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SANTRAUKA

Magistro darbo autorius: Rūta Godliauskaitė

Magistro darbo pavadinimas: Lietuvos didžiųjų  dančiasnapių populiacinė analizė panaudojant mitochondrinės DNR žymenis

Darbo vadovas: dr. Vykintas Baublys

Apginta: Vytauto Didžiojo Universitetas, Gamtos mokslų fakultetas, Kaunas, gegužės 30 d., 2013

Puslapių skaičius: 48

Paveikslėlių skaičius: 23

Lenteliš skaičius: 11

Didysis dančiasnapis (Mergus merganser) priklauso antinių šeimai (Anatidae), Merginae pošeimiui. Didysis dančiasnapis Mergus merganser į Lietuvos raudonąją knygą  įrašytas 1991 m. ir priklauso 5 (Rs) kategorijai. Taip pat rūšis įrašyta į Berno konvencijos III, Bonos konvencijos II priedus. Šiuo metu jie aptinkami visame krašte, nors prieš kelis dešimtmečius rūšis buvo labai reta Lietuvos teritorijoje. Lietuvoje didesnė perinčios populiacijos dalis susitelkusi miškingoje pietinėje, rytinėje ir pietrytinėje dalyse prie ežerų ir upelių, išilgai Nemuno ir kitų šalies didžiųjų upių (Bazaitis, 2008).

 Iki šiol nėra padaryta tyrimų apie didžiojo dančiasnapio  populiacinę struktūrą Lietuvoje naudojantis molekuliniais metodais. Taigi norėdami papildyti  žinias apie Europos didžiųjų dančiasnapių populiacinę
 struktūrą ir perėjimo arealus ištyrėme per Lietuvą migruojančius ir Lietuvoje perinčius didžiuosius dančiasnapius. Molekuliniams tyrimams medžiaga buvo surinkta bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Ekologijos institutu.  Molekulinei analizei pavyzdžiai  paimti iš 33 didžiųjų dančiasnapių  kepenų, širdies audinių ir kraujo. Medžiaga  surinkta 1990-2012 metais  iš Baltijos jūros priekrančių, Kauno ir Vilniaus regionų. Polimerazės grandininė reakcija (PGR)  padaryta, naudojant mitochondrinės DNR D-kilpos kontrolinio regiono pradmenį (MMCRL). Pradmens fragmento dydis yra 514 bp.  Pagausinti PGR produktai buvo išsiųsti sekvenavimui. Gauti duomenys buvo analizuojami MEGA 5 programiniu  paketu ir  buvo apdoroti DnaSP statistinia kompiuterine programa. Gauti duomenys buvo palyginti su kitų mokslininkų iš Europos, JAV ir Kanados padarytais tyrimais, kurie naudojo savo tyrimuose tą patį mt DNR D-kilpos žymenį.

Palyginus individų  haplotipus su mūsų nusekvenuotomis sekomis buvo nustatyti 6 unikalūs didžiųjų dančiasnapių individų haplotipai. 3 haplotipai buvo iš Lietuvoje perinčių individų, o 3 buvo iš migruojančių per Lietuvą. 
SUMMARY

       Author of Master’s thesis: Rūta Godliauskaitė

Title of Master’s thesis: The Common merganser (Mergus merganser) of Lithuania

        population analysis using mitochondrial DNA markers
Supervisor: dr. Vykintas Baublys

Presented at: Vytautas Magnus University, Faculty of Nature Science, Kaunas, 30 of May, 2013.
Number of pages: 48
Number of pictures: 23

Number of tables: 11

Common merganser (Mergus merganser) is a member of Anatidae family and Merginae subfamily. Now they are found all over Lithuania country. Despite this fact species was very rare few decades ago in Lithuania and at this moment is written into The Red List of Lithuania fauna at 5(Rs) category. Till now, there are no researches done on the Common merganser population structure in Lithuania using molecular methods.

Essential and significant aim is to explain and determine the flyways of the Common mergansers, since they are not clear. Because of the global climate changes, many of the migrating birds flying routes changes. It can make serious impact to endemic ecosystems. Also migrating birds are potential transfers of various pathogens.

The aim of our research is supplement the knowledge of the European population of Common merganser structure and breeding habitats. To achieve this, we investigated mitochondrial DNA D-loop control region of migrating and breeding Common mergansers samples from Lithuania. 

The material for molecular research is collected in collaboration with the Institute of Ecology of Vilnius University. For molecular analysis samples were taken from 33 Common merganser blood and liver samples. The material was collected in 2003-2012 from the Baltic Sea coastal zone, Kaunas, and Vilnius regions. Polymerase chain reaction (PCR) was done, using mitochondrial DNA D-loop control region marker (MMCRL). The size of the DNA fragments was 514 nucleotides.

Amplified PCR products were sent sequenced. Received data were analyzed by MEGA 5 software package, and data were processed by statistical computer programs. Data were compared with the data of other researchers acquired by the same markers and comparing individuals from other countries in Europe.

Among other individuals the unique  6 haplotypes were found, that hasn‘t yet been detected by other scientists in Common mergansers. 
1. ĮVADAS

Didysis dančiasnapis (Mergus merganser) priklauso antinių šeimai (Anatidae), Merginae pošeimiui. Didysis dančiasnapis Mergus merganser į Lietuvos raudonąją knygą  įrašytas 1991 m. ir priklauso 5 (Rs) kategorijai. Taip pat rūšis įrašyta į Berno konvencijos III, Bonos konvencijos II priedus. Šiuo metu jie aptinkami visame krašte, nors prieš kelis dešimtmečius rūšis buvo labai reta Lietuvos teritorijoje. Lietuvoje didesnė perinčios populiacijos dalis susitelkusi miškingoje pietinėje, rytinėje ir pietrytinėje dalyse prie ežerų ir upelių, išilgai Nemuno ir kitų šalies didžiųjų upių, Žemaitijos aukštumoje (Bazaitis, 2008).

Iki šiol nėra padaryta tyrimų apie didžiojo dančiasnapio  populiacinę struktūrą Lietuvoje naudojantis molekuliniais metodais. Siekiant sėkmingai vykdyti rūšies atkūrimo ir apsaugos Lietuvoje programas, labai svarbu išsiaiškinti Lietuvoje perinčių didžiųjų dančiasnapių genetinę struktūrą. Europoje panašaus pobūdžio tyrimai nors negausiai, bet buvo atliekami kelių mokslininkų grupių (Gatschi ir Koller 2005; Gautschi ir  kt. 2009; Pearce ir kt. 2009; Solovyeva ir Pearce 2011). Barbara Hefti – Gautschi su kolegomis 2009 metais atliko kompleksinį didžiųjų dančiasnapių tyrimą, panaudojant mitochondrinės DNR kontrolinio regiono žymenis bei vieno nukleotido polimorfizmo analizę. Tyrimu buvo siekta išaiškinti perinčių didžiųjų dančiasnapių genetinę struktūrą Europoje. Tyrimas atskleidė kelias izoliuotas populiacijas Alpių ir Islandijos perimvietėse. Lenkijoje ir Estijoje buvo aptikti individai pasižymintys tik tai šaliai unikaliais mitochondrinės DNR kontrolinio regiono haplotipais. Tačiau, dėl tiriamosios medžiagos stygiaus ir populiacijų heterogeniškumo, liko neaiškios Centrinės ir Rytų Europos perimviečių ribos. Šio tyrimo metu pavyzdžių iš Lietuvos nebuvo paimta. 

Mūsų molekulinių tyrimų tikslas yra papildyti žinias apie Europoje perinčių didžiųjų dančiasnapių populiacinę struktūrą ir perėjimo arealus. Šiam tikslui pasiekti buvo ištirti per Lietuvą migruojantys ir Lietuvoje perintys individai. Molekuliniams tyrimams medžiaga buvo surinkta bendradarbiaujant su Vilniaus universiteto Ekologijos institutu.  Molekulinei analizei pavyzdžiai  paimti iš 33 didžiųjų dančiasnapių  kepenų, širdies audinių ir kraujo. Medžiaga  surinkta 1990-2012 metais  iš Baltijos jūros priekrančių, Kauno ir Vilniaus regionų. Polimerazės grandininė reakcija (PGR)  padaryta, naudojant mitochondrinės DNR D-kilpos kontrolinio regiono pradmenį (MMCRL). Pradmens fragmento dydis yra 514 bp.  Pagausinti PGR produktai buvo išsiųsti sekvenavimui. Gauti duomenys buvo analizuojami MEGA 5 programiniu  paketu ir  buvo apdoroti DnaSP statistinia kompiuterine programa. Gauti duomenys buvo palyginti su kitų mokslininkų iš Europos, JAV ir Kanados padarytais tyrimais, kurie naudojo savo tyrimuose tą patį mt DNR D-kilpos žymenį.

Migruojantys paukščiai – potencialus patogenų pernešėjas galintys pernešti paukščių gripo virusą, bei kitus patogenus. Europos bendrijų komisijos 2009 metų balandžio 1 d. dokumente „Klimato kaitos poveikis žmonių, gyvūnų ir augalų sveikatai“ rašoma, kad pernešėjų platinamų ligų (pavyzdžiui paukščių gripo) dinamikai įtakos gali turėti pasikeitę laukinių paukščių migracijos keliai (Europos bendrijų komisija, 2009). Todėl išaiškinti ir nustatyti didžiojo dančiasnapio migracijos kelius yra vienas iš labai svarbių prioritetų.

Taigi šio darbo tikslas yra atlikti Lietuvoje perinčių ir migruojančių didžiųjų dančiasnapių populiacinę analizę remiantis mitochondrinės DNR D-kilpos molekuline analize. Šiam tikslui įgyvendinti suformuluoti tokie uždaviniai: 

1. Ištirti mtDNR D-kilpos kontrolinio regiono sekas, panaudojant MMCRL žymenį.

2. Nustatyti Lietuvoje perinčių didžiųjų dančiasnapių mitochondrinės DNR D-kilpos kontrolinio regiono haplotipus.

3. Nustatyti per Lietuvą migruojančių didžiųjų dančiasnapių mitochondrinės DNR D-kilpos kontrolinio regiono haplotipus.

4. Palyginti Lietuvoje perinčių ir per Lietuvą migruojančių didžiųjų dančiasnapių genetinę struktūrą.

2. LITERATŪROS APŽVALGA

2.1 Dančiasnapių rūšių bendra charakteristika 

2.1.1 Dančiasnapių sistematinė padėtis

	Taksonominė kategorija
	Taksonas

	Karalystė.
	Animalia (Gyvūnai)

	Subkaralystė.
	Eumetazoa (Tikrieji daugialąsčiai)

	Tipas.
	Chordata (Chordiniai)

	Potipis.
	Vertebrata (Stuburiniai)

	Antklasis.
	Tetrapoda (Keturkojai)


	Klasė.
	Aves (Paukščiai)

	Antbūris.
	Neognathae 

	Būrys.
	Anseriformes (Žąsiniai paukščiai)

	Šeima.
	Anatidae (Antiniai)

	Pošeimis.
	Merginae 

	Gentis.
	Mergus (Dančiasnapiai)

	Rūšis.
	Mergus merganser ( Didysis dančiasnapis)

	Rūšis.

Rūšis.

Rūšis.

Rūšis.

Rūšis.
	Mergus albellus  (Mažasis dančiasnapis)

Mergus serratos (Vidutinis dančiasnapis)

Mergus squamatus (Žvynuotas dančiasnapis)

Mergus octosetaceus  (Braziliškas dančiasnapis)

Mergus australis (Oklendo salos dančiasnapis)


 2.1.2 Didžiojo dančiasnapio biologija ir ekologija

Didysis dančiasnapis (Mergus merganser) veisiasi prie senais medžiais apaugusių vandens telkinių; kai kada ir netoli žmonių apgyventų teritorijų. Migruojantis, žiemoja įvairiuose neužšąlančiuose vandenyse.

Kiek didesnis už didžiąją antį. Galva didelė. Snapas raudonas, ilgas, prie paties pamato storas. Jo galiukas lenktas. Skrendančio gerai matyti ilgas kūnas, kaklas. Tankiai plasnoja sparnais, ir siluetu labiau primena narinius ar kraginius, o ne žąsinius paukščius. Suaugęs patinas veisimosi apdaru su kitais paukščiais nesupainiojamas.
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1 pav. Didysis dančiasnapis (Mergus merganser)      (http://www.avianweb.comimagesbirdsDucksCommonMerganserfemalewithchicks.jpg)

Poilsio apdaru patinas panašus į suaugusią patelę, tik sparnuose išlieka baltos dėmės, gerai matomos net paukščiui plaukiojant. Suaugusios patelės apdare vyrauja pilka spalva. Galva ir kaklo viršutinė dalis tamsiai rudos, tik smakras ir gerklė balti. Kuodelis labai ryškus. Jo forma keičiasi. Riba kaklo srityje tarp rudos ir balsvos spalvų aiški, kontrastinga (1pav.). Šis požymis labai svarbus norint atskirti didžiojo ir vidutinio dančiasnapių pateles (pastarosios riba nekontrastinga). Skrendanti patelė atpažįstama iš vyraujančios pilkos spalvos kūno viršuje, matomos aiškios ribos tarp rudos ir pilkos spalvų kaklo srityje, ir didelių baltų veidrodėlių (baltos visos mažosios plasnojamosios plunksnos perskirtos tamsia juostele).

Jaunikliai panašūs į suaugusias pateles, bet jų kuodukas vos pastebimas, gerklė murzinesnė (ne taip ryškiai balta),  snapas rausvas, o ne ryškiai raudonas.

Maitindamasis daug nardo. Minta daugiausiai smulkiomis žuvimis. Peri drevėse, uoksuose ir inkiluose (Kurlavičius, 2003). 

Didieji  dančiasnapiai maitinasi daugiausia žuvimi, varliagyviais, vėžiagyviais, moliuskais ir kitų bestuburiais. Nustatyta, kad patelės vidutiniškai  padeda 9-12 kiaušinių. Didžiųjų dančiasnapių lizdai yra medžių ertmėse, paprastai netoli upių, miškinguose regionuose ir kalnuotose vietovės (Del Hoyo, 1992).
2.1. 3 Kitų dančiasnapių rūšių biologija ir ekologija

           Mažasis dančiasnapis (Mergus albellus) veisiasi taigos ir miškatundrės vandens telkiniuose. Žiemoja įvairiuose neužšąlančiuose vandenyse (Kurlavičius, 2003). Gerokai mažesnis už didžiąją antį, panašaus dydžio kaip klykuolė.
Suaugęs patinas veisimosi metu beveik baltas (2pav.). Gana ryškus baltas kuodukas. Tarp akies ir snapo yra juoda dėmė. Sprande link pakaušio eina juoda juostelė. Nugara taip pat juoda. Skrendantis atpažįstamas iš charakteringo viršutinės dalies apdaro, ypač didelių baltų ovalių dėmių (sparnų dengiamosios plunksnos) juodų sparnų fone.
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2 pav. Mažasis dančiasnapis (Mergus albellus)

(http://br.wikipedia.orgwikiRestrMergus_albellus.jpg)

Poilsio apdaru patinas (liepos – lapkričio mėn.) panašus į suaugusią patelę, tik galvos rudumas ne toks kontrastingas. Kuodukas ir kakta išlieka balti. Nugara yra kiek tamsesnė negu patelės. Suaugusios patelės apdare vyrauja pilka ir ruda spalvos. Skruostai balti. Likusioji galvos dalis tamsiai ruda, tik ties akimis matyti nekontrastingos juosvos dėmės. Skrendanti patelė iš viršaus panaši į patiną, tik nugara yra pilka (nekontrastinga) ir sprandas bei viršugalvis – tamsūs.

Mažieji dančiasnapiai peri pirmiausiai miškingų pelkių sistemose, kuriose yra lizdai medžių ertmėse į  juos padeda vidutiniškai 6-9 kiaušinius. Jaunikliai labai panašūs į suaugusias pateles. Atsargus ir žmogaus arti neprisileidžia. Žiemą laikosi poromis ir nedidelėmis grupėmis. Nevengia laikytis kitų vandens paukščių būriuose. Maitindamiesi daug nardo. Kaip ir nedaugelis kitų antinių paukščių, peri drevėse ir uoksuose. Nedidelė nuo pagrindinio arealo atitrūkusi populiacija peri Baltarusijoje (Kurlavičius, 2003) .

            Vidutinis dančiasnapis (Mergus serratos) peri taigos, tundros ir rečiau mišriųjų miškų zonoje prie vandens telkinių. Pirmenybę teikia mažai eutrofikuotiems ežerams ir upėms. Žiemoja neužšąlančiuose sekliuose vandenyse.

Didžiosios anties dydžio. Panašus į didįjį dančiasnapį, tik kiek grakštesnis. Snapas ilgas, siauras. Jo galiukas tiesus. Kuodukas dažniausiai pašiauštas. Akys raudonos. Puikiai nardo.

Suaugusio patino veisimosi apdaras: galva juoda su tamsiai žaliu metališku blizgesiu, „apykaklė“ balta, krūtinė ir dalis kaklo rusvai rudos su išilginiais juodais dryžiais (3pav.). Krūtinės šonai juodi, išmarginti baltomis dėmėmis. Šonai pilki. Kūno viršus juodas. Skrydžio metu, nuo didžiojo dančiasnapio patino, lengviausiai atskiriamas iš tamsaus kaklo ir krūtinės, bei ne taip intensyviai baltų sparnų (mažųjų plasnojamųjų ir jų dengiamųjų plunksnų srityje). Poilsio apdaru labai primena patelę, tik sparnuose išlieka ryškios didelės baltos dėmės (Kurlavičius, 2003).
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3 pav. Vidutinis dančiasnapis (Mergus serratos) 

(http://imageshack.usphotomy-images77harlehuppeyvth2)

Suaugusi patelė panaši į didžiojo dančiasnapio patelę. Svarbiausias skiriamasis požymis matomas iš gana toli, yra neryški, nekontrastinga riba tarp ryškiai rudos galvos ir pilko kaklo, bei tamsia juostele perskirtu veidrodėliu. Be to, sparno viršaus, dengiamosios plunksnos dilbio srityje, yra tamsesnės.

Jaunikliai labai panašūs į suaugusią patelę, tik jų kuodelis mažesnis ir snapas ne toks raudonas. Pirmąją žiemą jauni patinai suaugusių apdaro neįgauna (Kurlavičius, 2003). Jauni dančiasnapiai maitinasi daugiausia vandens vabzdžiais, suaugusieji maitinasi žuvimi. Taip pat maitinasi vėžiagyviais ir kitais vandens organizmais (Perrins, 2009).
            Žvynuotasis dančiasnapis (Mergus squamatus) yra 52-58 cm. Dančiasnapis atrodo įspūdingai, su kuoduku ant galvos, ir žvynuotais šonais. Suaugęs patinas turi ilgas juodai ir žaliai blizgančias galvos ir kaklo   plunksnas. Kaklas iš priekio, centrinėje krūtinės dalyje, yra kreminės spalvos (4 pav.). 
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4 pav. Žvynuotasis dančiasnapis (Mergus squamatus) 

( http://species.wikimedia.org/wiki/Mergus_squamatus)

Balsvi (balzgani) šonai ir  uodega su pilkais žvynais. Juosva mantija, mentės ir kaklas iš užpakalio. Dažniausiai baltas vidinis sparnas. Suaugusios patelės turi tamsiai geltonos spalvos kaklą, galvą su tamsiu tarpu tarp akies, ir kuokštą šerių. Taip pat balsvą krūtinę ir centrinę apatinę dalį.

Žvynuotasis dančiasnapis Žvynuotieji dančiasnapiai veisiasi kalnuotose vietovėse, arti upių ir miškų, daugiausia vidutinio klimato spygliuočių- plačialapių medžių miško zonoje. Tai yra daugiausia izoliuotas pirminis miškas, su gausybe uoksų galimiems lizdams (BirdLife International, 2006).
2. 2. Didžiojo dančiasnapio  paplitimas ir populiacijų gausumas 

Lietuvoje Didysis dančiasnapis aptinkamas visame krašte, dažnesnis pietinėje ir rytinėje šalies dalyse, bei prie didžiųjų ežerų ir upių. Migracijų metu telkiasi dideliuose vandens telkiniuose. Dažnai žiemoja (Kurlavičius, 2003).
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5 pav. Didžiojo dančiasnapio veisimosi sritys pažymėtos geltona spalva, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos mėlyna spalva ir žalia spalva pažymėtos sritys, kuriose visus metus dančiasnapiai maitinasi\žiemoja ir veisiasi 

(http://www.avibirds.com/euhtml/Goosander.html). 

Didysis dančiasnapis veisiasi Skandinavijoje, Baltijos šalyse ir beveik visoje Rusijos teritorijoje, Viduržemio jūroje (šiaurinėje Italijos dalyje) taip pat veisiasi Aliaskoje ir Kanadoje (pietų Jukone, Labradore ir Niūfaundlende) (5pav.).
Žiemoja didysis dančiasnapis JAV priekrantėse (pietų Kalifornijoje, Arizonoje, Naujoji Meksikoje, Minesotoje, Mičigane, Niujorke). Migruoja žiemoti  prie vakarinių Norvegijos pakrančių, į Didžiąją Britaniją, mažas skaičius migruoja žiemoti į vakarų Prancūziją ir Šiaurės Ispaniją (5 pav.) (Perrins, C. ,2009). 

Populiacijos skaitlingumas ir užimamas arealas Didžiųjų dančiasnapių pasaulinės populiacijos dydį sudaro  apie 1,700,000 – 2,400,000 subrendusių individų. Didžiųjų dančiasnapių apimamas arealas - 21,900,000 km2 (Delany  ir Scott , 2006).
Lietuvoje: Didžiajam dančiasnapiui, kaip ir Mažajam dančiasnapiui, ypatingai svarbi žiemojimo sritis yra Klaipėda. Jie žiemoja Baltijos jūros priekrantėje, bei seklioje jūros įlankoje (2 km iki jūros). Šie plotai yra  intensyviai naudojami laivybai ir pramoninei žvejybai, todėl negyvi dančiasnapiai yra aptinkami žvejybiniuose tinkluose. 

Įvertinus žiemojančių didžiųjų dančiasnapių skaičių Lietuvoje, nustatyta, kad  Klaipėdos srityje žiemojo 3,000 - 28,000, praskrendančių stebėta 1,800 - 4,500 individų. Baltijos jūros priekrantėje žiemojo nuo 7,000 iki 15,000 individų (Lietuvos ornitologų draugijos (LOD) 1999 metų duomenys). 

 2.2.1.  Kitų dančiasnapių rūšių paplitimas ir populiacijos gausumas 

Mažasis dančiasnapis migracijų metu Lietuvoje aptinkamas visame krašte, bet niekur nebūna gausus. Didelių būrių nesudaro. Daugiausia žiemojančių paukščių stebima Kuršių mariose (Kurlavičius, 2003).
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6 pav. Mažojo dančiasnapio perėjimo, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos geltona spalva, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos mėlyna spalva ir žalia spalva pažymėtos sritys, kuriose visus metus dančiasnapiai maitinasi\žiemoja ir peri 

(http://www.planetofbirds.com/anseriformes-anatidae-smew-mergellus-albellus). 

Mažasis dančiasnapis veisiasi Šiaurinėje  Skandinavijos dalyje, Vidurio Rusijoje (arealas tęsiasi iki Ochotsko jūros), Šiaurinėje Sibiro dalyje ir Šiaurės Amerikoje (6 pav.). Labai nedidelė dalis porų veisimosi metu aptinkama Kamčatkos pusiasalyje.  Nedidelė dalis mažųjų dančiasnapių migruoja žiemoti į šiaurinę  Vokietijos dalį, Daniją, Nyderlandus ir Didžiąją Britaniją,  taip pat ir į  šiaurės vakarų Rusiją. Paprastai migruoja žiemoti į Azovo jūrą,  mažesnis skaičius dančiasnapių žiemoja vakarinėje Juodosios jūros dalyje, Vengrijoje, Šiaurės Graikijoje  ir Turkijoje; Kaspijos jūros vakarinėje dalyje stebėti didžiausi pulkai. Nedidelis skaičius  mažųjų dančiasnapių persikelia iš pietinės Kaspijos jūros dalies į Iraną ir Iraką. Be to, nereguliariai, žiemos metu, mažųjų dančiasnapių būna labai nedaug pietų Norvegijoje,  Švedijoje, Airijoje, Belgijoje, ir (ypač blogu oru) Centrinės ir Vakarų Europos šalyse į pietus iki Viduržemio jūros. Daug rečiau aptinkami vakarų Viduržemio jūros baseine, nei rytuose. Maitinasi ten pat kur ir žiemoja (5 paveikslas) . Maitinasi mažomis žuvimis ir vandens bestuburiais (Perrins,2009).

Populiacijos skaitlingumas ir užimamas arealas. Mažųjų dančiasnapių pasaulinė populiacija apima 12,100,000 km2. Jų pasaulinės populiacijos dydis sudaro 130,000 subrendusių individų (Delany S. ir Scott D, 2009). 

Lietuvoje: Mažajam dančiasnapiui, kaip ir Didžiajam dančiasnapiui, ypatingai svarbi žiemojimo sritis yra Klaipėda. Jie žiemoja Baltijos jūros priekrantėje, bei seklioje jūros įlankoje (2 km iki jūros). Šie plotai yra  intensyviai naudojami laivybai ir pramoninei žvejybai, todėl negyvi dančiasnapiai yra aptinkami žvejybiniuose tinkluose. 

Įvertinus žiemojančių Mažųjų dančiasnapių skaičių Lietuvoje, nustatyta, kad  Klaipėdos srityje, Baltijos jūros priekrantėje žiemojo nuo 300 iki 1,400 individų (Lietuvos ornitologų draugijos (LOD) 1999 metų duomenys) (BirdLife International, 2006). 
Vidutinis dančiasnapis Lietuvoje veisimosi metu retas. Perintis randamas nereguliariai tik keliose vietose. Dažniau matyta prie didelių mezotrofinių ežerų. Žiemoji metu retas. Dažniausiai aptinkamas Baltijos priekrantėje ir Kuršių mariose (Kurlavičius, 2003).

Vidutinis dančiasnapis veisiasi Skandinavijos šalyse, beveik visoje Rusijos teritorijoje (įtraukiant ir Kamčatkos pusiasalį), Š. Amerikos šiaurinėje dalyje (Kanada ir Aliaska). Veisimosi metu gausiai aptinkamas Islandijos teritorijoje, nedideliais kiekiais migruoja veistis į D. Britaniją ir Airiją, Š. Vokietiją (7 pav.). 

 Žiemoja  Baltijos šalyse, Norvegijos ir Švedijos šiaurinėse pakrantėse (dalinai apledėjusiose  zonose), Kuveito, Irano, Pakistano priekrantėse, Kaspijos, Juodojoje jūrose, nedidelė dalis Viduržemio jūros šiaurinėse priekrantėse, gausiai aptinkami aplink Japonijos salas ir Kinijos rytinėje pakrantėje (Japonijos ir Kinijos jūrose).  Danija, Vokietija ir Baltijos šalys sudaro pagrindines šiaurės ir vakarų Europos žiemojimo erdves (7 pav.). Kanados ir Aliaskos populiacijos žiemoja JAV priekrantėse, šalia Grenlandijos ir aplink Islandiją (Perrins, 2009).
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7 pav. Vidutinio dančiasnapio perėjimo, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos geltona spalva, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos mėlyna spalva ir žalia spalva pažymėtos sritys, kuriose visus metus dančiasnapiai maitinasi\žiemoja ir peri (http://www.avibirds.com/euhtml/Red-breasted_Merganser.html).

Populiacijos skaitlingumas ir užimamas arealas. Vidutinių dančiasnapių pasaulinės populiacijos dydį sudaro  apie 510,000 - 610,000 subrendusių individų. Vidutinių dančiasnapių apimamas arealas -  23,700,000 km2 (Bregnballe, 2006). 

Žvynuotasis dančiasnapis veisiasi Rusijos Tolimuosiuose Rytuose (Vidurio Amūro žemumoje), didžioji dalis peri Pietryčių Rusijoje, vidurio Mongolijoje, Šiaurės Korėjoje ir Š. Kinijoje. Kai kurie paukščiai lieka žiemoti Pietryčių Rusijoje ir Šiaurės Korėjoje, tačiau dauguma skrenda žiemoti į centrinę ir pietinę Kiniją, nedidelė dalis žiemoja Japonijoje, Pietų Korėjoje, Taivane (Kinija), Mianmare ir Tailande (8 pav.) (Paukščių planeta, 2011) .
Populiacijos skaitlingumas ir užimamas arealas Žvynuotų dančiasnapių pasaulinės populiacijos arealas apima 862,000 km2.  Pasaulinės populiacijos dydis sudaro 1,000-2,499 subrendusių individų, tačiau  šis skaičius kasmet mažėja (BirdLife International, 2001).
Perinčių individų mažėjimas stebėtas Rusijos populiacijoje, kuri nuo 1960/1970 metų sumažėjo dvigubai. 2006 metų duomenimis, perinčių žvynuotųjų dančiasnapių populiacija Rusijoje stabilizavosi, tačiau mažėja Kinijoje perinti populiacija (Solovieva et al., 2006). Tarptautinėje raudonojoje knygoje (angl. IUCN Red List) nurodytas šios rūšies statusas yra „prie išnykimo ribos“ (BirdLife International, 2006). Manoma, kad perinčių populiacijų mažėjimą pagrinde lemia naikinamos buveinės, neatmetama, kad mažėjimui įtakos gali turėti ir nelegali medžioklė.
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8 pav. Žvynuotojo dančiasnapio perėjimo, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos geltona spalva, maitinimosi\žiemojimo sritys pažymėtos mėlyna spalva ir žalia spalva pažymėtos sritys, kuriose visus metus dančiasnapiai maitinasi\žiemoja ir peri (http://www.planetofbirds.com/anseriformes-anatidae-scaly-sided-merganser-mergus-squamatus).

2.3. Didžiojo dančiasnapio migracija

Pagrindinės migracijos į žiemojimui skirtas vietas vyksta nuo spalio iki gruodžio mėnesio (Scott ir Rose, 1996). Ne poravimosi sezonu dančiasnapiai  buriasi į mažas grupes iki 70  individų, kurie žiemą kartu valgo ir gaudo žuvis seklumose (Kear, 2005). Didesni pulkai taip pat gali susiformuoti palei vandenis, ilsėjimui skirtas vietas (Madge ir Burn, 1987), didžiausi būriai susirenka per rudeninę migracija ar žiemos mėnesius, net iki kelių tūkstančių individų (Madge ir Burn, 1987) (nuo 1,000 iki 10,000 prie tinkamų vandens telkinių) (Snow ir Perrins, 1998). Pavasarį priešingai, susidaro maži pulkai, tačiau susiporavę paukščiai išlieka būryje tol kol pasiekia perimvietes (Snow ir Perrins, 1998). Poros dažnai sugrįžta į patelės gimtas vietas ar prieš tai buvusią lizdavietę.  Tačiau, kaip ir daugeliui vandens paukščių, porų formavimasis vyksta žiemą ar per pavasarinę migraciją (Kalbe, 1990). Per šį laikotarpį, šiaurinėse vietovėse gyvenantys paukščiai migruoja į laikinas perimvietes, pavyzdžiui Alpėse ar Britanijos salose. Didžiojo dančiasnapio rūšis yra dalinis migrantas, paukščiai tolsta nuo tų vietovių kur upės ir didieji ežerai užšąla žiemą, bet pasilieka ten kur vanduo lieka neužšalęs. Kai kuriose populiacijose vasarą, kai tik jaunikliai išsirita, patinai migruoja į kitą vietą, palikdami perimvietes (Snow ir Perrins, 1998). Dauguma patinų, iš Vakarų Europos populiacijų, migruoja į šiaurę link Suomijos upių žiočių ar į Norvegiją (dauguma į Tanafjordą), palikdami patemėms pasirūpinti jaunikliais (Little ir Furness, 1985). Daug mažesni skaičiai patinų migruoja į Rytų Škotiją (Hatton ir Marquiss, 2004). 
Didieji dančiasnapiai  taip pat migruoja aplink Viduržemio jūrą ir peri  Rumunijoje ir Makedonijoje (9 pav.) (Peterson ir kt.,1979).

[image: image10.emf]
9 pav. Didžiojo dančiasnapio perėjimo ir žiemojimo vietos. Punktyrine linija pažymėta didžiojo dančiasnapis žiemojimo vietos aplink Viduržemio jūrą. Juoda spalva pažymėta perėjimo vietos: Rumunija, Makedonijoja, Islandija, Škotija ir Skandinavija (pagal Peterson ir kt.,1979)

2.4. Dančiasnapių populiaciniai genetiniai tyrimai  

Straipsnių, kuriuose būtų publikuojami molekulinių tyrimų su dančiasnapiais rezultatai, nėra daug. Analizuojant viešai prieinamus straipsnius, aptikti keli didesni darbai, kuriuose tirta Šiaurės Amerikos ir Eurazijos dančiasnapių mtDNR,  Eurazijos  dančiasnapių mikrosatelitai (Solovyeva ir Pearce, 2011; Hefti-Gautschi ir kt., 2009; Pearce ir kt., 2009). Ypatingas dėmesys, molekuliniuose tyrimuose, skiriamas nykstantiems žvynuotiems dančiasnapiams. Remiantis paukščių stebėjimu Tolimojoje Rytų Rusijoje, iškelta prielaida, kad žvynuotasis dančiasnapis gali kryžmintis su toje pačioje geografinėje zonoje esančiomis giminingomis rūšimis, kaip pavyzdžiui su didžiuoju dančiasnapiu (Surmach ir Zaykin, 1994), tačiau šie duomenys nebuvo patvirtinti molekuliniais metodais. Taip pat, mažai yra molekulinių duomenų pagrindžiančių filogenetinius ryšius tarp dančiasnapių, nustatytus remiantis morfologiniais duomenimis. Įvertinus lizdų sukimo pobūdį (dirva ar drevės, uoksai) nustatyta, kad žvynuotasis dančiasnapio ir vidutinio dančiasnapio pobūdis yra panašus (abu suka lizdus dirvoje), o didysis dančiasnapis išsiskiria tuo, kad  lizdus suka drevėse   (Livezey, 1995). Lizdų sukimo vietos pobūdis priklauso ir nuo klimato sąlygų, todėl gali dalinai atskleisti tarprūšinius evoliucinius ryšius (Pearce ir kt., 2009). D. V. Solovyeva (duomenys nepublikuoti) palygino skirtingų dančiasnapių rūšių patinų elgesį veisimosi metu. Šio tyrimo metu nustatyta, kad žvynuotojo dančiasnapio elgsena yra artimesnė didžiajam dančiasnapiui, nei vidutiniam (kurio elgsena veisimosi metu pasižymėjo savita specifika). Palyginus didžiojo, vidutinio, žvynuotojo ir skiauterėto dančiasnapių mtDNR kontrolinio regiono I domeno sekas, nustatyta, kad dančiasnapių gentis yra monofiletinė (10 pav.), todėl yra galima hibridizacija tarp didžiojo ir žvynuotojo dančiasnapių (Solovyeva ir Pearce, 2011). 

Molekuliniais metodais (mtDNR, mikrosatelitai, VNP) palyginus Š. Amerikos ir Europos didžiųjų dančiasnapių populiacijas (viso ištirti 203 individai), nustatyti reikšmingi genetiniai skirtumai tarp šiaurės Amerikos ir Europos Didžiojo dančiasnapio porūšių. Tarp šių  porūšių nenustatytas bendras mtDNR haplotipas, kas patvirtintų tolygią rūšies genetinę struktūrą (Hefti-Gautschi ir kt., 2009). 

Siekiant įvertinti ar dvi populiacijos sudaro atskirus vienetus, būtina nustatyti ar tarp šių populiacijų vyksta genetinės informacijos mainai (Crandall ir kt., 2000). Laikoma, kad genetinės informacijos mainai nevyksta, jei tarp populiacijų yra apribotas genų srautas (Crandall ir kt., 2000). Tiriant Europinį porūšį, savita genetine struktūra išsiskyrė pavyzdžiai surinkti Islandijoje (tiek pagal mtDNR, tiek ir pagal branduolio DNR). Ištyrus pavyzdžius iš kitų Europos vietų,  gauti branduolio DNR tyrimų duomenys patvirtina, kad Europinis didžiojo dančiasnapio porūšis yra viena didelė panmiksinė populiacija. Priešingai, remiantis MtDNA D- kilpos kontrolinio regiono porinių sekų palyginimu aptiktas 

didelis genetinis struktūrizavimas visose Europos pavyzdžių ėmimo vietose ir išskyrus Suomijos ir Švedijos pavyzdžiai,  atskleidė labai didelę populiacijų diferencijacija.

 Ribotas genų srautas nustatytas individų skaičiumi negausiose Alpių, Balkanų ir Britų salų subpopuliacijose. Gauti duomenys yra reikšmingi įvertinant Islandijos ir kitų mažų subpopuliacijų būklę, ir ateityje nustatant atitinkamas apsaugos strategijas (Hefti-Gautschi ir kt., 2009).  
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10 pav. Lyginant mtDNR kontrolinio regiono  sekas sudarytas filogenetinis medelis (artimiausio    kaimyno metodu), rodantis ryšius tarp 4 dančiasnapių rūšių ( pagal Solovyeva ir Pearce, 2011). 
Ištyrus mtDNR kontrolinio regiono  sekų įvairovę (tirto fragmento ilgis - 405 bp) (pradmenys MMCRL F ir MMCRL R) tarp  dančiasnapių rūšių: žvynuoto (38 indv.), vidutinio (61 indv.) ir didžiojo (119 indv.) dančiasnapių nustatyti genetinės įvairovės parametrai, kurie pateikti 1 lentelėje (Solovyeva ir Pearce, 2011). Palyginus skirtingas dančiasnapių rūšis, mažiausiais genetinės įvairovės parametrais išsiskyrė žvynuotasis dančiasnapis. Žvynuotojo dančiasnapio mtDNR kontrolinio regiono  nustatyti 4 haplotipai (duomenų bazėje GenBank priegos numeris yra HM639863–HM639866) (2 lentelė). Įvertinus haplotipų pasiskirstymą, tarp pavyzdžių surinktų Kinijoje (Čangbaišano kalnų grandinė) ir Rusijoje (Sichote Alinis kalnų sistema Rusijos Tolimuosiuose Rytuose (Mandžiūrijoje), Chabarovsko ir Primorjės kraštuose) nustatyta, kad: 1 haplotipas yra būdingas didžiajai daliai tirtų individų iš abiejų šalių; 2 haplotipas aptiktas 4 individuose iš Rusijos ir 1 iš Kinijos; 3 ir 4 haplotipai aptikti tik 2 individuose iš Rusijos. Taigi, Žvynuotojo dančiasnapio mtDNR haplotipų įvairovė buvo reikšmingai mažesnė nei pas kitus tirtus dančiasnapius. Tai gali būti susiję su ribotu žvynuotojo dančiasnapio arealu (kuris apsiriboja Tolimaisiais Rytais), kai vidutinysis ir didysis dančiasnapiai yra aptinkami tiek Eurazijoje, tiek ir Š. Amerikoje (Solovyeva ir Pearce, 2011). 

1 lentelė. MtDNR kontrolinio regiono  sekos palyginimo duomenys tarp trijų dančiasnapių rūšių iš skirtingų vietovių ( pagal Solovyeva ir Pearce, 2011).

	Rūšis/ pavyzdžio paėmimo vieta  
	N
	Nuskaitytų bazių porų skaičius
	Haplotipų skaičius 
	Nukleotidų įvairovė (π)
	Haplotipų įvairovė (h)
	Polimorfinės vietos 

	Didysis dančiasnapis

	Beringija
	27
	436
	6
	0.0029
	0.661
	8

	Aliaska Kolumbija Kanada
	36 
	436 
	9
	0.0033 
	0.858 
	8

	Vašingtonas
	23
	436
	5
	0.0025
	0.747
	4

	Vakarų Ontaris
	8
	436
	4
	0.0049
	0.642
	8

	Rytų Šiaurės Amerika
	25
	436
	7
	0.0054
	0.760
	13

	Vidutinis dančiasnapis

	Aliaska
	38
	425
	12
	0.0046
	0.840
	14

	Rytų Šiaurės Amerika
	8
	425
	5
	0.0060
	0.857
	8

	Europa
	15
	425
	10
	0.0060
	0.952
	11

	Žvynuotasis dančiasnapis

	Rusija ir Kinija
	38
	405
	4
	0.0007
	0.292
	3


2 lentelė. MtDNR haplotipų pasiskirstymas tarp Žvynuotųjų dančiasnapių iš Rusijos ir Kinijos ( pagal Solovyeva ir Pearce, 2011).

	Haplotipas
	Kintanti vieta
	                                  
	Regionas
	
	
	Iš viso

	
	011

826

521
	Rusija
	
	Kinija
	
	

	
	
	Patelė
	Patinas
	Patelė
	Patinas
	

	1
	CTA
	24
	5
	1
	1
	31

	2
	TTA
	3
	1
	
	1
	5

	3
	CTG
	
	1
	
	
	1

	4
	CCA
	
	1
	
	
	1


Filogenetiniai ryšiai tarp dančiasnapių rūšių nėra iki galo aiškūs.  Merginae pošeimyje išskiriama 11 genčių (2 – išnykusios).  Skiauterėtas dančiasnapis turi du lotyniškus pavadinimus - Mergus cucullatus ir Lophodytes cucullatus.  Literatūroje, šis dančiasnapis priskiriamas arba atskirai genčiai Lophodytes, kur yra vienintelis genties atstovas, arba Mergus genčiai (kuriai priklauso Vidutinis, Didysis, Žvynuotasis ir Braziliškas dančiasnapiai).  Mažasis dančiasnapis priskiriamas atskirai Mergellus genčiai.  

Didelė problema yra saugotinos dančiasnapių rūšys – žvynuotasis ir  braziliškasis. Oklando dančiasnapis (Naujoji Zelandija) išnyko vos prieš 110 metų.  

Lietuvoje buvo atlikti tyrimai su žąsiniais paukščiais  norint nustatyti  kiek jų yra užsikrėtusių sarkocistomis. Iš  23 tirtų didžiųjų dančiasnapių  individų 3 buvo užsikrėtę sarkocistomis (Kutkienė ir Sruoga, 2004). Todėl dėl patogenų pernešimo yra svarbu ištirti kaip dančiasnapiai migruoja, kokie yra jų migracijos keliai, kokia kryptimi jie migruoja.

 Dar vieni atlikti tyrimai Lietuvoje papildė molekulinius duomenis apie filogenetinius ryšius Mergini pošeimyje. Buvo ištirti imunoglobulinai  pagal  kuriuos buvo nustatytos tarpusavyje genetiškai artimiausios rūšys :  ledinė antis ir didysis dančiasnapis ( Slavėnaitė ir Sruoga, 2003).

Taip pat Lietuvoje buvo atlikti molekuliniai tyrimai su mikrosatelitais panaudojant antinių (Anatidae), fazaninių (Phasianidae) ir kirinių (Laridae) šeimų taksonus. Su dviem fazaninių šeimos žymenimis ADL209 ir ADL115 buvo  amplifikuoti  didžiojo dančiasnapio 2 DNR fragmentai, kurių ilgiai buvo nuo 50 iki 100 bp (Sruoga ir kt., 2008). Taigi mūsų tyrimo tikslas ateityje atlikti molekulinius tyrimus su Baltijos priekrantėse sugautų didžiųjų dančiasnapių mėginiais naudojant mikrosatelitinius žymenis. 

3. MEDŽIAGA IR METODAI

     3.1. Tyriamasis objektas

Tyriamasis objektas šiame darbe yra didysis dančiasnapis (Mergus merganser). Molekuliniams tyrimams paimti didžiojo dančiasnapių kepenų, širdies audiniai ir kraujas. Molekuliniams tyrimams pavyzdžiai paimti iš 33 didžiųjų dančiasnapių (Mergus merganser) (3 lentelė), kurie  1990 m. vasario mėn. ir  2007 m. (nėra žinomas mėnesis) pateko į žvejybinių laivų tinklus Baltijos jūros priekrantėje (ties Juodkrante, ir Klaipėda) arba buvo sugauti  (žiemojantys Baltijoj jūros priekrantėje). 2003 m. kovo mėn.  paukščiai taip pat  buvo sugauti Baltijos jūros priekrantėje ties Smiltyne (migruojantys per Lietuvą). 2006 metais gegužės mėn. paukštis sugautas Vilniaus apskrityje (migruojantis).  2012 metais gegužės mėn. 5 didžiųjų dančiasnapių  kraujo mėginai paimti iš Lietuvoje (Kauno rajonas, Panemunės ir Vilniaus) perinčių didžiųjų dančiasnapių. Visi mėginiai buvo gauti bendradarbiaujant su VU Gamtos tyrimų centro Ekologijos instituto Molekulinės ekologijos laboratorija. Mėginiai toliau yra renkami, tačiau jų surinkimas yra apsunkintas dėl dančiasnapių gyvenamosios aplinkos (lizdai slepiami uoksuose arba drevėse), be to paukščiai yra labai greiti ir juos sudėtinga sugauti. 

Tyrimo metu buvo išskirta DNR iš gautų 33 didžiųjų dančiasnapių individų. Buvo atlikta polimerazinė grandininė reakcija (PGR) ir panaudotas mitochondrinės DNR D-kilpos kontrolinio regiono žymuo MMCRL.   PGR produktai buvo išvalyti iš gelio panaudojant gryninimo rinkinį GeneJET Gel Extracion Kit (Fermentas).Išgryninti PGR produktai buvo išsiųsti sekoskaitai į Sekvenavimo centrą. Gauti duomenys buvo analizuojami Mega 5 programiniu paketu, vėliau duomenys buvo apdoroti statistinėmis kompiuterinėmis programomis. Gauti duomenys buvo palyginti su kitų mokslininkų iš Europos, JAV ir Kanados padarytais tyrimais, kurie naudojo savo tyrimuose tą patį mt DNR D-kilpos žymenį.

3 lentelė . Tyriamųjų dančiasnapių sąrašas
	Individai
	Vieta
	Metai
	Lytis
	Audinys

	
	
	
	
	

	DD001
	Smiltynė
	2003
	Nd*
	*kep.šird.

	DD002
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD003
	 Vilniaus apskritis
	2006
	Nd
	širdis

	DD004
	Klaipėda
	2007
	Nd
	širdis

	DD005
	Smiltynė
	2003
	Patinas
	kep.šird.

	DD006
	Smiltynė
	2003
	Patinas
	kep.šird.

	DD007
	Smiltynė
	2003
	Patinas
	kep.šird.

	DD008
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD009
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD010
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD011
	Smiltynė
	2003
	Patinas
	kep.šird.

	DD012
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD013
	Smiltynė
	2003
	Patinas
	kep.šird.

	DD014
	Smiltynė
	2003
	Patinas
	kep.šird.

	DD015
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD016
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD017
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD018
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD019
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD020
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kep.šird.

	DD021
	Juodkrantė
	1990
	Patelė
	kraujas/ser.

	DD022
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kepenys

	DD023
	Smiltynė
	2003
	Nd
	širdis

	DD024
	Smiltynė
	2003
	Nd
	kepenys

	DD025
	Smiltynė
	2003
	Nd
	širdis

	DD026
	Kaunas
	2012
	Patelė
	kraujas

	DD027
	Kaunas
	2012
	Patelė
	kraujas

	DD028
	Kaunas
	2012
	Patelė
	kraujas

	DD029
	Kaunas
	2012
	Patelė
	kraujas

	DD030
	Vilnius
	2012
	Patelė
	kraujas

	DD031
	Juodkrantė
	1990
	Nd
	kraujas/ser.

	DD032
	Juodkrantė
	1990
	Nd
	kraujas/ser.

	DD033
	Juodkrantė
	1990
	Nd
	kraujas/ser.


*Nd-nėra duomenų; * kep.šird- kepenys; širdis, * ser.- serumas

3.2. DNR išskyrimas

Tyrimo metu buvo išskirta DNR iš Lietuvoje perinčių individų, vadovaujantis metodika jau pasiteisinusia skiriant DNR iš didžiųjų dačiasnapių migrantų. DNR išskirta naudojant universalų genominės DNR išskyrimo, iš įvairių audinių (kepenų, širdies ir kraujo serumo) metodą.
1. Į sterilius Eppendorf mėgintuvėlius įnešama  25 mg audinio gabaliukų, užpilama 200 μl homogenizuojančio TE buferio ,ir mėginys mechaniškai stikline lazdele susmulkinamas iki vientisos masės. Skiriant iš kraujo DNR į Eppendorf mėgintuvėlį įpilama 20 μl kraujo ir 10 μl TE buferio.

2. Įpilama 400 μl lizuojančio tirpalo, ir inkubuojama +65 °C termostate, 30 min, pavartant kas 2 min.

3. Po inkubacijos atliekamas mėginių valymas chloroformu, baltymų pašalinimui. Mėginiai užpilami 600 μl tirpalo ir sumaišomi taip, kad gautųsi vientisa emulsija.

4. Mėginiai centrifuguojami 3 min, 10 000 aps/min greičiu.

5. Po centrifugavimo mėgintuvėlyje atsiskiria du sluoksniai. Viršutiniame sluoksnyje yra ištirpusi DNR, kuri atsargiai nusurbiama mikropipete, ir perpilama į kitą sterilų mėgintuvėlį. 

6.  Jei mėginys nėra švarus, valymo procedūra kartojama.

7.  Gautas DNR vandeninis tirpalas užpilamas išsodinimo tirpalu.

8. Išsodinimo tirpalas paruošiamas sumaišant 80 μl išsodinimo tirpalo su 720 μl sterilaus dejonizuoto vandens.

9. Tirpalas maišomas, švelniai vartant mėgintuvėlį kambario temperatūroje, 1-2 min. Po to, mėginys centrifuguojamas 3 min, 10 000 aps/min greičiu. 

10. Tirpalą nuo nusėdusios DNR visiškai pašaliname, DNR nuosėdas ištirpiname 100 μl 1,2M NaCl tirpale, švelniai pamaišant „vortex“ tipo prietaisu.

11. Ištirpdytos nuosėdos užpilamos 300 μl šalto 96 % etanolio, mėgintuvėlis švelniai vartomas 10 kartų, ir palaikomas - 20 °C temperatūroje 30 min, kad išsėstų DNR.

12. Mėginiai pavartomi 5 – 10 kartų, ir centrifuguojami 7 min, 10 000 aps ̸ min greičiu 

13. Etanolis nupilamas nuo gautų DNR nuosėdų, ir visiškai nudžiovinamas.

14. Mėginiai užpilami 100 μl TE buferio, ir ištirpinami.

15. Mėgintuvėlį su DNR tirpalu saugome +4 °C temperatūroje (iki savaitės), jei ilgesnį laiką - saugome -20 °C temperatūroje. DNR paruošta amplifikacijai.

Didžiųjų dančiasnapių audiniai buvo homogenizuojami ne tik su TE buferiu, bet ir su skystu azotu. Tolesnis DNR skyrimo proceso etapai buvo optimizuojami, bandome keisti etapus, siekiant geresnės DNR išeigos ir vienu, ir kitu atveju išplėsti etapus. 
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11 pav. Didžiojo dančiasnapio DNR fragmentai 1ir 8 takeliuose-  molekulinis žymuo (High Range  500 bp DNA Ladder , “Fermentas”, Lietuva)
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12 pav. Didžiojo dančiasnapio DNR fragmentai. 1 ir 8 takeliuose- molekulinis žymuo (High Range 500bp DNA Ladder, “Fermentas”, Lietuva)

3. 2. 1. DNR švarumo ir koncentracijos nustatymas spektrofotometru

DNR tirpalai sugeria 260 nm bangos ilgio ultravioletinius spindulius, o baltyminiai tirpalai – 280 nm. Svarbu nustatyti DNR ir baltymų nei RNR koncentracijas išskirtos genominės DNR tirpale, kadangi bet kokios priemaišos gali inhibuoti PGR reakciją. Švarių nuo priemaišų DNR tirpalų optinių tankių santykis A260/A280 (260 nm/280 nm ilgio bangų) turi būti tarp 1, 8 – 2. Mažesnis santykis rodo, kad mėginyje yra baltymų arba organinių junginių (pvz., fenolių), o didesnis santykis – kad esama RNR priemaišų (Paulauskas ir kiti, 2003). DNR koncentracija ir švarumas buvo nustatyti NanoDrop 2000 spektrofotometru. DNR kiekis skiedžiamas iki 50 μg/ml koncentracijos.

DNR koncentracija ir švarumas buvo nustatyti Thermo Scientific NanoDrop 2000 spektrofotometru. Nustačius DNR koncentraciją jos  kiekis  buvo skiedžiamas iki 50 μg/ml koncentracijos ir toliau atliekama PGR reakcija  su praskiesta DNR. 

4 lentelė. Dančiasnapių DNR vertinimas
	Individai
	DNR koncentracija ng/ul
	DNR spektr. 260\280 nm
	DNR išskyrimo data

	DD001
	123,2 
	1,84 
	2012.03.12

	DD002
	 123,2
	 2,05
	2012.04.30

	DD003
	 63,5
	 2,09
	2012.04.30

	DD004
	682,5
	1,80 
	2012.03.12

	DD005
	 81,8
	 1,54
	2012.04.30

	DD006
	 46,0
	 2,04
	2012.03.14

	DD007
	 503,2
	 1,91
	2012.03.14

	DD008
	338,3
	1,98
	2012.03.19

	DD009
	369,3
	1,97
	2012.03.19

	DD010
	446,9
	1,98
	2012.03.19

	DD011
	20,7
	1,56
	2012.04.18

	DD012
	 2072
	 1,83
	2012.04.18

	DD013
	 10314,4
	 1,92
	2012.04.18

	DD014
	 9753,3
	 1,93
	2012.04.18

	DD015
	89,9
	 1,99
	2012.04.19

	DD016
	 67,5
	 1,66
	2012.06.13

	DD017
	 70,2
	 1,64
	2012.06.13

	DD018
	 1276,8
	 1,70
	2012.06.13

	DD019
	 1759,6
	 1,84
	2012.06.13

	DD020
	 9745,1
	 1,93
	2012.04.19

	DD021
	 69,1
	 1,84
	2012.06.13

	DD022
	3289,9
	1,84
	2012.06.13

	DD023
	1846,1
	 1,91
	2012.04.24

	DD024
	 4105,1
	 1,86
	2012.06.12

	DD025
	 9787,2
	 1,91
	2012.04.25

	DD026
	17,2
	1,85
	2013.01.11

	DD027
	 28,7
	1,82
	2013.01.04

	DD028
	 257,1
	1,85
	2013.01.04

	DD029
	 14,9
	1,77
	2013.01.11

	DD030
	2,3
	1,15
	2013.01.11

	DD031
	-37,6
	2,23
	2012.04.25

	DD032
	-63
	2,05
	2012.04.25

	DD033
	-57,5
	2,18
	2012.04.25


3.2.2. DNR identifikavimas elektroforezės metodu

Nustačius DNR koncentraciją ir švarumą genominė DNR kokybė buvo tikrinta vykdant elektroforezę horizontaliame agarozės gelyje. Procese naudoto  agarozės gelio koncentracija buvo 1,5 %. Etidžio bromido dažo įpylėme į paruoštą agarozę priklausomai nuo pasidaryto kiekio agarozės kiekio. Jeigu darydavome agarozės gelį su daugiau šulinėlių tai  gelio gamybai naudojom 2,75 g agarozės ir užpildavom 150 ml 1 x TBE arba TAE buferio. Su TAE buferiu DNR fragmentai judėdavo greičiau. Elektroforezės metu DNR fragmentai juda elektriniame lauke nuo neigiamo poliaus (katodo) link teigiamo poliaus (anodo). Trumpesnės (mažesnės) molekulės juda greičiau ir migruoja toliau negu ilgesnės, kadangi jos lengviau prasispraudžia per gelyje susidariusias poras. Tokiu būdu galima išfrakcionuoti DNR fragmentus pagal jų ilgį (Paulauskas ir kiti, 2003; Sruoga, 2007) ir patikrinti išskirtos genominės DNR kokybę. Jeigu skyrimo metu DNR fragmentuojasi – gelyje matomas daugybinių juostelių vaizdas, jeigu išskirta aukštos kokybės genominė DNR – visa DNR yra lokalizuota gelio viršuje.   

1. Genominės DNR ir PGR produktų  kokybės įvertinimui naudojome 1,5 % agarozės gelį.

2. Gelio gamyba: 0,75 g agarozės užpilama 50 ml 1 × TBE buferio, mišinys tirpinamas mikrobangų krosnelėje nuolat pamaišant. Tirpinti reikėjo tol, kol agarozė visiškai  tapo skaidri. 
3. Į agarozę pylėme 10 μl  etidžio bromido. Svarbu žinoti, kad etidžio bromidas yra mutagenas ir potencialus kancerogenas, todėl reikia imtis apsauginių priemonių dirbant su juo – dėvėti pirštines.
4.  Tada agarozė atvėsinama pilant ant jos šaltą vandenį ir paskui supilama į stingdymo formą. Svarbu, ka agarozė stingdymo formoje būtų pasiskirčiusi tolygiai, todėl forma turi būti padėta ant lygaus paviršiaus. Gelio storis turi būti tarp 0,5 ir 1 cm storio, priklausomai nuo norimo šulinėlių tūrio.
5. Tada įstatomos šukutės prižiūrint, kad po jomis nesusidarytų oro burbulai. Jei visgi susidarė burbulai agarozės paviršiuje, jie turi būti pašalinami prieš agarozei sustingstant. Tarp šukučių ir pagrindo paliekamas 0,5 – 1 mm tarpelis, kad šulinėliai būtų sandarūs. 

7. Agarozė paliekama sustingti 30- 40 min. kambario temperatūroje. Geliui  sustingus,  nuimami  formos kraštai ir atsargiai  ištraukiamos   šukutės.  Svarbu, kad išimant šukutes nebūtų pažeistas šulinėlių  sandarumas. Forma su geliu įstatoma į elektroforezės aparatą. Užpilamas elektroforezės TBE  buferis arba TAE buferis, kad apsemtų gelį. 

8. Į elektroforezės buferį pilamas etidžio bromidas, jis svarbus dėl florescuojančių savybių UV spinduliuose. Pasirūpinama, kad neliktų oro kišenių po platforma ir šulinėliuose. 
 9. Kiekvieno DNR mėginio paimama po 6 μl, PGR produkto paimama po 5 μl,  ir sumaišoma su 1 μl dažu (6X DNA Loading Dye. Fermentas ). Sumaišyti DNR mėginiai automatine pipete įleidžiami į šulinėlius. Svarbu, kad mėginio kiekis nebūtų didesnis už šulinėlio tūrį, neišsilietų ir nesusimaišytų su kitais mėginiais. Į vieną arba du šulinėlius įleidžiama po 3 μl molekulinės masės žymens (Fast Ruler High Range, Gene Ruler 100 bp. Fermentas ) 
10. Elektroforezės aparatas uždaromas ir sujungimi elektrodai taip, kad DNR migruotų link anodo, arba teigiamo poliaus. Nustatoma įtampa. Dažniausiai nuo 5 V/cm gelio. DNR keliavimas stebimas pagal dažų nutolimą nuo šulinėlių.
11. Elektroforezė truko 1 h. Po elektroforezės genominė DNR išryškinama UV šviesoje ir fotografuojama.
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13 pav.  Molekulinių masių žymeklio fragmentai (http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electrophoresis/fastruler-dna-ladders/sm112-fastruler-high)

3.3. Polimerazės grandininė reakcija

Polimerazės grandininė reakcija yra metodas, pavadintas pagal DNR polimerazę – fermentą, katalizuojantį DNR replikaciją ląstelėje. PGR yra nukleorūgščių sintezės in vitro metodas, kuriuo laboratoriniame mėgintuvėlyje gali būti specifiškai padauginti (amplifikuoti) atskiri DNR fragmentai iš keleto kopijų iki tūkstančių ir milijonų kopijų. PGR metodas yra labai jautrus, todėl padauginti pasirinkta DNR atkarpa gali sudaryti netgi vieną milijoninę genominės DNR dalį. Tai reiškia, kad, naudojant PGR, galima amplifikuoti net ir vienintelę pasirinkto geno kopiją ar jo fragmentą. Šiandien PGR metodas atrodo savo nišą daugybėje įvairių sričių: DNR klonavime sekvenavimui, filogenetiniuose tyrimuose, genų funkcijos tyrimuose, ligų diagnostikoje, DNR „pirštų antspaudų tyrimuose“ ir t.t. Metodo esmė – temperatūriniai ciklai (pasikartojantys kaitinimo ir šaldymo žingsniai), reikalingi DNR denatūracijos, lydymosi (DNR hibridizacijos su specifiniais pradmenimis) ir fermentinės replikacijos žingsniams. Visos PGR reakcijos remiasi termostabiliu DNR polimerazės fermentu, pavyzdžiui, Taq polimeraze, iš pradžių išskirta iš termofilinių karštųjų versmių bakterijų Thermus aquaticus, tačiau dabar pramoniniu mastu gaminama biotechnologiniais metodais (McPherson ir Moller, 2006).

3. 3.1. Didžiojo dančiasnapio DNR tyrimams atrinkti pradmenys ir PGR sąlygos

 Polimerazinė grandininė reakcija (PGR) buvo atlikta panaudojant mitochondrinės DNR kontrolinio regiono pradmenis MMCRL F, MMCRL R. Pradmenys buvo atrinkti pagal Hefti-Gautschi ir kt. straipsnį, kad pagausinti specifinius 514 bp ilgio fragmentus. 

	
	Pradmenys
	Produkto dydis (bp)

	MMCRL F
	5`-GTGTTTGGCTATGTACGTCGTG-3`
	514 bp

	MMCRL R
	5`-TGGTGGAAGTAGTCCACAGATG-3`
	


PGR reakcija  vykdoma 25  μl tūryje, į  0,2 ml mėgintuvėlius buvo supilstomas PGR mišinys  po 20 μl ir DNR po 5 μl.  Viename mėgintuvėlyje buvo įpilta kontrolė:  vietoj DNR ddH2O. Vėliau mėginiai buvo sudėti į amplifikatorių. PGR reakcijai vykti sąlygos buvo atrinktos irgi pagal Hefti-Gautschi ir kt. straipsnį (6 lentelė).

Gauti PGR produktai  buvo identifikuojami, panaudojant elektroforezę. PGR produktų  kokybės įvertinimui naudojome 1,5 % agarozės gelį. Gelio gamyba: 2,25 g agarozės užpylėme 150 ml 1 × TBE buferio, tirpalas buvo lydomas mikrobangų krosnelėje nuolat pamaišant. Lydyti reikia tol, kol agarozė visiškai išsilydo ir tampa skaidri. Į išlydytą agarozę įpylėme 15 μl etidžio bromido.
Kiekvieno PGR produkto mėginio paėmėm po 5 μl ir sumaišėm su 1 μl dažu (6X DNA Loading Dye. Fermentas ). Sumaišyti PGR produktų mėginiai buvo automatine pipete įleidžiami į šulinėlius. Į vieną arba du šulinėlius įleidome po 3 μl molekulinės masės žymens (GeneRuler 50 bp DNA, Fermentas ) (14 pav.).

5 lentelė. PGR reakcijai reikalingi reagentai
	Reagentai
	Koncentracija
	1 pvz. (μl)

	ddH2O
	
	5 μl

	 2xPGR Master Mix
	
	12,5 μl

	Pradmuo MMCRL F 
	10 pmol/ μl
	1,25 μl

	Pradmuo MMCRL R 
	10 pmol/ μl
	1,25 μl

	
	
	20 μl

	DNR
	50 ng/ μl
	+ 5 μl


6 lentelė. PGR sąlygos

	PGR programa MMCRL:
	Temperatūra
	Laikas
	

	Pradinė denatūracija
	95 °C
	15 min
	

	Denatūracija
	95 °C
	30 s
	30 ciklų

	Pradmenų hibridizacija
	59 °C
	30 s
	

	DNR sintezė
	72°C
	30 s
	

	Galutinė DNR sintezė
	72°C
	8 min
	

	Inkubacija
	4°C
	
	


Pagausinus  dančiasnapių DNR 514 bp ilgio fragmentą PGR produktai buvo identifikuoti elektroforezės metodu. Elektroforezės nuotraukoje (14 pav.) matome, kad 1, 25 takeliuose buvo DNR molekulinės masės žymenys (GeneRuler 50 bp DNA, „Fermentas”, Lietuva). 22 takelyje- neigiama kontrolė, joje tikrinome PGR reagentų, pradmenų ir ddH2O švarumą, ar šie reagentai nėra užkrėsti svetima DNR. 24 takelyje- neigiama kontrolė, tikrinome PGR reagentų ir pradmenų švarumą. 7,10, 19 takeliuose – matomi  514bp ilgio fragmentai, tai parodo, kad dančiasnapių DNR išskirta ir pagausintas PGR analizei. 13 takelyje- nesimato fragmento, tai rodo, kad DNR nėra išsiskyrusi ir fragmentas netinkamas PGR analizei. 4,16 takeliuose- matomi neryškūs pagausinti 514 bp ilgio fragmentai 
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      14 pav. PGR produktai: padauginti 514 bp ilgio fragmentai.
	Eilė
	1
	4
	7
	10
	13
	16
	19
	22
	24
	25

	Ind.Nr.
	M
	DD002
	DD003


	DD007


	DD0017 


	DD021
	DD0024


	K1 
	K2
	M

	Fragmentų

ilgis bp
	
	514 bp
	514 bp
	514 bp
	-
	514 bp
	524 bp
	neigiama
	neigiama
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15 pav.  Molekulinių masių žymeklio fragmentai (http://www.thermoscientificbio.com)

3.3.2 PGR sąygų optimizavimas 

Pakartotinai atlikta didžiojo dančiasnapio mitochondrinės DNR kontrolinio regiono amplifikacija su pakeistomis PGR sąlygomis. Optimizuota pradmenų hibridizacijos temperatūra su dančiasnapių DNR mėginiais. Visiems mėginiams nustatėme atitinkamą pradmenų hibridizacijos temperatūrą : T= 58 °C  G=1,2 °C ir pagausinome dančiasnapių DNR mėginių 514 bp ilgio fragmentus ir identifikavome PGR produktus  panaudojant elektroforezę (16 pav.)
  Vėliau  identifikuoti elektroforezės būdu  ir geriausiai pasidauginę  PGR produktų fragmentai buvo atrinkti  ir  išvalyti iš gelio (16 pav.).

2.4. Pagausintų fragmentų išvalymas iš gelio

    PGR produktai buvo išvalyti iš gelio panaudojant gryninimo rinkinį GeneJET Gel Extracion Kit ( Fermentas)    
1. Gautus fragmentus iškerpame iš gelio;

2. Sudedame juos į mėgintuvėlius ir pasveriame (mėgintuvėlius sveriam prieš įdedant gelį su    fragmentu ir po to kai įdedam fragmentą;

3. Mėgintuvėlio svoris su geliu: mėgintuvėlio svoris = gelio svoris x 1,5 (agarozės), pvz.: 1,15- 0,97 = 0,18 x 1,5 = 0,27 x 100 = 270 μl;

4. Gautas svoris atitinka  tiek mikrolitrų surišimo buferio ( angl. Binding buffer), kiek jo įpilsime į mėgintuvėlius;
5. Inkubuojame mėgintuvėlius 60 °C temperatūroje 10 min;
6. Mėginiai perkeliami į valymo kolonėles ir centrifiguojami 1 min;
7. Po centrifugavimo nuimame valymo kolonėlę išpilame nucentrifuguotą skystį iš   mėgintuvėlio apačios, nusausiname ir vėl uždedame valymo kolonėlę ant mėgintuvėlio;
8. Ant valymo kolonėlių užpilame surišimo buferio (angl. Binding buffer) 100 μl ir centrifuogajame 1 min;
9. Nucentrifuguota skystį nupilame mėgintuvėlį nusausiname ir ant  valymo kolonėlių užpilame po 700 μl valymo buferio ( angl. Wash buffer)  ir centrifuogajame 1 min;
10. Po to vėl visą skystį išpilame ir  centrifuguojame valymo kolonėles, kad gerai pasišalintų nuo jų valymo buferis. Centrifuguojame 1 min;
11. Imami nauji mėgintuvėliai ant jų uždedamos valymo kolonėlės ir įpilame ant jų išvalymo buferio (angl. Elution buffer) 20 μl ir centrifuguojame 1 min;
12. Prieš tai išvalymo buferis palaikomas 37 ° C temperatūroje.
7 lentelė.   Iškirpti iš gelio PGR produktai

	Individų nr.
	Mėgintuvėlių svoris g
	Mėgintuvėlių svoris su geliu g
	Skirtumas
	x 1,5

x 1000

	DD002
	1,08
	1,19
	0,11
	165 μl

	DD003
	1,08
	1,20
	0,12
	180 μl

	DD007
	1,09
	1,19
	0,1
	150 μl

	DD024
	1,09
	1,20
	0,1
	150 μl

	DD001
	1,21
	1,34
	0,13
	195 μl

	DD005
	1,21
	1,39
	0,18
	270 μl

	DD006
	1,23
	1,37
	0,14
	210 μl

	DD014
	1,19
	1,32
	0,13
	195 μl

	DD015
	1,23
	1,34
	0,11
	165 μl

	DD018
	1,21
	1,28
	0,07
	105 μl

	DD026
	1,02
	1,18
	0,16
	240 μl

	DD027
	1,21
	1,34
	0,13
	195 μl

	DD027.2
	1,20
	1,33
	0,13
	195 μl

	DD028
	1,03
	1,19
	0,16
	240 μl

	DD029
	1,02
	1,15
	0,13
	195 μl

	DD030
	1,09
	1,18
	0,09
	135 μl


3.5. Sekvenavimas

Išgryninti PGR produktai buvo išsiųsti sekoskaitai į Sekvenavimo centrą. Gauti duomenys buvo analizuojami Mega 5 programiniu paketu, vėliau duomenys buvo apdoroti statistinėmis kompiuterinėmis programomis. Gauti duomenys buvo palyginti su kitų mokslininkų padarytais tyrimais, naudojantis tais pačiais žymenimis, Europoje, JAV, Kanadoje.

 3.6. Statistinė analizė

Sekvenavimo rezultatai, pateikti elektroferogramos pavidalu ABI formate (.ab1), parodyti programa MEGA 5.10 (http://www.megasoftware.net/), kurios pagalba apdoroti duomenys perkelti į kitas programas. Programos pagalba atliktas daugybinis sekų palyginimas. Nusekvenuoti – 514 bp ilgio fragmentai; analizei naudotas 457 ilgio regionas. Tarpusavyje sulyginti didžiojo dančiasnapio 514 (457) bp ilgio kontrolinio regiono mtDNR fragmentas su didžiųjų dančiasnapių 42 mtDNR haplotipais, kurie paimti iš nukleotidų duomenų bazės (GenBank - Genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  ( prieigos numeris yra EF675700–EF675741). DNAsp (http://www.ub.edu/dnasp/) statistinės programos pagalba apskaičiuota haplotipų įvairovė, standartinis nuokrypis , nukletodų įvairovė.
4.REZULTATAI  IR  JŲ APTARIMAS

4. 1.  DNR skyrimas 

 DNR išskirta iš dančiasnapių 14 individų širdies raumens, 10 individų kepenų audinio, 4 individų kraujo serumo kuriame buvo hemolizavusių eritrocitų ir dar iš 5 individų kraujo mėginių. Audinių homogenizavimui naudotas skystas azotas ir TE buferis. Iš dančiasnapių išskirtos DNR koncentracija svyravo nuo 46,0 ng/ μl iki 10314,4 ng/ μl (6 lentelė).
Homogenizuojant skystu azotu DNR koncentracija svyravo 50,8 ng/ μl nuo 682,5 ng/ μl (6 lentelė).    Homogenizuojant su TE buferiu svyravo nuo 46,0 ng/ μl iki 10314,4 ng/ μl. Pagal atliktus tyrimus  matome,  homogenizuojant DNR su TE buferiu ir su  skystu azotu skiraisi DNR koncenrtacija šių dančiasnapių individų: DD008, DD009, DD010. Su TE buferiu homogenizuojant DNR gautos didesnės koncentracijos: 338,3 ng/ μl; 369,3 ng/ μl; 446,9 ng/ μl. Homogenizuojant DNR su skystu azotu gauta koncentracija: 50,8 ng/ μl, 75,3 ng/ μl, 132,7 ng/ μl. Taigi matome, kad homogenizuojant su TE buferiu DNR koncentracija gauta didesnė negu homogenizuojant  su skystu azotu (7 lentelė)

Nustatėme, kad homogenizuojant su TE buferiu DNR tirpalų (DD008T, DD009T, DD010T) švarumas buvo 1,76; 1,82; 1,59, kurį rodo optinių tankių santykis 260nm/280nm. Homogenizuojant DNR su skystu azotu DNR tirpalų (DD008A, DD009A, DD010A) švarumas buvo 1,98; 1,97; 1,98. Homogenizuojant DNR su skystu azotu DNR yra švaresnė negu homogenizuojant DNR su TE buferiu (7 lentelė).  Homogenizuojant su TE buferiu švarumas, kurį rodo optinių tankių santykis 260\230 nm buvo 1,94; 1,96; 1,74, o homogenizuojant su azotu buvo 2,56; 2,56; 2,25. Taigi homogenizuojant su TE buferiu DNR švarumas nuo organinių medžiagų buvo geresnis. Visų  individų DNR buvo išskirta homogenizuojant audinius TE buferiu.

8 lentelė. Dančiasnapių DNR vertinimas
	Individai
	DNR koncentracija ng/ul
	DNR spektr. 260\280 nm
	DNR spektr. 260\230 nm
	DNR išskyrimo data

	
	Azotas
	TE buferis
	Azotas
	TE buferis
	Azotas
	TE buferis
	

	DD008
	50,8
	338,3
	1,98
	1,76
	2,56
	1,94
	2012.03.19

	DD009
	75,3
	369,3
	1,97
	1,82
	2,56
	1,96
	2012.03.19

	DD010
	132,7
	446,9
	1,98
	1,59
	2,25
	1,74
	2012.03.19


Didelę reikšmę DNR kokybei turi ir individų audinių amžius. Dančiasnapių audinių mėginai yra 1990, 2003, 2006, 2007 metų. 1990 iš dančiasnapių kraujo serumo neišsiskyrė DNR. Tik iš vieno individo mėginio (DD021) išsiskyrė DNR ir koncentracija buvo 278,8 ng/ μl ir DNR švarumas - 1.88. Per ilgą laiką DNR  fragmentuojasi, ir todėl  iš šių mėginių ji neišsiskyrė. 

Išskiriant DNR iš dančiasnapių kraujo, kai kurie iškyrimo etapai buvo optimizuoti, nes DNR išsiskyrė geriau negu skiriant pagal protokolą. Į sterilius Eppendorf mėgintuvėlius įpylėme  20 μl dančiasnapių kraujo, užpylėme 20 μl homogenizuojančio TE buferio. Etape po inkubacijos buvo atliekamas mėginių valymas chloroformu. Mėginiai  buvo užpilami 600 μl tirpalo ir  ilgai (apie 20 min) bei stipriai maišomi taip, kad gautųsi vientisa emulsija, nes dėl pH sunkiai susidarydavo dvi fazės, kur organinė būtų apačioje, o vandeninė viršuje. 

Kokybiška DNR išsikyrė iš 30 individų ir toliau naudojama PGR reakcijai atlikti.

4.1.1. Optimizuotos PGR sąlygos 

Vėliau pakartotinai atlikta didžiojo dančiasnapio mitochondrinės DNR kontrolinio regiono D- kilpos amplifikacija su  dančiasnapių individais, kad optimizuoti PGR sąlygas.  Amplifikacija atlikta buvo pakeitus PGR reakcijos sąlygas. Pradmenų hibridizacijos temperatūra buvo  0,2 ml T= 58 °C  G=1,2 °C. Pradmenų hibridizacijos temperatūra pakeista tam, kad optimizavus  PGR sąlygas pasidaugintų   tikslus  mtDRN D- kilpos kontrolinio regiono fragmentų kiekis.

Dviejų dančiasnapių mėginių DD013 ir DD024 pagausinti 514bp ilgio fragmentai su optimizuotomis PGR sąlygomis buvo identifikuoti panaudojant elektroforezę (10 pav.)
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16 pav. PGR produktų fragmentai su optimizuota pradmenų hibridizacijos temperatūra. Tm °C – 57,0; 57,5; 58,1; 58,4; 59,0 

A

	Eilė
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Ind.Nr.
	M
	DD013
	DD013


	DD013


	DD013 


	DD013
	-
	M

	Tm °C  
	
	57,0
	57,5
	58,1
	58,4
	59,0
	-
	


B 

	Eilė
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Ind.Nr.
	M
	DD024


	DD024


	DD024


	DD024


	DD024


	-
	M



	Tm °C  
	
	57,0
	57,5
	58,1
	58,4
	59,0
	-
	


Elektroforezės nuotraukoje 1,8 takeliuose yra DNR molekulinės masės žymenys (GeneRuler 50 bp DNA, „Fermentas”, Lietuva). 2-6 takeliuose (DD024 ) pagausinti  mtDNR 514 bp ilgio fragmentai su tam tikromis pradmenų hibridizacijos temperatūromis. 
 3,4 takeliuose (DD013) pradmenų hibridizacijos temperatūros 57,5 °C  ir 58,1 °C yra netinkamos, nes mtDNR pagausinti fragmentai neryškūs. 2, 5, 6 takeliuose (DD013)  pradmenų hibridizacijos temperatūrų pokytis (DD013) buvo optimalus mtDNR pagausintiems fragmentams. 
Taigi pradmenų hibridizacijos temperatūra optimaliausia DD013 individo mtDNR   fragmentams pagausinti buvo  58,4 °C, 59,0 °C. Pradmenų hibridizacijos temperatūra optimaliausia DD024 individo mtDNR  fragmentui pagausinti buvo 58,4 °C; 59,0 °C (16 pav.). 

Taigi  parinkome 59 °C optimaliausią pradmenų hibridizacijos temperatūra PGR reakcijai atlikti. 
4.2. Didžiojo dančiasnapio mitochondrinės DNR kontrolinio regiono pagausinimas

18 mėginių buvo atrinkta PGR reakcijai atlikti: DD001, DD002, DD003, DD005, DD006, DD007, DD010, DD014, DD015, DD017, DD018, DD021, DD024, DD026, DD027, DD028, DD029, DD030

Pagausinti didžiųjų dančiasnapių mtDNR D- kilpos kontrolinio  regiono 514 bp ilgio fragmentai buvo identifikuoti elektroforezės gelyje.
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17 pav. Atrinkti M. Merganser PGR produktai: padauginti 514 bp ilgio fragmentai. 

Elektroforezės nuotraukoje 1 takelyje yra DNR molekulinės masės žymuo (GeneRuler 50 bp DNA, „Fermentas”, Lietuva). 9 takelyje – DNR nepasidaugino, fragmentavosi ir nėra tinkamas PGR analizei. Visuose kituose takeliuose matosi  514bp ilgio fragmentai, tai parodo, kad dančiasnapių DNR išskirta ir pagausintas tinkamas kiekis  analizei.

4.2.1. Pagausintų fragmentų išvalymas iš gelio

Iš elektroforezės gelio buvo iškirpti ir išvalyti geriausiai pasidauginę 514bp ilgio fragmentai. Išgrynintų PGR produktų  atlikta  elektroforezė, kad identifikuoti DNR.
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18 pav.Išgryninti PGR mėginiai ir patikrinti elektroforezės gelyje

Taigi didžiųjų dančiasnapių PGR mėginiai buvo išsiųsti sekvenuoti į Sekvenavimo centrą.

               4.3. Sekvenavimo rezultatai

               4.3.1. Per Lietuvą migruojančių dančiasnapių D-kilpos kontrolinio regiono analizė

Sekvenavimui buvo paruošta ir nusiųsta į Sekvenavimo centrą 16 didžiųjų dančiasnapių sekų. Turime 11 sekų, nes tik jos nusisekvenavo ir gavosi informatyvios. Kitos 5 sekos buvo neinformatyvios. 

6 nusekvenuotos sekos yra didžiųjų dančiasnapių, kurie 2003m. kovo mėn. buvo sugauti Klaipėdos miesto dalyje- Smiltynėje. 4 nusekvenuotos sekos yra Lietuvoje perinčių didžiųjų dančiasnapių, kurie 2012 m. gegužės mėn. buvo sugauti Kauno rajone, Panemunėje ir Vilniuje. Viena nusekvenuota seka yra didžiojo dančiasnapio, kuris 2006 m. buvo rastas Vilniaus apskrityje. Šias sekas palyginome tarpusavyje ir  palyginome su kitų šalių didžiųjų dančiasnapių haplotipų sekomis. Su MEGA 5.10 programa buvo atliktas daugybinis sekų palyginimas su  42 haplotipų sekomis (duomenų bazėje GenBank prieigos numeris EF675700–EF675741) ir palyginimas tarpusavyje. Palyginimui 42 haplotipų sekos buvo atrinktos iš Hefti-Gautschi straipsnio, kuriame buvo pateikti molekuliniai mitochondrinės DNR tyrimai su 203 didžiųjų dančiasnapių individais, kurie  buvo gauti iš Šveicarijos, Kanados, Švedijos, Italijos, Vokietijos, Lenkijos, Estijos, Norvegij,Suomijos vietovių ir nustatyti  42 haplotipai.
Siekiant geriau atskleisti pasižyminčios įvairove mtDNR žymens atžvilgiu didžiojo dančisnapio vidurūšinę genetinę struktūrą ir nustatyti  sekos panašumą  su kitomis sekomis buvo naudojama palyginimui ir BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) programa.

Migruojančių didžiujų dančiasnapių nusekvenuotas sekas palyginome tarpusavyje ir nustatėme 5 variabilias nukleotidų vietas. 4 (DD001,DD006,DD014,DD015) sekos buvo identiškos, individų pavyzdžiai buvo  paimti iš Smiltynės 2003m. kovo mėnesį. Kitos dvi sekos (DD003, DD018), kurių pavyzdžiai paimti iš Vilniaus 2006 m. gegužės mėn. ir iš Smiltynės 2003 gegužės mėnesį skyrėsi nukleotidais šiose pozicijose: 142, 196, 207, 211. 211 pozicijoje abiejose sekose atrastas trūkis pažymėtas “▪“, šiose pozicijose nėra jokių nukleotidų. Ir paskutinė seka (DD005), šio individo pavyzdys buvo paimats iš Smiltynės 2003m. kovo mėn., skyrėsi nuo visų kitų sekų tuo, kad 29 pozicijoje vietoj nukleotido  citozino buvo adedinas. Visose kitose pozicijose kur pažymėti “ . “  nukleotidai sutampa.(19 pav.).
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19 pav. Migruojančio didžiųjų dančiasnapių sekų palyginimas tarpusavyje naudojantis MEGA 5.10 programa. Geltonai paūymėtos variabilios DNR sekų pozicijos (ties 29, 142, 196, 207 ir 211 nukleotidu). Žymių reikšmės: “▪“ – trūkis; “.“ – identiški nukleotidai.  

Migruojančių individų sekos buvo palygintos su atrinktais iš duomenų bazės GenBank panašiausiais haplotipais.  Nustatėm  6 variabilias  nukleotidų vietas. 4 (DD001, DD006, DD014, DD015) (LT6)  sekos buvo panašiausios su 23 haplotipu (Norvegija) ( prieigos numeris GenBank duomenų bazėje EF675722), tačiau 442 pozicijoje vietoj nukleotido timino buvo adeninas ir 443 pozicijoje vietoj citozino buvo adeninas. Kitos dvi sekos (DD003, DD018) (LT4) buvo panašiausios su 20 haplotipu (Švedija) (EF675719), tačiau  211 pozicijoje buvo atrasti trūkiai. 442 pozicijoje vietoj timino  buvo adeninas ir 443 pozicijoje vietoj citozino buvo adeninas. Kita seka (DD005) (LT5) buvo panašiausia su haplotipu 9 (Norvegija, Švedija, Šveicarija) 

(EF675708), tačiau 442 pozicijoje vietoj timino buvo adeninas ir 443 pozicijoje vietoj citozino buvo adeninas. (20 pav.).
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20 pav. Migruojančių didžiųjų dančiasnapių sekų palyginimas su haplotipais iš kitų Europos šalių naudojantis MEGA 5.10 programa. Geltonai paūymėtos variabilios DNR sekų pozicijos (ties 29, 142, 196, 207 ir 211 nukleotidu). Žymių reikšmės: “▪“ – trūkis; “.“ – identiški nukleotidai.  

Palyginę sekas nustatėmė 3 unikalius  haplotipus Lietuvoje migruojančių dančiasnapių (9 lentelė).

9 lentelė. MtDNR D-kilpos kontrolinio regiono Lietuvoje atrasti didžiųjų dančiasnapių individų haplotipai ir palyginti su Europos šalių didžiųjų dančiasnapių  haplotipais. 
	Ind. skaičius
	Haplotipas
	Variabilios vietos (pozicijos nukleotidų)
	Pavyzdžių paėmimo vieta
	Literatūrinis šaltinis

	
	
	29
	142
	196
	207
	211
	442
	443
	
	

	
	23 EF675722
	G
	C
	C
	A
	C
	T
	C
	Norvegija
	Helfi-Gautschi ir kt. (2009)

	
	09 EF675708
	A
	T
	.
	.
	.
	.
	.
	Norvegija,Švedija

Šveicarija
	Helfi-Gautschi ir kt. (2009)

	
	20 EF675719
	.
	T
	T
	G
	.
	.
	.
	Švedija
	Helfi-Gautschi ir kt. (2009)

	Mūsų tyrimo duomenys

	4
	LT6 
	.
	.
	.
	.
	.
	A
	A
	Smiltynė
	

	2
	LT4 
	.
	T
	T
	G
	-
	A
	A
	Vilniaus apskritis
	

	1
	LT5 
	A
	T
	.
	.
	.
	A
	A
	Smiltynė
	


4.3.2. Lietuvoje perinčių dančiasnapių D-kilpos kontrolinio regiono analizė

Lietuvoje perinčių didžiųjų dančiasnapių 4 (DD026, DD027, DD028, DD029) sekos buvo palygintos tarpusavyje su MEGA 5.10 programa ir nustatytos pirmosios dvi variabilios nukleotidų vietos (24, 25 pozicijose). Dvi iš šių (DD029, DD028) sekų buvo identiškos. DD026 seka skyrėsi nuo kitų, nes 25 pozicijoje vietoj adenino buvo guaninas. DD027 seka skyrėsi nuo kitų, nes 148 pozicijoje vietoj guanino buvo adeninas (21 pav.). Visos sekos buvo palygintos  su haplotipais iš GeBank. Palyginus perinčių Lietuvoje individų sekas su haplotipais iš Europos nustatytos dar dvi variabilios nukleotidų pozicijos (442, 443 pozicijos). Taigi dvi (DD029, DD028) sekos  buvo panašiausios su haplotipu 15 (EF675714)  (mėginiai iš Islandijos, Švedijos, Suomijos), bet 481 pozicijoje buvo adeninas vietoj timino ir 482 pozicijoje vietoj  citozino buvo adeninas. Kita (DD027) seka buvo panašiausia su haplotipu  23 (EF675722)( mėginiai iš Norvegijos),  bet 442 pozicijoje buvo adeninas vietoj timino ir 443 pozicijoje vietoj  citozino buvo adeninas. Ir paskutinė (DD026) seka buvo panašiausia su haplotipu 26 (EF675725) ( mėginiai iš Norvegijos), bet taip pat 442 pozicijoje buvo adeninas vietoj timino ir 443 pozicijoje vietoj  citozino buvo adeninas (22 pav.).Taigi  palyginus sekas su haplotipasi buvo atrasti 3  unikalūs haplotipai iš Lietuvoje perinčių didžiųjų dančiasnapių ( 10 lentelė). 
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21 pav. Perinčių didžiųjų dančiasnapių sekų palyginimas tarpusavyje naudojantis MEGA 5.10 programa. Geltonai pažymėtos variabilios DNR sekų pozicijos (ties 24, 25, 148 nukleotidu). 
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22  pav. Perinčių Lietuvoje didžiųjų dančiasnapių sekų palyginimas su haplotipais iš Europos šalių naudojantis MEGA 5.10 programa. Geltonai pažymėtos variabilios DNR sekų pozicijos (ties 24, 25, 148 , 442, 443 nukleotidu). 

10 lentelė. MtDNR D- kilpos kontrolinio regiono nustatyti haplotipai iš Lietuvoje perinčių individų ir palyginimui parinkti haplotipai iš Europos. 

	Individųsskaičius
	Haplotipas
	Variabilios vietos (pozicijos nukleotidų)
	Pavyzdžių paėmimo vieta
	

	
	
	24
	25
	148
	442
	443
	
	

	
	15 EF675714
	G
	A
	G
	T
	C
	Islandijos,Švedija,

Suomijos
	Helfi-Gautschi ir kt. (2009)

	
	23 EF675722
	A
	.
	.
	.
	.
	Norvegija
	Helfi-Gautschi ir kt. (2009)

	
	26 EF675725
	A
	G
	.
	.
	.
	Norvegija


	Helfi-Gautschi ir kt. (2009)

	Mūsų tyrimo duomenys

	2
	LT1 
	.
	.
	.
	A
	A
	Kaunas
	

	1
	LT2
	A
	.
	A
	A
	A
	Kaunas
	

	1
	LT3
	A
	G
	.
	A
	A
	Kaunas
	


Lietuvoje perinčių didžiųjų dančiasnapių visi individai buvo patelės. Taigi būtų  galima atpažinti dančiasnapių ir vandens paukščių patelėms būdingą  filopatrijos reiškinį ( sugrįžimas į gimtas vietas), kuris  dažnai minimas kaip populiacijos struktūros rodiklis (Greenwood, 1980; Avise, 2000)

Patelių filopatrija tarp vandens paukščių, yra elgesio ekvivalentas paremtas izoliacija per atstumą, ypač tada, kai genetinė diferenciacija yra lyginama su iš motinos paveldėta mitochondrine DNR. Genetiškai artimų patelių lyginimas, turėtų gana plačiai daryti įtaką populiacijos struktūriniams tyrimams, nes patelės nuolat sugrįžta į gimtas vietas perėti (Avise, 2000) 

4.3.3. Lietuvos dančiasnapių genetinės struktūros palyginimas 

Lietuvoje perinčių ir migruojančių per Lietuvą didžiųjų dančiasnapių individų sekas  palyginome tarpusavyje ir  nubraižėme filogenetinį  medį. Populiaciniame lygmenyje ištyrėme 11 individų sekų ir iš jų nustatme 6 unikalius haplotipus.
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23 pav. Filogenetinis medis, palygintos11 sekų iš Lietuvos.  Pagal genetinį atstumą UPGMA metodu.

Atstumai tarp haplotipų nėra dideli, nes yra nedidelis skaičius individų, tačiau reikšmingi  atstumų skirtumai matosi.

Nustatėme migruojančių  ir perinčių Lietuvos dančiasnapių  individų haplotipų genetinius įverčius ( 11 lentelė). Migruojančių ir perinčių individų  aptiktų haplotipų skaičius yra vienodas (po 3 haplotipus), nusekvenuotos sekos ilgis 443 bp. Haplotipų ir nukleotidų įvairovė (dažniai) migruojančių idividų yra 0,667 ir 0,00409, o perinčių 0,833 ir 0,00376. Variabilios vietos migruojančių yra 4 ir dar vienoje pozijoje yra trūkis, o perinčių 3 variabilios vietos.

Mūsų gautus dančiasnapių haplotipų dažnius palyginome su pagal straipsnį atrinktų Europos dančiasnapių individų haplotipų dažniais. Haplotipų dažnis migruojančių ir perinčių individų iš Lietuvos yra aukštesnis negu individų haplotipų dažnis  iš Europos šalių ( Norvegijos, Islandijos, Švedijos, Šveicarijos, Suomijos) . Šių šalių haplotipų dažniai yra 0,040; 0,077; 0,048; 0,054; 0,308 Mokslininkai identifikavo, kad pagal gautus mtDNR rezultatus, nusatytą haplotipų dažnį Europos šalių dančiasnapių patelės yra ištikimos savo perėjimo vietoms, nes jų individų haplotipų dažnis yra žemas. Mūsų mtDNR haplotipų įvairovė parodė, kad individai yra labiau migruojantys ir nepastovūs savo perėjimo vietose.

11 lentelė. mtDNR D- kilpos kontrolinio  regiono 6 haplotipų įvairovė iš Lietuvoje perinčių ir per Lietuvą migruojančių 11  Mergus merganser individų.

	Individai 
	Sekos
	Nusekvenuotas

regionas
	Variabilios 

vietos
	Haplotipų

skaičius
	Haplotipų įvairovė 

Hd/ standartinė 

paklaida
	Nukleotidų įvairovė

Pi / standartinė 

paklaida

	Migruojantys
	7
	1-443
	4
	3
	0,667 /0,160
	0,00409 / 0,00101

	Perintys
	4
	1-443
	3
	3
	0,833/0,222
	0,00376/0,00100


IŠVADOS

1. Naudojant didžiojo dančiasnapio mtDNR D-kilpos regiono žymenis nustatyta, kad dančiasnapiai perintys Lietuvoje ir dančiasnapiai migruojantys per Lietuvą pasižymi skirtinga haplotipų įvairove, bei yra genetiškai diferencijuoti.

2. Iš viso tarp Lietuvos perinčių dančiasnapių nustatyti trys haplotipai (LT1, LT2, LT3), iš kurių visi trys aptikti pirmą kartą.

3. Iš viso tarp per Lietuvą migruojančių dančiasnapių nustatyti trys haplotipai (LT4, LT5, LT6), iš kurių visi trys aptikti pirmą kartą.

4. Tarp per Lietuvą migruojančių dančiasnapių haplotipų įvairovė buvo 0,667 , o nukleotidų įvairovė 0,00409. Tarp Lietuvoje perinčių dančiasnapių haplotipų įvairovė buvo 0,833, o nukleotidų įvairovė 0,00376.
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