttros ir buveiniy kokybés kaita (Ferrand et al., 2006).

1.1.4 Slankos paplitimas

Slanka yra Europoje paplitusi ris, aptinkama dideléje Palearktikos regiono dalyje. Sie
pauksciai yra aptinkami ne tik visoje Europoje, bet taip pat ir kai kuriuose vidurio Azijos regionuose
bei Siaurés Afrikos dalyje (prie Vidurzemio jiiros). Dél plataus paplitimo §i rasis laikoma viena i§
labiausiai paplitusiy tilvikiniy paukscéiy rasiy Europoje (Tucker, 1995).

Didziausios perin¢ios slanky populiacijos aptinkamos Ryty ir Siaurés Europoje, ypaé Europinés
Rusijos dalyje, Skandinavijos Salyse ir Baltijos regione (Beaman & Madge, 1998). Vakaringje ir
pietin¢je Europos dalyje $ios riisies per¢jimo vietos dazniausiai yra retesnés ir labiau fragmentuotos,
nes tinkamy buveiniy ten yra maziau (Ferrand et al., 2006).

Lietuvoje slanka yra placiai paplitusi riisis, aptinkama visoje Salies teritorijoje. Dauguma
Lietuvoje gyvenanciy slanky yra migruojantys pauksciai, todél rudenj jos iSskrenda i Siltesnes
Europos dalis. Ziemojimo atvejai Lietuvoje uzfiksuoti labai retai, kuomet biidavo ne tokios 3altos
ziemos. Paprastai slankos Lietuvoje pastebimos nuo kovo iki lapkri¢io ménesio. Kiekvienais metais
daugiausiai slanky yra stebima Klaipédos ir Utenos apskrityse. Migracijos laikotarpiu Sios rusies
pauksciai daznai aptinkami atviresnése vietose — pievose, ganyklose, pelkétose teritorijose ar netoli
vandens telkiniy, kur ieSko maisto. Veisimosi ir per¢jimo laikotarpiu slankos daZniausiai randamos

drégnuose lapuociy ar misriuose miskuose (Jusys et al., 2022).



1.2. Populiaciné genetika

1.2.1. Populiacinés genetikos samprata

Populiaciné genetika yra evoliucinés biologijos Saka, nagrinéjanti genetinés jvairovés
pasiskirstyma populiacijose ir veiksnius, kurie lemia S$ios jvairovés pokycius laikui bégant.
Populiacinés genetikos tyrimai leidZia geriau suprasti ruSiy evoliucinius procesus, geneting adaptacija

ir populiacijy diferenciacija skirtingose geografinése teritorijose (Kanaka et al., 2023).

1.2.2. Genetiné struktira

Vienas svarbiausiy populiacinés genetikos tyrimo objekty yra populiacijy genetiné struktiira,
apibtidinanti genetinés jvairoves pasiskirstyma tarp skirtingy tos pacios riisies populiacijy (vidurising
jvairové). Genetinés struktiiros analizavimas leidzia nustatyti, ar tiriamos populiacijos yra genetiskai
panasios, ar diferencijuotos (Allendorf & Luikart, 2006). Genetiné struktiira formuojasi dél jvairiy
evoliuciniy ir ekologiniy veiksniy, tokiy kaip geografiné izoliacija, buveiniy fragmentacija, migracija,
istoriniy aplinkybiy vediny poky¢iy ir kt (Slatkin, 1987).

Populiacinés genetikos pagrindas yra aleliy dazniy analizé bei jy kitimo procesai, kuriuos lemia

mutacijos, genetinis dreifas, natirali atranka ir geny srautas (Hartl & Clark, 2007).

1.2.3. Mutacijos

Mutacijos yra paveldimi genetinés medziagos poky¢iai, atsirandantys DNR sekoje. Mutacijos
gali atsirasti tiek d¢l DNR replikacijos klaidy, tiek dél jvairiy iSoriniy veiksniy, tokiy kaip radiacija,
cheminés medziagos ar kiti aplinkos stresoriai (Baer et al., 2007). Sie genetiniai poky¢iai gali
pasireiksti skirtingais lygmenimis — nuo vieno nukleotido pakitimy iki didesniy chromosominiy
reorganizacijy (Lynch et al., 2016). Tik tos mutacijos, kurios jvyksta lytinése lgstelése, gali biti
perduodamos palikuonims, taip darant jtakg genetinés variacijos atsiradimui populiacijoje (Graur,
2017).

Mutacijy pagrindiniai tipai yra nukleotidy jterpimai (insercijos) ir iSkritimai (delecijos) bei
didesni genomo struktiiros poky¢iai, tokie kaip chromosomy inversijos, translokacijos ar duplikacijos
(1.2 pav.). DaZniausiai populiacingje genetikoje nagrinéjamos taskinés mutacijos, kuomet pasikeicia
vienas nukleotidas DNR sekoje. Tokie pokyciai, jvyke lytinése lastelése, gali sukelti naujy aleliy
atsiradima ir taip didinti geneting ivairove populiacijose (Hartl & Clark, 2007). Nors dauguma
mutacijy yra neutralios arba zalingos organizmui, kai kurios jy gali suteikti selekcinj pranasumg ir

biti palaikomos natiiralios atrankos metu (Baer et al., 2007).
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1.2 pav. Pavaizduoti pasitaikantys mutacijy tipai: vieno nukleotido pasikeitimai
(A) ir dalies chromosominio segmento poky¢iai (B).
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Mutation

Molekulinés genetikos tyrimuose mutacijos daznai naudojamos kaip genetiniai Zymenys,
leidziantys analizuoti populiacijy geneting strukttirg ir evoliucing istorija. Pavyzdziui, mitochondrinés
DNR sekose aptikti nukleotidy pakitimai gali biiti naudojami genetiniams rySiams tarp populiacijy
nustatyti. Tokie genetiniai skirtumai gali padéti jvertinti populiacijy diferenciacija, migracijos

procesus bei istorinius populiacijy pokyc¢ius (Ballard & Whitlock, 2004).

1.2.4. Geny srautas

Vienas i§ svarbiausiy veiksniy, lemianciy genetinés struktiiros formavimasi, yra geny srautas.
Jis vyksta kai tos pacios rusies individai migruoja tarp skirtingose vietovése esanciy populiacijy,
kryzmindamiesi su ne toje pacioje populiacijoje esanciais individais ir perduodami geneting
informacija palikuonims (Whitlock & McCauley, 1999).

Geny srautas atlieka svarby vaidmenj palaikant geneting jvairove populiacijose. Migracija tarp
populiacijy gali jnesti naujy aleliy ir taip padidinti geneting variacijg vietinése populiacijose. Dél Sios
priezasties geny srautas daznai veikia kaip procesas, mazinantis geneting diferenciacijg tarp
populiacijy ir palaikantis jy genetinj panasumga (Slatkin, 1987). Taciau kai migracija tarp populiacijy
yra ribota, genetiniai skirtumai gali didéti dél genetinio dreifo ar natiiralios atrankos poveikio (Hartl

& Clark, 2007).

10
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1.2.5. Geny dreifas

Be geny srauto, geneting struktiirg taip pat stipriai veikia genetinis dreifas — atsitiktiniai aleliy
dazniy pokyc¢iai, kurie ypac pasireiskia mazose ar izoliuotose populiacijose (Charlesworth, 2009).
Atsitiktiniai genetiniai procesai gali lemti tiek tam tikry aleliy daznio padidéjima, tiek visiska jy
iSnykimg populiacijoje. Kadangi mazose populiacijose atsitiktinumo jtaka yra didesné, genetinis
dreifas Cia turi rySkesnj poveikj bendram genetinés jvairovés lygiui. Dél genetinio dreifo ilgainiui
mazéja genetin¢ jvairové populiacijos viduje ir didéja genetiné diferenciacija tarp skirtingy
populiacijy (Hartl & Clark, 2007).

Genetinio dreifo poveikis gali dar labiau sustipréti staiga sumazéjus populiacijos dydziui,
pavyzdziui, ,,butelio kaklelio* (angl. bottleneck) arba ,,jktiréjo” efekto (angl. founder effect) atvejais.
Tokiose situacijose nedidelis individy skai¢ius perduoda tik dalj pradinés genetinés jvairoveés, todél

populiacijos genetiné struktura gali greitai pakisti (Hundertmark et al., 2010).

1.2.6. Natuarali atranka

Natiirali atranka yra vienas pagrindiniy evoliuciniy procesy, lemiantis aleliy dazniy pokyc¢ius
populiacijose dél individy skirtingo i§gyvenamumo ir reprodukcinés sekmes. Ji vyksta tada, kai tam
tikri paveldimi pozymiai suteikia individams pranasuma konkreciomis aplinkos salygomis, todél
keiciantis aplinkos salygoms tokie pozymiai populiacijoje tampa lemiami organizmy i§gyvenamumui
(Hartl & Clark, 2007).

Nattirali atranka paveikia fenotipa, taciau jos pasekmés atsispindi genotipy ir aleliy daZzniy
poky¢iuose. Priklausomai nuo aplinkos salygy ir selekcinio spaudimo pobiidzio, gali biiti i§skiriamos
skirtingos nattralios atrankos formos: kryptingoji (angl. directional), stabilizuojanti (angl.
stabilizing) ir skaldancioji (angl. disruptive) atranka (1.3 pav.). Kryptingoji atranka skatina vieno
fenotipo dominavima, stabilizuojanti — palaiko vidutinj fenotipa, o skaldancioji — didina krastutiniy

fenotipy daznj populiacijoje (Ayala, 2026).

11
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(a) Directional selection

AA A

(b) Stabilizing selection

(c) Disruptive selection

1.3 pav. Natiiralios atrankos tipai: (a) kryptingoji, (b) stabilizuojanti ir (c)
skaldancioji. https://schoolworkhelper.net/evolution-ecology-natural-selection-
gene-flow-speciation-drift/

Natairali atranka taip pat gali veikti skirtingu intensyvumu priklausomai nuo populiacijos
genetinés jvairoves ir aplinkos pokyc¢iy. Esant didesnei genetinei jvairovei, populiacija turi daugiau
galimybiy prisitaikyti prie kintanciy salygy, todel atrankos poveikis gali biiti efektyvesnis (Barrett &
Schluter, 2008).

Svarbu, kad natiirali atranka daZnai vyksta kartu su kitais evoliuciniais veiksniais, tokiais kaip
geny dreifas ar geny srautas. Siy procesy saveika lemia bendrg populiacijy genetinés struktiiros

formavimasi ir jy evoliucing dinamika (Hartl & Clark, 2007).

1.2.7. Molekuliniai metodai, naudojami populiacinéje genetikoje

Pastaraisiais deSimtmeciais populiacinés genetikos tyrimai labai iSsipléte deél sparciai
tobuléjan¢iy molekuliniy ir genominiy metody. Naujos sekoskaitos technologijos leidzia analizuoti
didelius genetiniy duomeny kiekius ir tiksliau nustatyti populiacijy struktiirg, migracijos modelius bei
evoliucing istorija (Hohenlohe et al., 2020). Populiacin¢ genetika tapo svarbia disciplina tiek
evoliucingje biologijoje, tieck gamtos apsaugos tyrimuose, nes genetiné¢ informacija gali buti
naudojama vertinant populiacijy gyvybinguma, genetinés jvairoveés lygj ir galimus izoliacijos
procesus (Funk et al., 2019).

Populiacinéje genetikoje placiai taikomi jvairls molekuliniai metodai, leidziantys analizuoti

geneting informacijg skirtingais lygmenimis. Vienas pagrindiniy metody yra polimerazés grandininé
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reakcija (angl. Polymerase Chain Reaction, PCR), kuri naudojama specifiniams DNR fragmentams
amplifikuoti ir paruosti tolimesnei analizei. Taip pat placiai taikoma DNR sekoskaita, leidzianti
nustatyti nukleotidy seka ir identifikuoti genetinius skirtumus tarp individy ar populiacijy (Hohenlohe
et al., 2020). Pastaraisiais deSimtmeciais ypac iSplito naujos kartos sekoskaitos (angl. next-generation
sequencing) technologijos, kurios suteikia galimybg analizuoti didelius genetiniy duomeny kiekius ir
tiksliau vertinti populiacijy struktiirg bei evoliucinius procesus (Metzker, 2010).

Sioms metodikoms yra taikomi jvairiis molekuliniai Zymenys, kurie leidZia jvertinti geneting
jvairove ir populiacijy struktiirg. DaZniausiai naudojami organizmy mitochondriné DNR (mtDNR),
mikrosatelitai bei vieno nukleotido polimorfizmai (angl. single nucleotide polymorphism, SNP)
(Avise, 2000). mtDNR yra placiai naudojama populiaciniuose tyrimuose dél savo pagrindiniy savybiy
— ji paveldima motiniskai, neturi rekombinacijos ir pasizymi palyginti dideliu mutacijy dazniu. Dél
Siy savybiy mtDNR yra tinkama tiek filogeografiniams tyrimams ir populiacijy istorijos
rekonstrukcijai, tiek genetinés jvairovés, populiacijy diferenciacijos, migracijos modeliy bei
evoliuciniy ry$iy analizei (Ballard & Whitlock, 2004).

Be mtDNR, populiacinéje genetikoje placdiai taikomi branduoliniai Zymenys, tokie kaip
mikrosatelitai ir SNP. Mikrosatelitai yra trumpy pasikartojan¢iy DNR seky regionai, pasizymintys
dideliu mutacijy dazniu ir polimorfizmu, todél yra ypac naudingi tiriant geneting jvairove, populiacijy
diferenciacijg bei individy giminystés rysius (Selkoe & Toonen, 2006). Tuo tarpu SNP yra vieno
nukleotido skirtumai aptinkami DNR sekoje, placiai paplite visame genome. Nors kiekvienas SNP
paprastai yra maziau informatyvus nei mikrosatelitai, jy gausa ir galimybé analizuoti didelius
duomeny kiekius, ypa¢ taikant naujos kartos sekoskaitos technologijas, leidZia tiksliai jvertinti

populiacijy struktiirg, geneting jvairove ir galimus migracijos modelius (Seeb et al., 2011).

1.2.8. Genetiniy duomeny analizé ir vizualizacija

Populiacinéje genetikoje genetiniai duomenys analizuojami taikant jvairius statistinius ir
bioinformatinius metodus, leidZianCius jvertinti geneting jvairove bei populiacijy struktiirg (1.4 pav.).
Dazniausiai apskai¢iuojami tokie rodikliai kaip heterozigotiSkumas, aleliy jvairové ar haplotipy

skaiCius, taip pat vertinama genetiné diferenciacija tarp populiacijy ir t.t. (Allendorf et al., 2012).
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1.4 pav. Populiacijy genetinés struktiiros ir filogenetiniy rysiy analize S.
spontaneum risies individy: (a) PCA, (b) filogenetinis medis ir (¢) populiacijy
struktiros (ADMIXTURE) diagrama (Zhang et al., 2018).

Populiacijy struktirai tirti placiai naudojami modeliais pagristi metodai, pavyzdziui, Bajeso
(angl. Bayesian) klasterizacijos algoritmai, kurie individus suskirsto j genetines grupes pagal jy
panasuma ir leidzia jvertinti priklausomybe skirtingoms populiacijoms. Siy analiziy rezultatai
dazniausiai pateikiami grafiskai, vaizduojant individy geneting sudétj ir galimus genetinio maiSymosi
atvejus tarp populiacijy (Pritchard et al., 2000). Taip pat yra taikomi daugiamatés analizés metodai,
tokie kaip pagrindiniy komponenty analize (angl. Principal Component Analysis, PCA), kurie padeda
supaprastinti genetinius duomenis ir vizualiai palyginti individus ar populiacijas, iSrySkinant jy
tarpusavio genetinius skirtumus (Jombart et al., 2010).

Genetiniai rySiai taip pat daZnai vaizduojami naudojant haplotipy tinklus ir filogenetinius
medzius. Haplotipy tinklai leidzia jvertinti rySius tarp haplotipy, jy pasiskirstyma populiacijose bei
apskaiCiuoti mutacinius zingsnius tarp skirtingy haplotipy, o filogenetiniai medZziai atskleidZia
evoliucinius rysius tarp individy, populiacijy ar risiy bei jy kilmés désningumus. Sie metodai papildo
statistines analizes ir suteikia galimybe aiSkiau interpretuoti genetiniy duomeny struktiira bei

populiacijy tarpusavio rySius (Huson & Bryant, 2006).
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1.3. Mitochondriné DNR

1.3.1. Mitochrondrija ir mitochondrinés DNR sandara

Mitochondrijos yra sferinés formos organelés, lokalizuotos lastelés citoplazmoje. Jas sudaro
dviguba membrana, kuri mitochondrija padalija i dvi pagrindines dalis: tarpmembraning erdve,
esancig tarp iSorinés ir vidinés membrany, ir matricg, uzpildanc¢ig viding membrang. Biitent matricoje
aptinkama mtDNR (Chial et al., 2008).

Manoma, kad mitochondrijos evoliucionavo i§ bakterijy, o evoliucijos eigoje jy genomas
sumazéjo, nes dalis genetinés medziagos numigravo j branduolj (Wan et al., 2004). Siuo metu Zinoma,
kad mitochondrijy genomas yra ziedo formos ir sudarytas i§ mazdaug 16-17 tikstanc¢iy DNR baziy
pory.

Mitochondrijy genome identifikuojami 37 genai: 13 i$ jy koduoja baltymus, 22 — transporting
RNR (tRNR), o lik¢ 2 — ribosoming RNR (rRNR) (1.5 pav.). Mitochondrinés DNR koduojami
baltymai yra fermentiniy kompleksy subvienetai, dalyvaujantys oksidacinio fosforilinimo procese.

Nekoduojancios sekos sudaro tik nedidele genomo dalj — apie 3 % (Chial et al., 2008).
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1.5 pav. Zmogaus mtDNR struktiira. Pavaizduotas Ziedo formos mitochondrijy
genomas, kuriame i$sidést¢ baltymus koduojantys genai, tRNR ir rRNR genai bei
kontrolinis regionas (D-loop). https://isogg.org/wiki/Mitochondrial DNA
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1.3.2. Mitochrondrinés DNR savybés

Mitochondriné DNR pasizymi iSskirtinémis savybémis, tokiomis kaip didelis kopijy skaicius
lasteléje, motininis paveldéjimas ir santykinai aukStas mutacijy daznis, todél ji yra placiai naudojama
jvairiose mokslo srityse. Antropologinéje genetikoje mtDNR taikoma analizuojant genetinés
variacijos geografinj pasiskirstyma, tiriant populiacijy plitimg, migracijas ir geny srauto modelius.
Taip pat mtDNR placiai naudojama teismo medicinoje zmogaus palaiky identifikavimui. D¢l didelio
polimorfizmo ir mutacijy daznio mtDNR teikia daug informacijos apie genetinj kintamuma. Taip pat
vis daugiau tyrimy rodo, kad kai kurios mtDNR mutacijos gali biiti susijusios su jvairiomis zmogaus
patologijomis (Atig et al., 2009).

Populiacinéje genetikoje mtDNR ypac¢ vertinga dél savo savybiy, leidzian¢iy analizuoti
geneting jvairove ir populiacijy struktiirg. Dél motininio paveld¢jimo ir rekombinacijos nebuvimo,
mtDNR atspindi vienos linijos geneting istorija, todé¢l gali biiti naudojama populiacijy kilmei bei jy
tarpusavio rySiams tirti. Didelis mutacijy daznis leidzia aptikti net ir nedidelius genetinius skirtumus
tarp populiacijy, dél Sios priezasties mtDNR yra laikoma viena i§ informatyviausiy genetiniy zymeny
tirilant migracijos procesus, populiacijy diferenciacijg ir filogeografinius modelius (Ballard &
Whitlock, 2004).

Siems tyrimams daZniausiai pasirenkami konkretis mtDNR regionai, kurie veikia kaip
genetiniai zymenys. Skirtingi mtDNR fragmentai pasizymi nevienodu kintamumo lygiu, todél gali
biti taitkomi skirtingo masto genetiniams tyrimams — nuo artimy populiacijy palyginimo iki platesniy

evoliuciniy rySiy analizés (Avise, 2000).

1.3.3. Mitochrondrinés DNR zymenys

Mitochondriné DNR yra suskirstyta j skirtingus regionus, kurie pasiZymi skirtingu kintamumo
lygiu, todél gali buti naudojami kaip genetiniai Zymenys jvairaus masto tyrimuose. D¢l skirtingy
evoliucijos grei¢iy kai kurie mtDNR fragmentai yra labiau konservatyvis, o kiti — variabilis, todel ju
pasirinkimas priklauso nuo tiriamo genetinio lygmens, pavyzdZiui, mtDNR randami 12S ir 16S rRNR
yra santykinai konservatyvis ir dazniausiai naudojami tiriant filogenetinius rySius aukstesniuose
taksonominiuose lygmenyse, pavyzdziui, tarp geniy ar Seimy (Wan et al, 2004). Baltymus
koduojantys genai, ypac citochromo oksidazes I (COI) regionas, pasizymi didesniu kintamumu ir yra
placiai taikomi riiSiy atpazinimui bei genetinés jvairovés vertinimui. COI regionas yra parankus dél
universaliy pradmeny naudojimo galimybeés, leidZiancios tirti tiek vidurtiSing, tiek tarpriiSing geneting

jvairove (Allan et al., 2010).
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Mitochondrinéje DNR iSskiriami keli regionai, kurie dél skirtingo kintamumo yra naudojami
kaip genetiniai Zymenys populiacinéje genetikoje. Jy pasirinkimas priklauso nuo tyrimo tiksly,
kadangi skirtingi mtDNR fragmentai suteikia skirtinga informacijos kiekj apie geneting jvairove,
populiacijy struktiirg ir evoliucinius rySius. Dazniausiai analizuojami tiek nekoduojantys, tiek
baltymus koduojantys mtDNR regionai, leidZiantys tirti genetinius skirtumus jvairiais lygmenimis

(Avise, 2000).

1.3.4. Mitochrondrinés DNR kontrolinis regionas

Mitochondrinés DNR kontrolinis regionas yra pagrindiné baltymy nekoduojanti sritis, randama
gyviny mtDNR (Wan et al., 2004). Regiono ilgis paprastai siekia apie 1600 baziy pory. Jis dar
vadinamas D-kilpos (angl. D-loop) regionu dél jame susidarancios specifinés DNR struktiiros.
Kontrolinis regionas svarbus tiriant organizmy, ypac¢ stuburiniy gyviiny, evoliucija. Jame taip pat
randami promotoriai, dalyvaujantys RNR transkripcijos inicijavime abiejose mitochondrinés DNR
grandinése (Fish et al., 2004).

Kontrolinis regionas skirstomas ] tris dalis: du hipervariabiliuosius ir vieng konservatyvy
domeng (1.6 pav.). Hipervariabilieji domenai pasizymi greitu evoliucijos tempu, tod¢l daZnai
pritaikomas tiriant vidurii§ing geneting jvairove. Sie regionai leidzia nustatyti skirtingus haplotipus
tarp tos pacios riiSies individy ir jvertinti jy pasiskirstyma populiacijose. Dél §iy savybiy mtDNR
kontrolinis regionas laikomas vienu svarbiausiy genetiniy Zymeny, naudojamy populiacijy genetinés

struktiiros analizei bei riisiy ir portSiy identifikavimui (Wan et al., 2004).
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1.6 pav. Zmogaus mtDNR kontrolinio regiono struktiira.
https://www.sas.upenn.edu/~tgschurr/labwork/labwork.html
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1.3.5. Mitochrondrinés DNR citochromo b regionas

Mitochondrinés DNR citochromo b (cyt b) genas yra vienas i§ baltymus koduojanciy
mitochondrijy genomo segmenty, atlickantis svarby vaidmenj elektrony transporto grandingje
lastelinio kvépavimo metu (Zhao et al., 2009). Jo ilgis siekia apie 1140 baziy pory (Linacre, 2012),
pasizymi santykiniu konservatyvumu, kuris siejamas su funkcine svarba oksidacinio fosforilinimo
procese. Taciau nepaisant Sio konservatyvumo, geno sekoje kaupiasi pakankamai daug mutacijy,
todél jis iSlieka informatyvus genetiniuose tyrimuose. D¢l §iy savybiy cyt b genas placiai naudojamas
kaip genetinis Zymuo risiy identifikavimui, filogenetiniams tyrimams bei evoliuciniy rysiy analizei
(Castresana, 2001).

Cyt b geno sekose dazniausiai aptinkamos sinoniminés mutacijos, kurios nekeic¢ia aminoriig§¢iy
sekos, todél genas iSlieka funkciniu pozitriu stabilus, taciau kartu islaiko genetinj kintamuma. Be to,
Sis genas yra placiai paplites tarp skirtingy gyviny grupiy, todeél leidzia palyginti genetinius duomenis
tarp rusiy. Dél tinkamo konservatyvumo ir kintamumo balanso cyt b genas yra ypa¢ tinkamas tiek

artimai susijusiy, tiek labiau nutolusiy taksony analizei (Johns & Avise, 1998).

1.3.6. Mitochrondrinés DNR ribotumas

Nepaisant plataus mitochondrinés DNR taikymo populiacinéje genetikoje, Sis genetinis Zymuo
turi savy ribotumy. Vienas i§ pagrindiniy trikumy — motininis paveldéjimas, dél kurio mtDNR
atspindi tik motininés linijos geneting istorijg ir neapima tévinés kilmeés informacijos. D¢l to gauti
rezultatai nevisada atspindi visa populiacijos geneting struktiira (Avise, 2000).

Kitas svarbus aspektas, jog mtDNR sudaro vienas genetinis lokusas, tod¢l jos pagrindu atlikta
analiz¢ ne visada reprezentuoja viso genomo variacijg. D¢l Sios priezasties mtDNR duomenys daznai
turi biiti derinami su branduolinés DNR Zymenimis, siekiant i§samesnio populiacijy genetinés
jvairoves vertinimo (Ballard & Whitlock, 2004).

Taip pat mitochondriné DNR gali biiti veikiama selekcijos, ypa¢ dél jos vaidmens lastelinio
kvépavimo procesuose. Tokiais atvejais mtDNR variacija gali neatspindéti neutraliy evoliuciniy
procesy, todél interpretacija turi biiti atliekama atsargiai (Galtier et al., 2009).

Paminétinas ir heteroplazmijos atvejis — reiskinys, kai vienoje lasteléje egzistuoja daugiau nei
vienas mtDNR variantas. Heteroplazmija gali apsunkinti genetiniy duomeny analiz¢ ir jy
interpretacija, ypac tiriant mazus genetinius skirtumus tarp individy ar populiacijy (Stewart &

Chinnery, 2015).
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2. Medziagos ir metodai

2.1 Medziagos

2.1.1 Tiriamoji medziaga

Tyrimas buvo atlieckamas su 262 slanky méginiais (2.1 lentel¢). IS Lietuvos ir Ispanijos

medZziotojy buvo gauti mégintuvéliai su slanky Sirdies arba kepeny audiniais, fiksuoti etanolyje. Kaip

genetiniai zymenys pasirinkti mtDNR kontrolinio regiono hipervariabilioji ir konservatyvi sritys.

Tyrime analizuoti slanky, sumedzioty 2025 m. rugséjo mén. Lietuvoje Klaipédos regione, 6 Ispanijos
regionuose ir Baltarusijoje audiniy pavyzdziai. Slanky méginiai yra saugomi Valstybinio mokslinio

tyrimy instituto Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos laboratorijoje.

2.1 lentelé. Skirtingose vietovése sumedzioty slanky, kuriy DNR
pavyzdziai analizuoti Siame darbe, skaicius.

Vietové Regionas Analizuoty méginiy skaicius
Lietuva 53
Ekstremadura 32
Maljorka 9
. Katalonija 52
Ispanya
Navara 30
Baskija 44
Aragonas 21
Baltarusija 21

2.1.2 Reagentai

2.2 lenteléje yra pateiktos cheminés medZiagos ir jy rinkiniai, kurie buvo naudoti darbo metu.
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2.2 lentelé. Darbe naudoty reagenty pavadinimai, jy apraSymas, gamintojas bei paskirtis.

Pavadinimas Aprasymas, sudétis Gamintojas Paskirtis
70 %% etanolis Etanolis AB _Vilniaus degting”,
Vilnius, Lietuva
20 % SDS Natrio dodecilsulfatas
Izopropanolis 2-hidroksipropanas,
izopropilo alkoholis, IPA|
dimetilkarbonilis, Carl Roth GmbH &
1zopropanolis Co, Baden- DNE
Salt homogenizing buffer Homogenizuojantis tirpalas: | Wirttemberg, iéskyri
0.4 M NaCl, 10 mM Tris- Germany iSsRyTimas
HCl pH 8.0, 2 mM EDTA pH
80
6 M NaCl Natrio chlondo tirpalas
Elution buffer Eliucyjos buferis
Protemnaze K Fermentas proteinazé K
Dream Tag PCR Master PGR misinys: 2X Dream Tag
Mix (2X) bufenis, Dream Taq
polimerazé, 0.4 mM dATT,
0.4 mM dCTP, 0,4 mM PGR
dGTP, 0.4 mM dTTP, 4 mM
MeCly
Nuclease-Free Water (not Vanduo, neturintis nukleazig
DEPC-Treated) UAB | Thermo Fisher
1= TAE buferis Elektroforezes buferis: 40 Scientific Baltics™,
mM TRIS-acetato, 2 mM Vilnis, Lietuva
EDTApH 8.0
Ethidium bromide Etid#io bromidas Elektroforeze
TopVision™ LE GQ Agarozé
GeneRuler 100 bp Plus DNE ilgio standartas
DNA Ladder
Exol TFjinﬁentas egzonukleazé, 20 Méginiy
FastAP Fermentas sarminé fosfatazs, paruasimas
sekoskaitai

1 0/l

PGR naudotos pradmeny poros nurodytos 2.3 lentel¢je.

2.3 lentelé. Darbe naudotos dvi pradmeny poros, naudotos S. rusticola
mtDNR kontrolinio regiono fragmenty amplifikavimui bei sekoskaitai.

Pavadinimas | Pradmenn Seka §° — 3’

orientacija
ScolL Tiesioginis TGTCAGGGCCATAAACGGAT
ScolR Atvirkstinis GGTTTGATTGTTCGGCTGGT
ScoUL Tiesioginis TAATGTCCTGCGTTACTAGCTTCA
ScoUR Atvirkstinis ATCATGTCCCACAAGCATTC
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2.1.3 Laboratoriné jranga

Tyrimo metu naudotg jrangg sudaré: termocikleris ,,GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems), laminarin¢ traukos spinta, elektriné plytel¢, horizontalaus gelio elektroforezés aparatas
,,BIOCOMdirect®, centrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*, UV transliuminatorius ,,Biodoc
Analyse® (Biometra), nanofotometras ,,Implen®, termostatuojama purtyklé ,,Eppendorf Thermomixer
comfort®.

Kiti naudoti prietaisai: automatinés pipetés, mikroskopavimo adatelés, stikliniai laboratoriniai

indai, antgaliai, steriliis ,,Eppendorf* mégintuvéliai.

2.2 Metodai

Slanky populiacinés genetinés struktiiros analizé yra t¢stinis mano bakalaurinio darbo tyrimas,
atliktas naudojant mtDNR kontrolin; regiong kaip genetinj Zymenj. Bakalauro metu sukurti
ScolL/ScolR pradmenys, kimbantys mtDNR kontroliniame regione, pasirodé¢ esg informatyvesni uz
mtDNR citochromo b regiono pasirinktus pradmenis. Tai yra pirma kartg Lietuvoje atlickamas
genetinis tyrimas su slankomis, analizuojantis ne tik Lietuvoje, bet ir Ispanijoje bei Baltarusijoje
sumedziotus individus. Pasirinkti metodai yra universalis ir placiai naudojami tokio tipo tyrimuose,
iSskyrus naujai sukurta ScolL/ScolR pradmeny porg. Supaprastinta metodologijos schema

pavaizduota 2.1 paveiksle.

Polimerazés
grandininé reakcija

ﬁ ﬁ DNR idskyrimas
T e ——
Iiskirta DNR

Sirdies ir kepeny
lasteliy méginiai

N

s —— AW — 21
| HOQUOMY Al

DNR seky identifikavimas DNR sekvenavimas Elektroforezé
bei analizé

2.1 pav. Pateikta apibendrinta tyrimo metodika. Sukurta su BioRender.com.
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2.2.1 DNR iSskyrimas

DNR isskyrimas buvo vykdomas pagal Aljanabi ir Martinez protokola (Aljanabi & Martinez,
1997). Gautuose megintuvéliuose buvo arba Sirdies, arba kepeny audiniai, priklausomai nuo to, ka
medziotojai jdéjo. Atpjautos mazos audiniy dalys buvo jdedamos ] atskirus 1,5 mL
»Eppendorf mégintuvélius, kuriuose pries tai jpilama 300 uL homogenizuojancio buferio. Jdedama
30 uL 20 % SDS ir 8 p 20 mg/mL proteinazés K, Svelniai sumaiSius mégintuvéliai jstatomi j 55 °C
termostatuojamg purtykle 2 valandom. IStirpus audiniams jpilama 300 uL 6 M NaCl, Svelniai
sumaiSoma ir centrifuguojama (15 min, 10000 x g). Supernatantas perpilamas j naujus 1,5 mL
»Eppendorf mégintuvéelius, pripylus 500 pL izopropanolio ir Svelniai sumaiSius méginiai jdéti 24
valandoms ] Saldiklj. Praéjus nustatytam laikui vykdomas centrifugavimas (10 min, 15000 x g).
Pasalinamas supernatantas, ant nuosédy uzpilama 300 pL 70 % etanolio ir vykdomas centrifugavimas
(5 min, 15000 x g). Supernatantas nupilamas ir mégintuveliai apverciami ir padedami ant filtrinio
popieriaus 2 min. Galiausiai jpilama 50 pL eliucijos buferio ir §velniai sumaiSoma. Méginiai po DNR

skyrimo laikomi -20 °C saldiklyje.

2.2.2 Polimerazés grandininé reakcija

DNR amplifikacija buvo vykdoma pagal Thermo Fisher Scientific Baltics gamintojo
rekomendacijas, pateiktas ,,GeneJET Genomic DNA Extraction Kit”. DNR pagausinimui buvo
naudotos 2 pradmeny poros, skirtos amplifikuoti skirtingus mtDNR kontrolinio regiono fragmentus.
PGR salygos, atliekant reakcijas su abiejomis pradmeny poromis, buvo tokios pacios. 2.4 lentel¢je

pateiktos reakcijos salygos.

2.4 lentelé. PGR salygos.

94 °C 5 min

04 =C 35s

35 °C 45 s 35 ciklai
72 °C 55s

72 °C 5 min

PGR miSinio, skirto pagausinti vieno meginio DNR fragmentg tiiris sieké 25 pL. Bendrg PGR
miSinio turj sudaro 12,5 uL DreamTaq polimerazés buferinio tirpalo, 0,5 pL tiesioginio bei 0,5 pL

atvirkStinio pradmens, 9,5 pL vandens be nukleaziy ir 2 pL. DNR. Norint uZztikrinti naudojamy
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reagenty grynuma bei Svaruma yra paruoSiama neigiama kontrol¢, vietoj DNR jpilimas toks pat kiekis
vandens. Po amplifikacijos méginiai laikomi -20 °C Saldiklyje. PGR atlieckamas ,,GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) termocikleryje.

2.2.3 Elektroforezé

Elektroforezés metu yra tikrinama DNR amplifikacija po PGR. Paruosiamas 1,5 % agarozés
gelis: 40 mL TAE buferiniame tirpale iStirpinama 600 mg agarozés milteliy visg misSinj kaitinant ir
maisant tol, kol tirpalas tampa skaidrus. Tirpalas palickamas atvésimui iki 55 °C, véliau jlasinama 1
pL 0,5 ng/mL etidzio bromido ir jpylus | specialig vonele paliekama sustingti apie 20 min. | paruosto
gelio Sulinélius jleidziami tiriamieji méginiai palikus pirmuosius eiliy Sulinélius tus¢ius molekuliniam
dydzio standartui (2 pL). Elektroforezé vykdoma 30 min. esant 90 V jtampai. Elektroforezés gelis

analizuojamas ,,.Biodoc Analyse* (Biometra) transliuminatoriumi.

2.2.4 Sekoskaita ir duomeny apdorojimas

Amplifikuoti méginiai ruoSiami sekoskaitai juos iSvalant su egzonukleaze Exol ir Sarmine
fosfataze FastAP pagal fermenty rinkinio gamintojo rekomendacijas. Pagausinty méginiy sekoskaita
atliko Valstybinio moksliny tyrimy instituto Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos
laboratorijos vyr. laborant¢ Evelina Maziliauskait¢é 3500 Genetic Analyser prietaiso pagalba.
Naudojant programg Chromas gautos DNR sekos buvo tvarkomos rankiniu biidu. DNR sekos buvo
sulygintos taip, kad visos prasidéty ir baigtysi tokiais paciais nukleotidy fragmentais. Apdorotos DNR
sekos buvo jkeltos ;1 MEGA 11.0.11 programg bei sulygintos panaudojus ClustelW algoritma.
Apdorojus duomenis MEGA programoje sukurti filogenetiniai medziai, kuriy konstravimui naudotas
NIJ (angl. Neighbor-Joining) algoritmas. Vienas i$ filogenetiniy medZiy buvo papildomai apdorotas
iTOL internetinéje svetain¢je siekiant optimizuoti rezultato vizualizavimg bei interpretavima.
Filogenetiniai medziai sukonstruoti remiantis MEGA ir iTOL internetinése svetainése esanciomis
naudojimo instrukcijomis. Analizuotos DNR sekos buvo lyginamos su NCBI Geny banke esan¢iomis
slankai artimy raisiy sekomis naudojant NCBI BLAST internetinj jirankj (Altschul et al., 1990).

Pasinaudojus internetiniu DNR seky jrankiu FaBox 1.61 ir MEGA programa buvo sugeneruotos
lentelés, parodancios haplotipy pasiskirstymag haplogrupése tiriamuosiuose méginiuose. Su Network
10.2 programa buvo sugeneruoti haplotipy tinklai pagal haplotipy lentelése esan¢ias DNR sekas.
Haplotipy tinklai bei lentelés sugeneruotos remiantis programy kiiré¢jy naudojimo instrukcijomis,

prieinanc¢iomis internete.
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3. Rezultatai

Siame skyriuje pateikiami atliktos slanky populiacinés genetinés struktiiros analizés rezultatai,

gauti panaudojant mtDNR genetinius Zymenis. Tyrime buvo i§ viso analizuoti 262 slanky individai,

surinkti i§ trijy Europos regiony: Lietuvos, Ispanijos ir Baltarusijos. Pirmiausia apraSomi DNR

koncentracijos ir amplifikacijos kokybés jvertinimas, toliau pateikiami seky analizés rezultatai,

iskaitant seky sulyginima, filogenetiniy medziy kiirima, haplotipy identifikavima bei jy pasiskirstyma

tirtose imtyse. Galiausiai pristatomi haplotipy tarpusavio ry$iai, atvaizduoti haplotipy tinkly pagalba.

Rezultatai Siame skyriuje pateikiami apraSomuoju biidu, jy interpretacija ir aptarimas pateikiami

kitame darbo skyriuje.

3.1 DNR koncentracijos nustatymas

Atlikus DNR is$skyrimg Aljanabi ir Martinez metodu (Aljanabi & Martinez, 1997) kiekvieno
meéginio DNR koncentracija nustatyta nanofotometru. Méginiai, kuriuvose DNR koncentracija buvo

didesné nei 200 pg/mL, buvo atskiesti dH2O iki nustatytos tinkamiausios DNR koncentracijos — 20

pg/mL (Kirby, 1990). IS viso buvo atskiesti 49 méginiai. Méginiai skiesti santykiu 1:6 (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Skiesty meginiy apytikslé DNR koncentracija bei panaudotas vandens kiekis

skiedimui.

Apytikslée DNR kone. (ng/mL)

Skiedimas (uL)

200285 pg/mL

20 uL DNR. 20 pL dH20

295390 pg/mL

20 uL DNR, 40 pL dH20

410495 pg/mL

20 uL DNR, 60 pL dH20

500-580 pg/mL

20 pl DNR, 80 pL dH20

600670 pg/mL

20 uL DNR, 100 pL dH20

720 pg/mL

20 uL DNR, 120 pL dH20

3.2 DNR amplifikacijos rezultatai

Tyrimas buvo atliktas su dvejomis pradmeny poromis, priklausan¢ioms mtDNR kontroliniam

regionui: ScolL/ScolR ir ScoUL/ScoUR. Pradmeny kibimo vietos mtDNR kontroliniame regione

pavaizduotos 3.1 paveiksle.
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CAACCATTCCATGAACCCCATAAACCTTTCCCCCCCCCTCCCCCCCCGGCCGGATACAATTTTCC
[ GGTCAATTTTCTATAAAAGCCATGTACTGGTCCCCATGCTCTTGTCCCCCCCATACCGCATCCTATCTA
TGCTCTAAGTCTCATTAATATCTCACTGGACTAGAATCCTATGCCCCCATTCCTGCCTCCAGAGTGCGA
TTTAAACAATGGACTCAGGAATATCGCCACAAACCGTACTAAACCCATCAACTTGTAGATCTATACATAA
GCCTTTTTGAGTTGCACGGCAGTGCTTTCATACATATTACTCATGGTTTCAAACAATAGGGTTCGAAATC
TCTCGTAATACACACAAGCATCGTACCAGGTTATTTATTAATCGAGCTCCTCACGTGAAATCAGCAACC
| CGGCGTAAGTAATGTCCTGAGTCCCTAGCTTCAGGCTCATTCTTTCCCCCTACACCCTAGCACAACTT
GCTCTTTTGCGCCTCTGGTTCCTATGCTCACGCCCATAAACCCATTGATACTCATAACTTGCTCTTTACGA
ATACATCTGGTTCGCTATATGCCCCCCTTCAGTCCGTGATCGCGGCATTCTACAATTCTAATACATCTGG
CR TICTTCTTTTTICTCTGGGGTCTTCAACTTACCCTCCGGTGCAGCGGGTGAATACAATCTAAGACTTGAG
CATCTCGTGCGTTTCGTCCTTATTTTGGTCCTCAGGCGTTGATTAATGAGACGGTGTCAAGTGTTTGGG
GAATCATATCAACACTGATGCACTTTGATTTACACTTGGTTATGGCTCCCGCGCAAGTACCTTACATGTT
TCCGTTATTTAATGAATGCTTGTGGGACATGATTTTTCACTTTTTCACTTCCTCTAACTTTCTTAACAACACT
AGTAGATTTTATCTAAATTTTTTTTCATTTCTATCACAAATTTTATCGTAAACCAATCGATAAAAATTTGTTCAT
CGATTACCGCTAAAACTTCATTAATATCTAATTCGTCAAATCCACGTTCGATCATACCTAAAACATTACCC
TCATCATTACAAAAACCAACCATCATACCCAACATCCAAACTCACACTTTACTAACATAGACCCACACT
HVRI =5 CTACCCCCGCTTAAATTACATTAATATATTTATCCAATAAACACATATTTACCCAAATATTCACCTAAAAAC
TATAAAAGAAACCGCCCTACAATAAATTGACCAGCEEAACAATCARACE CAAAACAATCAAACCCAAA
ACAATCAAACCCAAAACAATCAAACCCAAAACAATCAAACCCAAAACAATCAAACCCAAAACAATCA
L AACCCAAAACAATCAAACCCAAAACAATCAAACCCAAAACAATCAAACCCAAAACAATCAAACCCAA
AACAATCAACAAAACCAGTCCC

HVRII —

3.1 pav. Scolopax rusticola mtDNA kontrolinio regiono seka. Pazymétos apytikslés
hipervariabiliosios (HVRI ir HVRII) ir konservatyvi (CR) vietos, geltona spalva Zymi
ScoUL/ScoUR pradmeny kibimo vietas, zalia spalva — ScolL/ScolR pradmeny kibimo
vietas.

Kadangi bakalauro metu buvo iSsiaiSkinta, kad informatyviausias yra mtDNR Zymuo
pagausinamas naudojant pradmeny pora ScolL/ScolR, kurios pagalba amplifikuotas kontrolinio
regiono fragmentas apimantis dalj konservatyvios sekos CR regione bei kitg dalj hipervariabilios
sekos HVRI regione (3.1 pav.) magistrinio darbo metu buvo siekiama visg tyrimg atlikti naudojant
tik $ig pradmeny pora. Po DNR amplifikacijos i§ 262 DNR meéginiy pavyko pagausinti 220 méginiy

fragmentus (3.2 lentel¢).

3.2 lentelé. Nurodytas su ScolL/ScolR pradmeny pora
amplifikuoty méginiy skaicius bei vietovés, 18 kuriy buvo
gauti tiriamieji méginiai.

Meéginiy skaicius Vietové
47 Lietuva
160 Ispanija
13 Baltarusija

25



Su 42 méginiais, kuriuose DNR nepasigausino su ScolL/ScolR pradmenimis, buvo atlikta
DNR amplifikacija su ScoUL/ScoUR pradmeny pora (3.3 lentelé¢). Kadangi §i pradmeny pora apima
konservatyvigja kontrolinio regiono sritj, ji yra gana universali, nors apima santykinai trumpa DNR
fragmentg — iki 400 baziy pory ilgio. Su Sia pradmeny pora pavyko pagausinti dalj méginiy, kuriy
amplifikacija naudojant ScolL/ScolR pradmenimis nepavyko. Tokiu biidu patvirtinta, kad visi
tyrime naudoti audiniy pavyzdziai priklauso Scolopax rusticola rusiai, o nesékminga dalies méginiy
DNR fragmenty amplifikacija, greiciausiai, sietina su taskinémis mutacijomis, kurios pasitaike

pradmeny prikibimo zonoje.

3.3 lentelé. Nurodytas su ScoUL/ScoUR pradmeny pora
amplifikuoty méginiy skaicius bei vietovés, 1§ kuriy buvo
gauti tiriamieji méginiai.

Méginiu skaicius ‘ietove
6 Lietuva
28 Ispanija
8 Baltarusija

3.3 Seky sulyginimas bei filogenetiné analizé

Po sekoskaitos gauti rezultatai pirmiausia buvo tikrinami Chromas programa: buvo jvertintas
gauty seky Svarumas ir DNR sekos taip sulygintos, kad prasidéty ir baigtysi ties ta pacia nukleotido
pozicija. Analizuoty seky ilgiai pateikti 3.4 lenteléje.

3.4 lentelé. Analizuoti slanky mtDNR fragmenty,
pagausinty su kiekviena pradmeny pora, seky ilgiai.

Pradmeny pora Sekos ilgis
ScolL/ScolR 663 bp
ScoUL/ScoUR 364 bp

Perzitréjus ir suvienodinus DNR seky ilgj, jos buvo rankiniu budu jkeltos ] MEGA programa
ir panaudojus ClustalW algoritma buvo sulygintos tarpusavyje. Remiantis Siomis DNR sekomis buvo
sukurti du filogenetiniai medziai: vienas su ScolL/ScolR, kitas — ScoUL/ScoUR pradmenimis.
Medziams sukurti buvo naudojamas NJ (angl. Neighbor-Joining) algoritmas, taip pat buvo remtasi

MEGA internetiniame puslapyje pateiktomis programos naudojimo instrukcijomis. D¢l didelio
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analizuoty seky skaiciaus sudarytas filogenetinis medis su ScolL/ScolR pradmeny pora MEGA
programoje buvo sudétingai interpretuojamas, todél siekiant aiskesnio vizualinio pateikimo jis buvo
eksportuotas ir papildomai apdorotas naudojant iTOL (angl. Interactive Tree of Life) platforma.
Sukonstruotame filogenetiniame medyje (Zr [ priedg) galima matyti, kad slanky méginiai,
priklausantys atskiroms haplogrupéms, priskirtini individams, sumedZiotiems visose tirtose
vietovése. Medyje, sukonstruotame naudojant sekas pagausintas su ScoUL/ScoUR pradmenimis dél
mazesnio seky variabilumo individy i$siskirstymas j haplogrupes pagal vietoves labiau iSreikstas (zr.
2 priedg).

Siekiant palyginti gauty seky panasuma su kitomis Scolopax genciai priklausan¢iomis ruSimis
naudojant BLAST sistemg nustatyta, kad artimiausia riiSis Scolopax mira, kurios homologinés sekos
panaudotos sugeneruojant ScoUL/ScoUR ir ScolL/ScolR haplotipy filogenetinius medzius kaip

iSorinés kontrolinés grupés atstovo méginys (atitinkamai 3.2 pav. ir 3.3 pav.).

Hap A N=29
] Hap 2 N=3
= Hap 3 N=1 .
] Haplogrupé A
_®! L —Hapsn=2
— Hap 4 N=1
Hap B N=3
Haplogrupe B
ko
Hap 7 N=3
S. mira

3.2 pav. Filogenetinis medis, vaizduojantis skirtingy haplotipy panasuma tarpusavyje bei su
S. mira risimi (ScoUL/ScoUR pradmeny pora). Prie kiekvieno haplotipo nurodytas
tiriamyjy individy skaicius, turintis tokig pac¢iag DNR seka. Mélyni skliaustai nurodo, kurie
haplotipai priskirtini kurioms haplogrupéms.
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Hap 33 N=1

Hap 36 N=1

Hap 29 N=1

Hap 22 N=2
Hap 27 N=1
Hap 20 N=1
Hap 15 N=8
Hap 14 N=2
Hap 9 N=2
Hap 13 N=1
Hap 8 N=1
Hap 6 N=2

4'7 Hap 7 N=1
= 'Hap 25 N=3
Hap A N=115
Hap 5 N=1
Hap 39 N=1
Hap 32 N=1
Hap 23 N=1 o
N I Haplogrupé A
Hap 35 N=1
Hap 12 N=2
Hap 10 N=3
Hap 3 N=2
Hap 24 N=1

Hap 40 N=1
Hap 18 N=1

Hap 34 N=1

% Hap 19 N=2

Hap 38 N=1

Hap 17 N=2

Hap 11 N=7

Hap 16 N=2

= ' Hap 30 N=1

Z| |~ Hap2 N=4

Hap 4 N=3
@ Hap 26 N=1

Hap 28 N=2
LB Hap 37 N=1
Hap 31 N=1
= Hap 51 N=3
Hap 59 N=1

= Hap 58 N=3
= Hap B0 N=2

=

Hap 57 N=1

Hap 44 N=1
Hap 45 N=2

Hap 47 N=1

Hap 46 N=1

Hap 61 1 .

Hap 52 Nt Haplogrupé B
Hap 50 N=1

Hap 43 N=1

s Hap B N=4

I Hap 54 N=1

Hap 53 N=2

Hap 56 N=1

| Hap 42 N=2

Hap 55 N=1

Hap 48 N=1

Hap 49 N=2

S. mira
1 1 1 1
T T T 1
0.03 002 0.0 0.00

3.3 pav. Filogenetinis medis, vaizduojantis skirtingy haplotipy panaSuma tarpusavyje bei su S. mira
rasimi (ScolL/ScolR pradmeny pora). Prie kiekvieno haplotipo nurodytas tiriamyjy individy
skaiCius, turintis tokig pacig DNR seka. Mélyni skliaustai nurodo, kurie haplotipai priskirtini kurioms
haplogrupéms.

3.4 Polimorfiniy viety analizé

Siekiant nustatyti polimorfines vietas analizuojamojoje DNR dalyje, MEGA programos
pagalba buvo sukurtos haplotipy lentelés. Su ScolL/ScolR pradmenimis pagausintais méginiais i$

viso buvo identifikuoti 61 haplotipai, i§ kuriy 40 priklauso haplogrupei A, o like¢ 21 — haplogrupei B
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(zr. 3 priedg). Lenteléje pateiktos tik polimorfinés nukleotidy pozicijos. TaSkai zymi sutapimg su
referentiniu haplotipu, o raidés nurodo aptiktus vieno nukleotido pokyc¢ius. Analizé parodé nevienoda
haplotipy pasiskirstymg tarp haplogrupiy — haplogrupei A nustatyta daugiau skirtingy haplotipy bei
didesnis jy daznis, tuo tarpu dalis haplotipy, priklausanciy haplogrupei B, buvo reti ir aptikti tik
pavieniuose méginiuose.

ISanalizavus haplotipy lentele buvo i$skirta 16 pozicijy DNR sekoje, kuriose buvo aptiktos tos

pacios nukleotidy pakaitos visuose haplogrupei B priskirtinuose individuose (3.5 lentelé¢).

3.5 lentelé. Nurodytos pakitusios nukleotidy pozicijos analizuotoje DNR sekoje. Ref. seka —
referentiné seka, pagal kurig buvo analizuota visa lentelé. Hap B — visi individai, kuriuose buvo
rastos tos pacios nukleotidy pakaitos.

Haplogrupé Nukleotido pozicija DNR sekoje
156 | 245 | 254 | 278 | 416 | 449 | 458 | 483 | 498 | 507 | 560 | 578 | 584 | 600 | 633 | 635

Ref. seka T C T A G G C T A A A C T A T A
Hap B C T C G A A T C G G G T C G C G

Taip pat haplogrupéje B buvo rasta 13 papildomy nukleotidy insercijy, kuriy néra referentinéje
sekoje (3.6 lentel¢). Idomu tai, kad 9 1§ 13 nukleotidy eina vienas po kito, taip sudarydami papildomos

sekos jsiterpimo jspidj.

3.6 lentelé. Nurodytos nukleotidy insercijos, aptiktos haplogrupéje B. Ref. seka —
referentiné seka, pagal kurig buvo analizuota visa lentelé. Hap B — visi individai,
kuriuose buvo rastos tos pacios nukleotidy insercijos.

Haplogrupé Nukleotido pozicija DNR sekoje

453 | 524 | 525 | 526 | 527 | 528 | 529 | 530 | 531 | 532 | 536 | 540 | 570
Ref. seka - - - - - - - - - - - - -
Hap B T Al C C C A A cC | A T A cC | A

Su ScoUL/ScoUR pradmenimis pagausintais méginiais i§ viso buvo identifikuoti 7 haplotipai,
1$ kuriy 5 priklauso haplogrupei A, o tuo tarpu 2 — haplogrupei B (3.4 pav.). Nors tiek analizuotos
sekos ilgis, tieck méginiy skaiCius yra Zenkliai mazesnis, lyginant su ScolL/ScolR pradmenimis,

vistiek buvo aptiktas individy iSsiskirstymas j tas pacias haplogrupes.
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2
32
86
174
209
218
224
313
322
346

Hap_Nr N Region

Hap A 29 A A AT T TTC T A ESILTELR

Hap 2 3 .. c . . . . . . . ESLT
Hap_3 1 T. . G. . . . . ES
Hap_4 1 cC . . . BLR
Hap 5 2 . . . . . . . . C . BLR
Hap_B 3 6. . C. . CTTCG ES
Hap_7 3 ¢G. . C. CcCTTCG Es

3.4 pav. Haplotipy lentelé (ScoUL/ScoUR pradmeny pora). Hap A ir Hap B nurodo haplogrupes,

Hap Nr — haplotipy skai¢iy. N nurodo individy skaiciy, priskirtiny haplotipams. Vir$ referentinés

(pirmosios) sekos esantis skai¢ius nurodo nukleotido pozicijg sekoje, kurioje yra jvykusi mutacija.
Vietovés paraSytos sutrumpintai: LT — Lietuva, ES — Ispanija, BLR — Baltarusija.

3.5 Haplotipy tinklo sudarymas

Siekiant vizualiai interpretuoti tiriamyjy individy tarpusavio genetinius rySius buvo
sukonstruoti haplotipy tinklai (angl., Median-Joining network). 3.5 pav. yra vizualiai pavaizduota,
kaip haplotipai pasiskirsté haplogrupése tarp slanky individy, tirty su ScolL/ScolR pradmenimis.
Nubraizytas haplotipy tinklas atspindi haplotipy lentel¢je (Zr 3 priedq) pateiktus rezultatus. Abi

haplogrupes skiria 32 mutaciniai zingsniai.

HAP34@

HAP40 @
1 X
m2e &
mvie_ g t mvSe
HAP27 @ HAPTE® T Har@
! HAP32 @
HAP2 @
{ HAP24 ¢—F HAP52
P \; L HAPG0 & HAPG 1@ Q
| HAP33 @ * HAPS7 @ X
HAP15. % [ X ~Z T Hars® A ey ‘ THAP4o @
O % HAP53@ HAP4S S \uwpsie
‘HAP\IZE:. : A HAP3S @ / s e x .
HAP7 A — - HAPS:
y mygs | HAP44 ——Pvd e H‘\PB‘ HARS2 @) "
HAPS (B — s HAP?. \\\\\ 3 " X A K HAPSO @
X
e RO HAPIS @ HAPS @ HAPS4 @ HAPSS®
HART3 WX
HaP10 @ ® o Hars1 @) /
+ \\ >
HAP23 @ X N HAP4T @
HAP21 [ \ WX
Hkp5'HAP14. 7 \ HAP3 1@ HAP59 @
HAP39 @ ‘ Haps @) ,
AR20
w08 i Herzie
HAP26 e
X /3 HAP22@ < ‘
mv3e
HAP29 @ ” HAP17 (8 o
“HAP37 @ HAP16.
HaP2s @

3.5 pav. Haplotipy tinklas (ScolL/ScolR). Apskritimai zymi haplotipus, prie kiekvieno i8 jy nurodytas
haplotipo numeris. Apskritimo dydis nurodo individy daznj. BriikSneliai tarp apskritimy nurodo kiek
nukleotidy pakaity skiria haplotipus. Spalvos nurodo vietoves, 1§ kuriy buvo surinkti individai: tamsiai raudona
— Ispanija, zalia — Lietuva, mélyna — Baltarusija. Sviesiai raudona spalva Zymi galima mutacinj taska.
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Haplotipy tinklas, sukurtas su ScoUL/ScoUR pradmenimis pagausintais méginiais, patvirtina

haplotipy lentel¢je (3.4 pav.) individy iSsiskirstyma j atskiras haplogrupes (3.6 pav.). Abi haplogrupes

skiria 4 mutaciniai zingsniai.

HAP4
HAP3 @& 8. .
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3.6 pav. Haplotipy tinklas (ScoUL/ScoUR). Apskritimai Zymi haplotipus, prie kiekvieno i$ jy nurodytas
haplotipo numeris. Apskritimo dydis nurodo individy daznj. BriikSneliai tarp apskritimy nurodo kiek
nukleotidy pakaity skiria haplotipus. Spalvos nurodo vietoves, i$ kuriy buvo surinkti individai: tamsiai raudona
— Ispanija, zalia — Lietuva, mélyna — Baltarusija. Sviesiai raudona spalva Zymi galima mutacinj taska.

Nubraizyti haplotipy tinklai ne tik patvirtina haplotipy lentelése pateikta informacija apie
haplotipy pasiskirstyma haplogrupése, bet taip pat ir patvirtina MEGA programos seky sulyginimuose
bei filogenetiniuose medziuose gautus rezultatus apie haplogrupéms priskirtinus individus. 3.7
lenteléje pateikta konkretizuota informacija, apie visy tirty individy priskirtinumg vienai i§ dviejy

haplogrupiy atlikus analize tiek su ScolL/ScolR, tiek su ScoUL/ScoUR pradmenimis.

3.7 lentelé. Nurodytas slanky, sumedZzioty
skirtingose vietovése, skai€ius priklausantis
vienai i§ dviejy haplogrupiy.

Vietové Hap A Hap B
Lietuva 45 8
Ispanija 161 27
Baltarusija 18 4
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4. Rezultaty aptarimas

Atlikus slanky mtDNR kontrolinio regiono analiz¢ buvo aiskiai matomas tiriamy individy
iSsiskirstymas ] dvi haplogrupes. Haplogrupiy buvima patvirtino visos naudotos analizés:
filogenetiniai medziai, haplotipy lentelés bei tinklai. Tyrime pasirinktos dvi kontrolinio regiono sritys,
hipervariabilioji ir konservatyvi, nepaisant skirtingo analizuoto individy skaiciaus, patvirtino meginiy
i8siskirstyma j haplogrupes.

Nepaisant kuriame i§ trijy regiony buvo sumedziotos slankos, Sios riiSies individai buvo rasti
abiejose haplogrupése. Tokj rezultatg gali paaiskinti intensyvi rusies migracija ir didelis geny srautas
tarp skirtingy regiony populiacijy. Panasios tendencijos buvo nustatytos ir kituose tolimyjy migracijy
pauksciy rasyse (Lombardo et al., 2022).

Misy atliktame tyrime identifikuota haplogrupé B pasizymejo rySkiu genetiniu iSskirtinumu.
Siai haplogrupei priklausanéiy individy mtDNR sekose buvo aptikta 16 pastoviy nukleotidy pakaity,
kuriy nebuvo referentinéje sekoje. Reikia paminéti, kad tarp jsiterpusiy nukleotidy 9 sudaré trumpa
iStisine seka. Tokie pasikartojantys skirtumai rodo ilgesnj evoliucinj atsiskyrimg tarp genetiniy linijy.
Analizé taip pat parod¢, kad haplogrupe A pasizyméjo didesne genetine jvairove nei haplogrupé B:
haplogrupei A buvo priskirta daugiau skirtingy haplotipy bei aptiktas didesnis jy daznis. Didesné
genetine jvairove daznai siejama su didesniu efektyviu populiacijos dydziu, senesne kilme arba
intensyvesniu genetiniu maiSymusi tarp individy. Tuo tarpu maZesné genetiné jvairove gali rodyti
mazesn]j populiacijos dydj ar genetinj ,,butelio kaklelio* efekta (Hartl & Clark, 2007).

Slanky vidurGSing geneting jvairove pirma karta analizavo 2011 metais italy mokslininky
komanda (Trucchi et al., 2011). Jie savo tyrime pasirinko mtDNR citochromo b regiong ir branduolio
DNR p-fibrinogeng koduojancia sekg kaip genetinius Zymenis. Analizé su branduolio genu neparodé
jokios genetinés diferenciacijos tiriamoje rusyje, taciau su mtDNR citochromo b Zymeniu buvo
nustatytas dviejy haplogrupiy buvimas rii§yje. Jy tyrime buvo aptikti 37 haplotipai, priklausantys
haplogrupei A, ir 13 haplotipy, priklausanc¢iy haplogrupei B. Nubraizytas haplotipy tinklas parodé 12
mutaciniy zingsniy tarp abiejy haplogrupiy. Tiek misy darbe, tiek italy mokslininky, analizuota
slanky imtis buvo panasi — vir§ 200 individy. Ta¢iau misy darbe tiek aptikty haplotipy skaicius
pasirodé¢ esas didesnis abiejose haplogrupése, tiek aptikome daugiau mutaciniy zingsniy tarp
haplogrupiy. Taip pat pagal straipsnyje pateiktus rezultatus citochromo b regionas neparod¢ insercijy

buvimo. Lyginant miisy darbe gautus rezultatus su mtDNR kontroliniu regionu ir italy tyrime naudotu
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mtDNR citochromo b regionu galima daryti iSvada, kad mtDNR kontrolinis regionas yra
informatyvesnis tokio tipo tyrimuose.

Tiek miisy, tiek italy mokslininky atliktame tyrime analizuoty slanky, surinkty i§ skirtingy
Europos regiony, pasiskirstymas j dvi haplogrupes, manoma, nutiko dé¢l ilgalaikés reprodukcinés
izoliacijos ledynmecio periodu, kurio metu atskiros slanky populiacijos galéjo vystytis izoliuotai
skirtinguose geografiniuose regionuose. Ledynams atsitraukus Europoje atsikiiré misko biotopai, taip
atsirandant salygoms pauks¢iy migracijai ir populiacijy maiSymuisi tarpusavyje. Tai galéjo daryti
jtakg panmiktinés slanky populiacijos atsiradimui, kg taip pat patvirtina atlikti vidurii§inés genetinés

jvairovés tyrimai tiek su mtDNR kontroliniu regionu, tieck su mtDNR citochromo b regionu.
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ISvados

o Atlikta slanky mtDNR kontrolinio regiono seky analizé¢ patvirtino dviejy haplogrupiy
egzistavimg tirtose imtyse. Haplogrupéms priklausanciy individy daznis bei paplitimas gali biiti
svarbus rodiklis ateities tyrimuose analizuojant kituose Europos regionuose sumedzioty slanky
imtimis.

e Lietuvoje, Ispanijoje ir Baltarusijoje medziojamy slanky populiacijose haplogrupés A atstovy
paplitimas siekia apytiksliai nuo 82% iki 86%. Manome, kad intensyvi riiSies migracija ir didelis geny
srautas tarp skirtingy regiony populiacijy poledynmecio laikotarpiu 1émé panmiktinj slanky

populiacijos modelio susiformavima.

e Sio tyrimo, paremto mtDNR kontrolinio regiono sekoskaita, rezultatai patvirtina italy
mokslininky vykdyto slanky genetinés jvairovés tyrimo iSvadas, paremtas citochromo b fragmento

analize, ta¢iau mtDNR kontrolinio regiono fragmentas pasizymejo didesniu informatyvumu.
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Asmeninis indélis

Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos
laboratorijoje turéjau galimybe atlikti visiSkai naujg tyrima, pirmag karta vykdomg ne tik Siame
institute, bet ir visoje Lietuvoje. Tyrimo metu atlikau pagrindinius laboratorinius darbus: DNR
iSskyrima, PGR reakcijas naudojant skirtingus pradmenis, DNR amplifikacijos vertinimg
elektroforezés metodu bei méginiy paruoSimga sekoskaitai. Be laboratoriniy darby taip pat analizavau
po sekoskaitos gautas DNR sekas: Chromas programa perzitiréjau seky duomenis, MEGA programa
atlikau seky sulyginimg ir haplotipy lenteliy sudaryma, o naudodama Network programg nubraiziau

haplotipy tinklus.
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Dalyvavimas mokslinése konferencijose:

Eva Rikstelyté, Dalius Butkauskas, Saulius Svazas. ,,The Intraspecific Genetic Diversity of
Eurasian Woodcock (Scolopax rusticola) Using Mitochondrial DNA Control Region Sequences*. 84"
International Scientific Conference of the University of Latvia. 2026 m. April 15th, University of

Latvia, Riga, Latvia.

Publikacijos:

2026 metais geguzés 7d. internetinéje mokslininky svetainéje ,,Mokslo Lietuva®“ buvo
publikuotas Evos Rikstelytés straipsnis ,,Paslaptingas Lietuvos misky paukstis: kg apie slankas

atskleidzia genetiniai tyrimai“. Nuoroda: https://mokslolietuva.lt/2026/05/paslaptingas-lietuvos-
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0YwZhcHBfaWQOMjlyMDM5SMTc40ODIwMDg5MgABHpHI15]9My7Prvw0dzwrdhJz4cAztvM 7
W4c0syy2fS6h8V72D X fatp2L5gd5- _aem G84HfpH1QOfItluUZ8tUOg
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Padéka

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovui dr. (HP) Daliui Butkauskui uz suteiktg galimybe atlikti
praktika Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Gamtos tyrimy centro Molekulinés ekologijos
laboratorijoje. Esu labai dékinga uz nuolating pagalbg ir palaikymg darbo metu, perduotas zinias,
prisid¢jimg prie mano praktiniy jgudziy ugdymo bei parodyta pasitikéjima leidziant vykdyti nauja
tyrimg. Taip pat nuoSirdziag padéka skiriu visai laboratorijos komandai uz pagalbg atliekant
laboratorinius darbus, pasidalintas vertingas praktines zinias bei patarimus, susijusius su baigiamojo

darbo rengimu, ir suteiktg draugiska atmosfera.
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Magistro baigiamasis darbas

Slanky (Scolopax rusticola) populiacinés genetinés struktiuros analizé naudojant

mitochondrinés DNR genetinius Zzymenis

SANTRAUKA

Genetiné jvairove, uzkoduota molekuliniame lygmenyje, yra svarbus informacijos S$altinis,
leidziantis tirti vidurtiSinius pokyc¢ius, nustatyti populiacijy genetine struktiirg, giminingumo rysius
bei pozymiy paveldimuma. Siame darbe buvo analizuoti slanky (Scolopax rusticola) méginiai,
surinkti trijose Europos $alyse — Ispanijoje, Lietuvoje ir Baltarusijoje. Tyrimo metu buvo siekiama
nustatyti tiriamy populiacijy geneting struktiirg, lyginant skirtingas imtis, reprezentuojancias
perin¢ius, migruojancius ir ziemojancius individus skirtinguose Europos regionuose. Tyrimui
pasirinktas mitochondrinés DNR kontrolinis regionas, pasiZymintis santykinai dideliu kintamumu,
lyginant su kitais genetiniais zymenimis. Slanky DNR buvo isskirta i§ slanky Sirdies ir kepeny
audiniy, o tiksliniai fragmentai buvo amplifikuoti taikant polimerazés grandining reakcija.
Amplifikacijos produkty dydis buvo patikrintas agarozés gelio elektroforezés metodu, o véliau atlikta
meginiy su pagausinta DNR sekoskaita, naudojant tuos pacius pradmenis ir genetinj analizatoriy
,»3500 Genetic Analyser®. Gautos sekos buvo sulygintos ir analizuotos naudojant programg MEGA.
IStyrus skirtingy haplotipy pasiskirstymo pobud; tiriamose slanky imtyse nustatyta, kad tiriamieji
individai gali buti suskirstyti j dvi filogenetiSkai diferencijuotas haplogrupes. Haplotipy tinkly,
sukonstruoty naudojant programg Network palyginimas patvirtino dviejy haplogupiy egzistavimg
slanky populiacijoje bei $iy haplogrupiy atstovy gana tolygy pasiskirstyma tam tikru daznumu visame

rusies areale, tikétina, dél anksciau izoliuoty populiacijy maiSymosi poledynmecio laikotarpiu.

38



VILNIUS UNIVERSITY
LIFE SCIENCES CENTER

Eva Rukstelyte
Master’s thesis

Analysis of Population Genetic Structure of Eurasian Woodcock (Scolopax

rusticola) Using Mitochondrial DNA Genetic Markers

ABSTRACT

Genetic diversity encoded at the molecular level is an important source of information, enabling
the study of intraspecific variation, population genetic structure, relatedness, and the inheritance of
traits. In this study, samples of Eurasian woodcock (Scolopax rusticola) collected from three
European countries — Spain, Lithuania, and Belarus — were analyzed. The aim of the study was to
determine the genetic structure of the investigated populations by comparing different sample groups
representing breeding, migrating, and wintering individuals from various regions of Europe. The
mitochondrial DNA control region, characterized by relatively high variability compared to other
genetic markers, was selected for analysis. DNA of Eurasian woodcock was extracted from heart and
liver tissues, and targeted fragments were amplified using polymerase chain reaction. The size of the
amplification products was verified by agarose gel electrophoresis, followed by DNA sequencing
using the same primers and a “3500 Genetic Analyser”. The obtained sequences were aligned and
analyzed using the MEGA software. After examining the distribution of different haplotypes in the
woodcock samples, it was found that the studied individuals could be divided into two
phylogenetically differentiated haplogroups. Comparison of haplotype networks constructed using
the Network program confirmed the existence of two haplogroups in the Eurasian woodcock
population and the relatively even distribution of representatives of these haplogroups at a certain
frequency throughout the species' range, likely due to the mixing of previously isolated populations

during the interglacial period.
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1 priedas. Sukonstruotas filogenetinis medis pagal MEGA programa sulygintas sekas, vizualiai apdorotas
1TOL svetaingje (ScolL/ScolR pradmeny pora). Violetine spalva parySkintos DNR sekos, kurios priklauso
haplogrupei B. Prie kiekvienos sekos nurodytos vietoves, i$§ kuriy buvo gauti méginiai. Raudona spalva Zymi
Ispanija, zalia — Lietuva, mélyna — Baltarusija.
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2 priedas. Sukonstruotas filogenetinis medis pagal MEGA programa sulygintas sekas (ScoUL/ScoUR
pradmeny pora). Raudoname stac¢iakampy pazymétos DNR sekos, kurios priklauso haplogrupei B. ES —
Ispanija, LT — Lietuva, BLR — Baltarusija.
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3 priedas. Haplotipy lentel¢ (ScolL/ScolR pradmeny pora). Hap_A ir Hap_ B nurodo haplogrupes, Hap Nr —
haplotipy skai€iy. N nurodo individy skai€iy, priskirtiny haplotipams. Virs referentinés (pirmosios) sekos esantis
skai¢ius nurodo nukleotido pozicija sekoje, kurioje yra jvykusi mutacija. Vietoves paraSytos sutrumpintai: LT —

Lietuva, ES — Ispanija, BLR — Baltarusija.
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