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SANTRUMPOS
APPD – atsitiktinai pagausinta polimorfinė DNR
bp – bazių pora

cDNR – kopijinė (angl. copy) dezoksiribonukleorūgštis

CTAB – cetiltrimetilamonio bromidas

dATP – deoksiadenozintrifosfatas

dCTP – deoksicitozintrifosfatas

dGTP – deoksiguanozintrifosfatas

DNR – dezoksiribonukleorūgštis
dTTP – deoksitimidintrifosfatas

EDTA – etilendiamintetraacto rūgštis

EST – išreikštų sekų žymenys (angl. Expressed Sequence Tag)

ISSR – paprastų pasikartojančių sekų intarpai (angl. Inter–Simple Sequence Repeat)

KBS – Kauno botanikos sodas
QTL – kokybinių požymių lokusas (angl. Quantitative Trait Loci)
RFIP – restrikcijos fragmentų ilgio polimorfizmas

RNR – ribonukleorūgštis
SSR – paprastos kartotinės sekos (angl. Simple Sequence Repeat)
TRIS – trihidroksimetilaminometanas

UPGMA – angl. Unweighed pair-group method of arithmetic averages 

SANTRAUKA
Darbo vykdytojas:

Aistė Savukaitytė

Pavadinimas: 

Šilauogių (Vaccinium L.) veislių genotipavimas, panaudojant mikrosatelitinius žymenis
Vadovas: 


dr. Judita Žukauskienė 

Pristatyta:

Vytauto Didžiojo Universitetas, Gamtos mokslų fakultetas, Kaunas, 2011 06 02
Puslapių skaičius:

57 (62)

Lentelių skaičius: 

22
Paveikslų skaičius:

13 

Priedų skaičius: 

9
Literatūros nuorodų skaičius: 
67
Vytauto Didžiojo universiteto Kauno botanikos sodo kolekcijoje sukauptas didžiulis Vaccinium L. genties genofondas. Svarbu rasti molekulinius žymenis, kurie leistų identifikuoti šių uogakrūmių veisles. Mūsų tyrimo tikslas – genotipuoti 9 sodinės šilauogės veisles ir 3 selekcinius numerius iš Vytauto Didžiojo universiteto Kauno botanikos sodo kolekcijos, panaudojant molekulinius žymenis. Palyginimui paimti ir laukiniai šilauogių pavyzdžiai. Panaudojus APPD pradmenis OPA-4, OPA-5, OPA-7, OPA-9, OPA-10, OPA-17 ir OPA-20 genetinė tirtų šilauogių įvairovė nenustatyta. Su mikrosatelitiniais pradmenimis VCC_J9, CA112F, NA800, NA1040, CA483, CA794, CA421F, CA169F ir VCC_S10 gauti 72 skirtingi aleliai, pagal kuriuos vykdytas genotipavimas. Gautas alelių skaičius svyravo nuo 4 iki 13 per pradmenį. Amplifikacijai panaudojus 7 mikrosatelitinius pradmenis, pagausinančius po 1 lokusą, vidutiniškai gauta po 6 alelius. Panaudojus mikrosatelitinį pradmenį VCC_S10, 15 tirtų pavyzdžių aiškiai atsiskyrė pagal specifinius spektrus (genospaudžius). Mažiausiai specifinių spektrų gauta su CA112F ir CA169F pradmenimis. Daugiausiai unikalių alelių iš visų tirtų šilauogių pavyzdžių nustatyta veislėje ‘Weymouth’, o ‘Brunswick’, ‘Nothblue’, ‘Bluetta’, V. myrtilloides ir V. angustifolium pavyzdžiuose nenustatytas nei vienas unikalus alelis. Veislėje ‘Northland’ su CA483F pradmeniu, o veislėje ‘Aron’ su pradmeniu CA169F neaptiktas nei vienas alelis. Su tirtais mikrosatelitiniais pradmenimis selekciniame numeryje Nr. 16 nustatyti 2 unikalūs aleliai, o Nr. 11 ir Nr. 17 – nei vieno. Pagal tirtus mikrosatelitinius pradmenis veislė ‘Northcountry’ genetiškai artimesnė selekciniam numeriui Nr.16 nei Nr. 17.
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The collection of Kaunas botanical garden of Vytautas Magnus university possesses a great genofond of genus Vaccinium L. It is important to find molecular markers for identification of blueberry cultivars. The aim of our study was to genotype 9 blueberry cultivars and 3 selection numbers from Kaunas botanical garden of Vytautas Magnus university, using different molecular markers. Three wild accessions were used for comparison. Genetic diverstity of blueberries was not determined with RAPD primers OPA-4, OPA-5, OPA-7, OPA-9, OPA-10, OPA-17 ir OPA-20. Seventy two different alleles were detected and unique fingerprints were generated for all accessions with nine microsatellite primers VCC_J9, CA112F, NA800, NA1040, CA483, CA794, CA421F, CA169F ir VCC_S10. The allele number ranged from 4 to 13 per primer. Seven single-locus primers amplified an average of 6 alleles. VCC_10 generated 15 unique fingerprints. The least number of unique fingerprints were generated with primers CA112F and CA169F. Cultivar ‘Weymouth’ had the biggest number of unique alleles, while no unique alleles were detected in ‘Brunswick’, ‘Nothblue’, ‘Bluetta’, V. myrtilloides and V. angustifolium. Two unique alles were amplified in a selection number Nr. 16, while no unique alleles were amplified in Nr. 11 and Nr. 17. No alleles were detected in cultivar ‘Northland’ with primer CA483F, as well as in ‘Aron’ with primer CA169F. Data obtained from 9 microsatellite primer pairs showed that cultivar ‘Northcountry’ was genetically more similar to selection number Nr. 16 than Nr. 17.
ĮVADAS

Šilauogių (Vaccinium L. ) genčiai priskiriama nemažai vertingų uoginių augalų. Europoje, taip pat ir Lietuvoje, natūraliai auga Vaccinium vitis–idea L. (paprastoji bruknė), V. myrtillus L. (mėlynė), V. uliginosum L. (vaivoras) (Česonienė ir kt. 2010). Šiaurės Amerikoje paplitusios rūšys, kurios tapo dabartinių kultūrinių sodinių šilauogių veislių protėviais: V. corymbosum L. (aukštoji šilauogė), V. angustifolium Aiton (siauralapė šilauogė), V. australe Sm., V. ashei Reade, V. myrtilloides Mich. 

Sodinė šilauogė (Vaccinium x covilleanum, Butkus et Pliszka) – kultigeninė sudėtingų hibridų grupė, nes veislės išvestos kryžminant aukštąją šilauogę (V. corymbosum), siauralapę šilauogę (V. angustifolium), pietinę šilauogę (V. australe), taip pat V. ashei ir V. lamarkii (Česonienė ir kt. 2010).  

Šilauogių uogos biocheminiu ir mitybiniu požiūriu yra vienos vertingiausių sodo kultūrų. Uogos labai vertinamos dėl didelio antioksidantų kiekio, jos sukaupia tokias biologiškai vertingas medžiagas kaip antocianinai, polifenoliai, flavonoidai. Šie junginiai pasižymi antikancerogeninėmis savybėmis, saugo ląsteles nuo laisvųjų radikalų poveikio, lėtina senėjimo procesus.

Vytauto Didžiojo universiteto Kauno botanikos sodo kolekcijoje sukauptas didelis Vaccinium L. genties genofondas. Joje auginamos 42 šilauogių veislės ir 3 selekciniai numeriai, kuriuos siekiama pripažinti kaip veisles. Kolekcijoje sukauptų genotipų identifikavimui labai svarbūs molekuliniai tyrimai. 

Šilauogių vertė ir vartojimo būdų įvairovė lemia jų paklausumą, todėl jos gali būti priskiriamos prie perspektyviausių uogakrūmių, kurių plotus būtina plėsti ne tik Vakarų Europos valstybėse, bet ir Lietuvoje (Stankevičienė 2002). Didelė šilauogių paklausa skatina kurti naujas veisles. Šiuo metu pasaulyje žinoma apie 130 sodinės šilauogės veislių. Naujai išvesta augalų veislė yra selekcininko ar jo teises įsigijusios kompanijos intelektinė nuosavybė. Molekuliniai žymenys leistų identifikuoti šių uogakrūmių veisles. 

Darbo tikslas: genotipuoti 9 sodinės šilauogės veisles ir 3 selekcinius numerius iš Vytauto Didžiojo universiteto Kauno botanikos sodo kolekcijos, panaudojant skirtingus molekulinius žymenis
Darbo uždaviniai: 

1) Atlikti KBS šilauogių genetinės įvairovės analizę atsitiktinai pagausintos polimorfinės DNR metodu. 
2) Įvertinti pasirinktų APPD pradmenų tinkamumą šilauogių pavyzdžių genotipavimui.

3) Atlikti KBS šilauogių genetinės įvairovės analizę su mikrosatelitiniais pradmenimis.

4)  Įvertinti mikrosatelitinių pradmenų tinkamumą šilauogių pavyzdžių genotipavimui.

5) Įvertinti KBS kolekcijoje esančias veisles.

6) Įvertinti KBS atrinktus selekcinius numerius.

1. LITERATŪROS APŽVALGA

1.1. Šilauogių biologinės ypatybės ir selekcija
1.1.1. Šilauogių (Vaccinium L. ) kilmė
Šilauogių (Vaccinium L.) genčiai priskiriama nemažai vertingų uoginių augalų. Europoje, taip pat ir Lietuvoje, natūraliai auga Vaccinium vitis–idea L. (paprastoji bruknė), V. myrtillus L. (mėlynė), V. uliginosum L. (vaivoras) (Česonienė ir kt. 2010). Šiaurės Amerikoje paplitusios rūšys, kurios tapo dabartinių kultūrinių sodinių šilauogių veislių protėviais: V. corymbosum L. (aukštoji šilauogė), V. angustifolium Aiton (siauralapė šilauogė), V. australe Sm., V. ashei Reade, V. myrtilloides Mich. 

Sodinė šilauogė (Vaccinium x covilleanum, Butkus et Pliszka) – kultigeninė sudėtingų hibridų grupė, nes veislės išvestos kryžminant aukštąją šilauogę (V. corymbosum), siauralapę šilauogę (V. angustifolium), pietinę šilauogę (V. australe), taip pat V. ashei ir V. lamarkii (Česonienė ir kt. 2010). Naujos šilauogių veislės kuriamos siekiant padidinti derlių, pagerinti uogų kokybę, adaptaciją prie skirtingų dirvožemių, padidinti šių augalų atsparumą biotiniams ir abiotiniams stresams bei žydėjimo ir derėjimo laikotarpių variacijas (Prodorutti et al. 2007).

V. corymbosum naudojama kryžminant kaip atsparumo šalčiui, vaisių dydį ir ankstyvą uogų sunokimą lemiančių genų šaltinis. V. angustifolium naudojama dėl tolerancijos dirvožemio pH pokyčiams. Veislės, kurioms išvesti buvo naudojama V. ashei, yra atsparesnės sausrai. Laukinės V. corymbosum formos pesitelkiamos kryžminant ir dėl atsparumo stiebų vėžiui genų. V. angustifolium genai didina atsparumą Bothryoshpaeria spp. sukeltiems stiebų pakenkimams, o V. ashei – atsparumą Scaphytopius magdalensis Prov. (Prodorutti et al. 2007).

Šilauogių sukultūrinimo darbus 1906–1918 metais pradėjo Jungtinių Amerikos Valstijų botanikas F. V. Kovilis (Coville). Pirmosios veislės – tai natūraliose augimvietėse atrinkti produktyvūs aukštosos ir siauralapės šilauogės klonai. Skirtingos šilauogių rūšys nesunkiai kryžminasi tarpusavyje, todėl jau antrame XX a. dešimtmetyje buvo sukurti pirmieji tarprūšiniai hibridai (Estabrooks 1998).

Veislės skiriasi krūmų morfologiniais požymiais, atsparumu žiemą, derlingumu, uogų spalva, dydžiu, vaškinio apnašo intensyvumu, odelės tvirtumu bei skoniu (Heerman ir kt. 1984). Labiausiai veislės skiriasi uogų sunokimo laiku. 
1.1.2. Botaninė charakteristika
Sodinė šilauogė – tai vasaržalis krūmas šakotais stačiais ar kiek išlinkusiais stiebais. Stiebai, priklausomai nuo veislės, pasižymi skirtingu išsišakojimu.
Sodinių šilauogių šaknų sistema yra paviršinė. Pagrindinė šaknų dalis išsidėsto 30–40 cm dirvožemio sluoksnyje. Stambių šaknų šilauogės turi nedaug, šakniaplaukių neturi. Pastarųjų funkcijas atlieka smulkiosios šaknelės. Šilauogėms būdinga mikorizė. 

Sodinės šilauogės krūmai išaugina nevienodą kiekį krūmą formuojančių ir mišrių ūglių. Krūmą formuojantys ūgliai – tai tvirti, ilgi vegetatyviniai ūgliai, reikalingi krūmui atsinaujinti (Česonienė ir kt. 2010). Mišrieji ūgliai – tai besišakojantys ūgliai su vegetatyviniais ir generatyviniais pumpurais. Mišriųjų ūglių apatinėje dalyje yra vegetatyviniai, o apikalinėje dalyje – generatyviniai pumpurai.

Šilauogių lapų forma elipsiška, lancetiška ar kiaušiniška su nusmailėjusia viršūne. Lapai turi trumpus lapkočius. Ant trumpų ūglių išsidėsto smulkesni lapai (5–6 cm ilgio ir iki 3–4 cm pločio), o ant skeletinių stiebų gali būti ir 10–12 cm ilgio bei 5–6 cm pločio lapų. Paprastai viršutinė lapalakščio pusė būna tamsiai žalia, blizganti, apatinė – šviesesnė.

Vienerių metų ūgliuose susidaro kitų metų vegetatyviniai ir žiediniai pumpurai. Vegetatyviniai pumpurai formuojasi per visą vegetacijos periodą. Jie būna mažesni, jų viršūnės nusmailėjusios. Apatinėje krūmo dalyje būna miegančių pumpurų, kurie gali neprabusti kelerius metus (Česonienė ir kt. 2010).

Skirtingų veislių krūmai formuoja skirtingo dydžio žiedų kekes. Dažniausiai visos kekės išsidėsto viršutinėje ūglio dalyje. Šilauogių žiedai yra būdingos 6–10 mm ilgio varpelio formos. Žiedą sudaro 5 vainiklapiai. Tik žiedlapių viršūnėlės būna nesuaugusios. Dažniausiai žiedlapiai balti, kai kurių veislių – rausvi. Taurelės suaugusios iš 5 nedidelių taurėlapių, kurių danteliai gerai matyti ir ant šilauogės uogų (Budriūnienė ir kt. 2002). Šilauogės žiedas dažniausiai turi 10 kuokelių,kartais – 8, piestelė viena, mezginė keturlizdė arba penkializdė apatinė (Kурлович и Босак 1998). Pirmiausia pražysta ūglio viršūnėje esantys žiedynai, paskui – apačioje. Sodinių šilauogių veislių žydėjimas tęsiasi maždaug 3 savaites. Žiedus geriausiai apdulkina kamanės, kurios gali ilgu liežuvėliu pasiekti nektarą. Bitės ne visada tinka, ypač jei veislei būdingi ilgi vainiklapiai (Česonienė ir kt. 2010).

Uogos paprastai būna apvalios: vienų veislių labiau suplotos, kitų – nusmailėjusios. Uogų odelė gana tvirta. Uogos visiškai sunoksta po 5–6 dienų, kai įgauna veislei būdingą mėlyną spalvą. Veislės skiriasi uogų vaškinio apnašo intensyvumu.

1.1.3. Citologija

Pasak Longley (1927), Vaccinium genties pagrindinis chromosomų skaičius yra 12. Yra trys šilauogių ploidiškumo lygiai: 2x (2n=24), 4x (4n=48), 6x (2n=72). Diploidinei populiacijai priklauso šios rūšys: V. myrtilloides Michx, V. corymbosum L., V. pallidum Ait., V. darrowi Camp, V. elliottii Chapm, V. tenellum Ait., V. boreale. Svarbūs tetraploidai: V. angustifolium Ait, V. corymbosum, V. hirsutum Buckley, V. simulatum Small., V. myrsinites Lam. Šie tetraploidai gali būti atsiradę besikryžminant tos pačios rūšies individams ir susidarant autotetraploidams arba besikryžminant skirtingų rūšių individams ir taip susiformuojant alotetraploidams. V. corymbosum ir V. australe (sinonimas V. formosum Andrews) yra natūralūs tetraploidai. V. ashei Reade ir V. constablaei Gray yra heksaploidai. Kadangi esminio sterilumo barjero tarp homoploidinių Vaccinium rūšių nėra, natūraliai susiformavo daug poliploidų (Coville 1927, Newcomer 1941). Šie poliploidai, o ypač tetraploidai lėmė platų genties prisitaikymą (Newcomer 1941).

1.1.4. Cheminė sudėtis ir maistinė vertė

Šilauogių uogos yra ne tik vienos skaniausių, bet ir biocheminiu bei mitybiniu požiūriu vienos vertingiausių sodo kultūrų (Česonienė ir kt. 2010). Uogos labai vertingos dėl didelio antioksidantų kiekio. Neseniai parodyta, kad šilauogės turi vieną iš didžiausių antioksidacinių aktyvumų lyginant su kitais vaisiais, įskaitant spanguoles, obuolius, raudonąsias ir žaliąsias vynuoges (Prior et al. 1998, Wolfe and Liu 2007). Šilauogių uogos sukaupia tokias biologiškai vertingas medžiagas kaip antocianinai, polifenoliai, flavonoidai. Šie junginiai pasižymi antikancerogeninėmis savybėmis, saugo ląsteles nuo laisvųjų radikalų poveikio, lėtina senėjimo procesus (Česonienė ir kt. 2010). Antioksidantai saugo nuo su amžiumi susijusios Alzheimerio ligos, gerina atmintį (Duffy 2008). Šilauogių uogose yra pterostilbeno, mažinančio cholesterolio kiekį. Antocianinai mažina akių nuovargį, stiprina akių kraujagysles ir kartu regėjimą. Šilauogių uogose yra įvairių antocianinų, tačiau pagrindiniai vyraujantys yra malvidin–3–gliukozidas ir malvidin–3–galaktozidas (Česonienė ir kt. 2010).

Šilauogėse randama iki 5 % pektinų, kurie mažina cholesterolio kiekį kraujyje, šalina radionuklidus. Bendras cukraus, organinių rūgščių, rauginių bei aromatinių medžiagų kompleksas gerina apetitą, skatina skrandžio sulčių išsiskyrimą ir gerina žarnyno darbą (Česonienė ir kt. 2010).

Šilauogių uogos sukaupia apie 10 % cukraus (vyrauja monosacharidai). Jose nėra daug vitamino C (vidutiniškai apie 11 mg/100g). Nors organinių rūgščių kiekiai šilauogių uogose nėra dideli, tačiau be citrinos ir obuolių rūgščių jose randama ir retesnių, biologiniu požiūriu labai svarbių rūgščių, tokių kaip chino ir gintaro rūgštys.

Uogose randama įvairių makroelementų (azotas, fosforas, kalis, kalcis, magnis) ir mikroelemetų (geležis, varis, manganas, cinkas, boras).

1.1.5. Trumpa kai kurių šilauogių veislių charakteristika

 Šilauogių veisles priimta skirstyti į grupes pagal krūmo aukštį, kas iš dalies atspindi skirtingų Vaccinium rūšių genų pasireiškimą veislėse. Aukštaūgių šilauogių veislių krūmo aukštis siekia 180–400 cm, žemaūgių – 30–60 cm, pusiau aukštaūgių šilauogių, kurios dažniausiai yra siauralapės ir aukštosios šilauogės hibridai, krūmo aukštis yra 60 –120 cm.

Aukštaūgės šilauogės veislės yra sukurtos daugiausia tetraploidinės V. corymbosum pagrindu (Lyrene and Brooks 1995). Tam tikru laipsniu daugelio aukštaūgių šilauogių veislių protėviu yra ir V. angustifolium. ‘Weymouth’, ‘Bluetta’, ‘Aron’ – aukštaūgės veislės.

Žemaūgės šilauogių veislės išvestos iš V. angustifolium. ‘Blomidon’, ‘Brunswick’, ‘Putte’ – tai žemaūgės veislės. 

Pusiau aukštaūgės šilauogės sukurtos daugiausiai kryžminant V. corymbosum ir V. angustifolium. Šiuo būdu gautos ‘Northblue’, ‘Northcountry’, ‘Northland’. Tačiau kai kurioms pusiau aukštaūgėms veislėms išvesti panaudotos diploidinė V. darrowi, heksaploidinė V. virgatum, taip pat V. tenellum.

Pagal uogų nokimo laiką skiriamos ankstyvos, vidutinio ankstyvumo ir vėlyvos veislės (Budriūnienė ir kt. 2002).

 ‘Northblue’ buvo išvesta 1983 m. Minesotos universitete, sukryžminus ‘G65’ x ‘Ashworth’ ir ‘US3’. Tai vidutinio aktyvumo veislė, pasižyminti produktyvumu šaltame klimate. Krūmai apie 90 cm aukščio. Uogos labai geros kokybės, didelės. Derlius nuo suaugusio krūmo siekia 1,4–3,2 kg. 

‘Northcountry’ išvesta 1973 metais Minesotos universitete, kryžminant ‘B6’ ir ‘R2P4’. ‘B6’ buvo išvesta iš ‘G65’ x ‘Ashworth’. ‘R2P4’ buvo atrinkta kryžminimui dėl žemo ūgio ir ištvermingumo žiemą iš laisvai apsidulkinusių pusiau aukštaūgės šilauogės sėjinukų. ‘Northcountry’ – ankstyva veislė. Uogos vidutinio dydžio, vidutinio saldumo. Suaugę krūmai yra 60–80 cm aukščio. Derlius nuo krūmo siekia 0,9–2,3 kg. ‘Northcountry’ tinka auginti šaltesniame klimate.

‘Northland’– pusiau aukštaūgių šilauogių veislė, išvesta 1967 metais JAV, sukryžminus ‘Berkeley’ su ‘H–19’ (V. angustifolium × ‘Pioneer’). Uogos vidutinio dydžio, saldžiarūgštės. Veislė derlinga. Krūmai vidutinio augumo, tankūs.

‘Bluetta’ auginama nuo 1967 m. Ši ankstyva veislė gauta sukryžminus siauralapės ir aukštosios šilauogės veisles (‘North Segdivick’ x ‘Coville’) x ‘Earlyblue’ Krūmas vidutinio augumo, kompaktiškas. Uogos vidutinio dydžio, šviesiai mėlyos, vaškinis apnašas silpnas. Veislė tinkama skinti mechanizuotai. Atspari žiemą. 

 ‘Aron’ buvo išvesta Suomijoje. Tai V. corymbosum ir V. uliginosum hibridas. 

1.1.6. Rekombinantinės DNR technologijos šilauogių selekcijoje tyrimai
Rekombinantinės DNR technologija tyrinėjama kaip alternatyva klasikiniams metodams gauti augalus su norimais požymiais (Prodorutti et al. 2007). Patikima šilauogių transformacijos sistema priklauso nuo efektyvaus genų įterpimo, augalų regeneracijos bei atrankos. Iki šiol pridėtinių ūglių regeneracija panaudojant lapų eksplantus yra tinkamiausia regeneracijos sistema. Agrobacterium tarpininkaujama transformacija yra pagrindinis genų pernešimo būdas. Efektyvi atranka gali būti atliekama naudojant nptII arba bar geną kaip atrankinį žymenį (Song and Hancock 2010). 2004 metais pranešta apie aukštaūgių šilauogių veislių transformaciją, kur transformacijos dažnis siekė 5,0–15,3 % (Song and Sink 2004). 2006–aisiais atlikti pirmieji atsparių herbicidams transgeninių šilauogių lauko bandymai (Song and Hancock 2010). 2009 metais buvo transformuotos aukštaūgės šilauogės siekiant padidinti atsparumą šalčiui. Šis progresas rodo, kad šilauogių savybės gali būti tobulinamos genetinės inžinerijos būdu. 

1.2. Molekulinių žymenų taikymas šilauogių tyrimuose
1.2.1. Molekulinių žymenų apibūdinimas
Molekuliniai žymenys – tai polimorfinės DNR sekos (polimorfinių lokusų aleliai), nustatomos naudojant įvairius molekulinės biologijos metodus (Jones et al. 1997, Schulman 2007). Šių polimorfinių sekų atsiradimo priežastys – įvairūs mutacijų tipai (taškinės, chromosominės) arba DNR kartotinių sekų replikacijos klaidos (Paterson 1996).

Palyginę morfologinius ir molekulinius žymenis, Powell ir kt. (1994), Weising ir kt. (2005), nurodė pagrindines savybes, dėl kurių molekulinių žymenys yra plačiai taikomi: jie gali būti nustatomi bet kurioje augalo raidos stadijoje, yra vienodi visuose augalo organuose ir audiniuose, dažniausiai yra fenotipiškai neutralūs, daug mažiau priklauso nuo aplinkos sąlygų, neturi neigiamos įtakos augalų gyvybingumui, nesąveikauja tarpusavyje, pasižymi didele gausa ir didesniu kintamumu, šių žymenų nustatymas ir darbas su jais gali būti automatizuotas. Molekuliniai žymenys naudojami įvairiems augalų tyrimams: tirti genomui (pvz., identifikuoti genomus, sudaryti genolapius, klonuoti genus, patvirtinti genetinius atstumus ir genetinį giminingumą), įvertinti ir saugoti genetinius išteklius, tirti populiacijas ir įvertinti jų genetinę įvairovę, tirti augalų ligas, molekulinei augalų selekcijai (pvz. tiksliam veislių ir klonų testavimui), filogenetiniams ir ekologiniams tyrimams (Williams et al. 1990, Weising et al 2005).

Molekuliniai žymenys skirstomi pagal jų nustatymo metodus, kurie gali būti pagrįsti DNR–DNR hibridizacija, polimerazine grandinine reakcija, DNR sekų nustatymu.

Šiuo metu yra sukurta daug molekulinių žymenų, tačiau pagrindinai, dažniau naudojami yra šie:

· DNR sekoskaita ar kitais būdais nustatomas vieno nukleotido polimorfizmas (angl. Single Nucleotide Polymorphism – SNP);

· Restrikcijos fragmentų ilgio polimorfizmas (angl. Restriction Fragment Length Polymorphism – RFLP);

· Amplifikuotų fragmentų ilgio polimorfizmas (angl. Amplified Fragment Length Polymorphism – AFLP);
· Atsitiktinai pagausinta polimorfinė DNR (angl. Random Amplified Polymorphic DNA – RAPD);

· Paprastų kartotinių sekų polimorfizmas (angl. Simple Sequence Repeat – SSR);
· Paprastų pasikartojančių sekų intarpai (angl. Inter–Simple Sequence Repeat – ISSR) 
1.2.2. Atsitiktinai pagausintos polimorfinės DNR metodo esmė ir panaudojimo sritys

Atsitiktinai pagausinta polimorfinė DNR – tai techniškai pats paprasčiausias metodas iš visų polimerazine grandinine reakcija (PGR) paremtų metodų su atsitiktiniais pradmenimis. APPD žymuo – bet koks DNR fragmentas, kuris amplifikuotas naudojant trumpus oligonukleotidų pradmenis polimerazinės grandininės reakcijos būdu. Naudojant šį metodą galima nustatyti genetinę įvairovę ar įvertinti giminingumą net neturint jokios informacijos apie tiriamų objektų genominės DNR nukleotidų sekas. Metodas tinka genotipavimui, filogenetinei analizei ir molekulinei selekcijai (Shirkot et al. 2002). Tiriamų individų genetinis panašumas nustatomas vertinant jų genominės DNR pagausinimo spektrus. APPD naudojamas kokybinių požymių lokusų tyrimuose genotipų ir fenotipų ryšiams nustatyti. APPD pranašesnis už kitus metodus, nes yra greitas, nebrangus ir nereikia išankstinių žinių apie genomo seką pradmenų konstravimui (Naugžemys ir kiti 2007). APPD procesas gali būti automatizuotas. AAPD turi ir tam tikrų trūkumų. APPD yra dominantiniai. Dominantiniais žymenimis negalima atskirti heterozigotų nuo homozigotų (Stewart and Excoffier, 1996).
1.2.3. Mikrosatelitų apibūdinimas ir panaudojimo sritys

Mikrosatelitai – tai trumpos (1–6 bp) tandemiškai pasikartojančios DNR sekos, kurias supa unikalios konservatyvios DNR sekos (Tautz and Rentz 1984; Webner and May 1989). Šios pasikartojančios sekos išsibarstę po visą genomą. Mikrosatelitai atrasti žmonėse ir randami daugelio organizmų genome (Li et al. 2002). Manoma, kad mikrosatelitines sekas turi visi eukariotiniai organizmai (Barker 2002). Augaluose labiausiai paplitę mikrosatelitai, sudaryti iš (A)n, (AT)n, (GA)n ir (GAA)n motyvų. Mikrosatelitai yra telomerų ir centromerų sudėtinės dalys. Mikrosatelitai atlieka reguliacinių ir koduojančių elementų funkciją (Kashi and Soller 1999). Mikrosatelitai randami daugelyje promotorinių regionų, atliekančių stiprintuvų funkciją ekspresijos vektoriuose. Daugelyje baltymų mikrosatelitai koduoja homopolimerinius aminorūgščių ruožus, kurių ilgis susijęs su funkciniais efektais. Didelė alelių įvairovė lemia platų šių lokusų panaudojimą įvairiuose tyrimuose. 

Mikrosatelitus supančios sekos dažniausiai yra konservatyvios tarp tos pačios rūšies individų, o kartais ir skirtingų rūšių, todėl konkretus mikrosatelitinis lokusas gali būti identifikuojamas pagal šias sekas (Selkoe and Toonen 2006). PGR pradmenys yra sukuriami būtent pagal šias konservatyvias DNR sekas, supančias mikrosatelitinį lokusą. Šiems kodominantiniams žymenims teikiama pirmenybė teismo ekspertizėje, identifikuojant genotipus (Wunsch and Hormaza 2002). Šie žymenys yra plačiai naudojami daugelio augalų rūšių genolapių sudarymui, genų paieškai, genotipų identifikavimui, populiacijų genetinės įvairovės ir filogenijos tyrimams.

Mikrosatelitinių žymenų privalumai:

a) pakanka mažo DNR kiekio (10–100 ng)

b) didelė mikrosatelitų gausa genome

c) atsitiktinis mikrosatelitų išsidėstymas visame genome

d) aukštas polimorfizmo lygis

e) kodominantiniai žymenys

f) dideliu tikslumu nustatomi alelių dydžiai

g) aukštas atkartojamumas

h) platus taikymas

 i) galimas automatizavimas 

1.2.4. Mikrosatelitų polimorfizmas

Mikrosatelitų polimorfizmą lemia kartotinio motyvo kopijų skaičiaus kitimai dėl mutacijų. Mutacijos įvyksta DNR grandinei „slystelėjus“ replikacijos metu. Šio „slystelėjimo“ tikimybė koreliuoja su pasikartojimų skaičiumi lokuse (Eisen 1999). Mutaciniai procesai mikrosatelituose gali būti laikomi pusiausvyra tarp replikacijos klaidų dėl DNR grandinės slystelėjimo ir šių klaidų ekzonukleolitinio taisymo ir neatitikimo (angl. mismatch) reparacijos. 

Mikrosatelituose mutacijos dažniai aukšti lyginant su taškinėmis mutacijomis, kurių mutacijos dažnis yra 10–9–10–10 eilės. Daugelio mikrosatelitų mutacijos dažniai yra aukšti (nuo 10–2 iki 10–6 mutacijų lokuse per generaciją (vidutiniškai 5*10–4)) ir tai leidžia susidaryti didelei alelių įvairovei, kuri reikalinga genetiniams tyrimams procesų, veikiančių ekologinėje laiko skalėje (Selkoe and Toonen 2006, Schlotterer 2000). Mikrosatelitų mutacijų dažniai in vivo sistemose yra apie 10–2 viename lokuse per replikaciją E. coli (Levinson and Gutman 1987) ir apie 10–4–10–5 mielėse (Henderson and Petes 1992, Strand et al 1993). Įvertinimai iš žmonių genealogijos analizės rodo 10–3 mutacijos dažnį lokuse per generaciją (Weber and Wong 1993). Drosophila mikrosatelitų mutacijos dažniai palyginti žemi – apie 6*10–6 (Vazquez et al. 2000). 

Mikrosatelitai tokie nestabilūs visų pirma todėl, kad neteisingas nukleotidų suporavimas dėl DNR grandinės slystelėjimo mikrosatelituose įvyksta dažniau nei įprastoje DNR (Eisen 1999). Be to, egzonukleolitinis taisymas, apsaugantis nuo mutacijų dėl neteisingo bazių įterpimo, vaidina ribotą vaidmenį išvengiant mutacijų dėl šio „slystelėjimo“ (Eisen 1999). Pirmiausia, egzonukleolitinis taisymas žymiai veikia tik tuos mikrosatelitus, kurių mažas pasikartojantis motyvas (dažniausiai mono– ir di– nukleozidiniai pasikartojimai) ir nedidelis kopijų skaičius (Eisen 1999). Netgi šių mikrosatelitų korekcijos poveikis yra ribotas: šių mikrosatelitų stabilumas egzonukleazių mutantuose sumažėja tik nuo maždaug 5 iki 10 kartų (Eisen 1999). 

Bazių neatitikimo reparacija svarbesnė mikrosatelitų stabilumui nei egzonukleolitinis taisymas. Molekuliniai bazių neatitikimo reparacijos mechanizmai geriausiai ištyrinėti E. coli. Pirmasis kritinis žingsnis šioje korekcijoje E. coli yra neatitinkančios DNR atpažinimas MutS baltymo (Eisen 1999). Konkrečiai MutS dimeras jungiasi prie neatitinkančios dvigrandės DNR (Eisen 1999). Vėliau, sąveikaujant MutS dimerui, MutL ir MutH baltymams, vienos DNR grandinės atkarpa pažymima pašalinimui. Kiti baltymai baigia reparacijos procesą: pažymėta DNR atkarpa degraduojama, panaudojant komplementarią grandinę kaip matricą susintetinamas fragmentas ir liguojamas, taip susidarant dvigrandei DNR atkarpai be neatitikimų (Eisen 1999). 
Mutacijos gali atsirasti ir rekombinacijos metu mejozėje. Rekombinacija potencialiai galėtų pakeisti mikrosatelitų ilgį dviem būdais: krosingoverio metu ir genų konversija (Hancock 1999). 

Įvykus mutacijai mikrosatelitinė atkarpa gali sutrumpėti arba pailgėti. 

Didelė alelių įvairovė lemia platų šių lokusų panaudojimą įvairiuose tyrimuose. 

Du pagrindiniai mutacijų modeliai siejami su mutacijomis mikrosatelitų lokuse: neribotų alelių modelis (IAM) ir palaipsnių mutacijų modelis (SMM). Pagal neribotų alelių modelį visos mutacijos sukuria naujus alelius kurie nuo tėvinio alelio gali skirtis daugiau nei vienu pasikartojimu. Palaipsnių mutacijų modelis spėja, kad mutacija sukuria vienu pasikartojimu trumpesnį ar ilgesnį alelį. Šiuo atveju alelių dydžio skirtumai teikia papildomą informaciją apie giminingumą tarp alelių. Pagal neribotų alelių modelį skirtinguose individuose aleliai yra tik „vienodi“ arba „skirtingi“. Pagal palaipsnių mutacijų modelį aleliai taip pat gali būti vienodi arba skirtingi, tačiau labiau dydžiu besiskiriantys aleliai bus mažiau giminingi nei panašesnio dydžio aleliai. Wright‘o F–statistika nepakankamai įvertina populiacijos variaciją ir remiasi neribotų alelių modeliu, Slatkin‘o R–statistika pervertina populiacijos variaciją ir yra paremta palaipsnių mutacijų modeliu.
1.2.5. Atsitiktinai pagausintos polimorfinės DNR žymenų taikymas šilauogių tyrimuose
Aruna ir kt. (1993) panaudojo atsitiktinai pagausintos polimorfinės DNR (APPD) žymenis, gautus po amplifikacijos su 20 APPD pradmenų, tirti genetinius ryšius tarp 15 V. ashei veislių ir 4 natūralių šios rūšies augalų, iš kurių šios veislės buvo išvestos. Kaip ir tikėtasi, rezultatai parodė, kad veislės tarpusavy genetiškai panašesnės lyginant su pirminiais laukiniais pavyzdžiais. Be to, sugrupavus individus pagal genetinį panašumą, palikuonys pateko į bendrą klasterį su vienu ar abiem tėvais. Vėliau, tęsiant šį tyrimą, Aruna ir kt. (1995) nustatė 11 APPD žymenų, gautų po amplifikacijos su 4 APPD pradmenimis, kuriais galima atskirti minėtas 19 V. ashei pavyzdžių.
Burgher ir kiti (1998) panaudojo 30 APPD pradmenų ištirti 26 žemaūgės šilauogės augalus. Visi šie augalai galėjo būti identifikuoti, panaudojant 11 pradmenų. Genotipų sugrupavimas gerai koreliavo su geografine klonų kilme.

Giongo ir kiti (2006) panaudojo APPD analizę identifikuoti šilauogių veisles, kurios prieš šį tyrimą buvo apibūdintos panaudojant daugiausia fenotipinius duomenis. Trisdešimt aštuoniems pavyzdžiams patikrinti 9 pradmenys. Buvo panaudota po du veislių ‘Darrow’, ‘Brigita’ ir ‘Duke’ pavyzdžius iš skirtingų geografinių regionų. Trijų pradmenų (OPA05, OPA07 ir OPA20) užteko atskirti visas veisles išskyrus ‘Northblue’ ir ‘Northland’ (Giongo et al. 2006). Analizė parodė neatitikimą tarp dviejų ‘Darrow’ pavyzdžių ir tarp abiejų ‘Duke’ pavyzdžių, kas patvirtino įtarimus, kilusius po morfologinio pavyzdžių įvertinimo. Analizė parodė skirtingą ‘Brigita’ veislės pavyzdžių keleto lokusų struktūrą, nepaisant identiškų morfologinių ir fenologinių apibūdinimų.

Be genotipavimo ir šilauogių genetinių ryšių analizės, APPD žymenys taip pat panaudoti tirti paveldėjimo būdą tarprūšiniuose V. darrowi ir V. corymbosum hibriduose (Qu and Hancock 1995), nustatyti 2n gametų formavimosi būdą, vykdant V. darrowi selekciją (Qu and Hancock 1995, Vorsa and Rowland 1997). Rezultatai parodė, kad paveldėjimo būdas hibriduose yra tetrasominis (Qu and Hancock 1995).

Šiuo metu dedamos pastangos sukurti šilauogių genetinės sankibos genolapius pažymėti kokybinių požymių lokusams, kontroliuojantiems grūdinimosi poreikį, atsparumą šalčiui, toleranciją karščiui ir uogų kokybę. Pirmieji genolapiai (santykinai žemo tankumo) sukonstruoti panaudojant APPD žymenis keturioms šilauogių populiacijoms – trims diploidinėms ir vienai tetraploidinei. Rowland ir Levi (1994) pranešė sukonstravę pirmąjį APPD paremtą šilauogių genetinės sankibos genolapį, panaudodami diploidinę populiaciją išsiskiriančią grūdinimosi poreikiu. Ši populiacija buvo sukurta sukryžminus V. darrowi  ir tarprūšinį F1 hibridą (V. darrowi x V. elliottii). Genolapis šiuo metu susideda iš 72 APPD markerių, žyminčių 12 sankibos grupių, atitinkančių pagrindinį šilauogių chromosomų skaičių. 
Qu ir Hancock (1997) pranešė sukonstravę APPD paremtą tetraploidinės šilauogės populiacijos, išsiskiriančios aukšta uogų kokybe, tolerancija karščiui ir šalčiui, genetinės sankibos genolapį. Populiacija sukurta kryžminant ‘US75’ (diploidinio V. darrowi ‘Fla 4B’ klono ir tetraploidinės V. corymbosum ‘Bluecrop’ tetraploidinis hibridas) ir V. corymbosum ‘Bluetta’ veislę. 140 APPD žymenų, unikalių ‘Fla 4B’ buvo sugrupuoti į 29 sankibos grupes. Iš esmės tai V. darrowi genolapis, nes ‘US75’ buvo sukurtas per ‘Fla 4B’ 2n gametą ir buvo naudojami tik ‘Fla4B’ unikalūs žymenys.

Vėliau Rowland ir kiti (1999, 2003c) sukonstravo APPD paremtus diploidinių V. corymbosum x V. darrowii hibridų, sukryžmintų su kitais V. darrowii ir V. corymbosum pavyzdžiais, genolapius. Šio tyrimo tikslas buvo sukurti populiacijas, išsiskiriančias grūdinimosi poreikiu ir atsparumu šalčiui. Pirmiausia į šį genolapį dėti APPD, vėliau išreikštų sekų žymenys (EST), identifikuotas kokybinių požymių lokusas (QTL), kuris paaiškino apie 20 % genotipinės variacijos, susijusios su atsparumu šalčiui (Rowland and Hammerschlag 2005). 
1.2.6. Mikrosatelitinių žymenų taikymas šilauogių tyrimmuose
Boches ir kiti (2005) apibūdino 30 mikrosatelitų pradmenų porų, kurios buvo sukurtos pasinaudojant Rowland ir kt. (2003a, 2003b) EST bibliotekomis. Šio tyrimo tikslas buvo rasti SSR (paprastų pasikartojančių sekų) žymenis, kuriuos butų galima panaudoti identifikuojant šilauogių germoplazmą, laikomą Jungtinių Valstijų Žemės ūkio Departamente, Žemės ūkio mokslinių tyrimų tarnyboje, Nacionalinėje klonuojamos germoplazmos saugykloje Kornvalyje, Oregone. SSR žymenys buvo gauti iš dviejų išreikštų sekų žymenų bibliotekų ir iš mikrosatelitais praturtintos genominės bibliotekos, sudarytos iš V. corymbosum ‘Bluecrop’ veislės DNR (Boches et al 2005). EST bibliotekos buvo sukonstruotos iš šaltyje prisitaikiusių ir neprisitaikiusių žiedinių pumpurų (Rowland et al. 2003b; Dhanaraj et al. 2004). Kiekvienos sukurtų pradmenų poros amplifikacija ir polimorfizmas įvertintas su 11 tetraploidinės V. corymbosum veislių (‘Grover’, ‘Pioneer’, ‘Rancocas’, ‘USDA–72’, ‘Cabot’, ‘Bluecrop’, ‘Georgiagem’, ‘Earliblue’, ‘Flordablue’ ir ‘Toro’) ir viena laukine V. corymbosum. 17 SSR žymenų, sukurtų pasinaudojant EST bibliotekomis ir 8 žymenys, sukonstruoti pagal genominės bibliotekos duomenis buvo patikrinti su 12 skirtingų Vaccinium rūšių. Polimorfizmui įvertinti tirta po 2 kiekvienos rūšies individus išskyrus Vaccinium oldhamii. Lokusas laikytas polimorfiniu rūšyje, jei aiškiai buvo matomi du aleliai. Nustatyti alelių skaičiui V. corymbosum pavyzdžiuose naudoti fluorescentiškai pažymėti tiesioginiai pradmenys, o PGR produktų dydis nustatytas ABI3100 sekvenatoriumi arba Beckan CEQ 8000 genetiniu analizatoriumi (Boches et al. 2005). Skirtingų Vaccinium rūšių PGR produktai buvo atskirti 2 % agarozės gelyje ir vizualizuoti dažant etidžio bromidu. Iš viso sukurta 20 polimorfinių pradmenų iš EST bibliotekų ir 10 – iš genominės bibliotekos. Ir EST, ir SSR praturtintoje genominėje bibliotekoje dažniausias pasikartojantis motyvas buvo AG/CT (atitinkamai 61 ir 69 iš visų pasikartojančių motyvų) (Boches et al. 2005). Ištyrus 24 SSR žymenis, amplifikuojančius po vieną lokusą, paaiškėjo, kad dvylikoje šilauogės pavyzdžių alelių skaičius svyravo nuo 2 iki 15 lokuse, vidutinis skaičius – 8,16 (Boches et al. 2005). Su penkiomis pradmenų poromis amplifikuota po keletą lokusų. Šiuo atveju po atskyrimo kapiliarine elektroforeze aptikta daugiau nei po keturis fragmentus. Daugialokusiniai žymenys buvo šie: NA800, NA824, CA642F, VCC_J1 ir VCC_S10. Alelių skaičius su šiais žymenimis svyravo nuo 8 iki 31. Dvylikoje skirtingų rūšių, reprezentuojančių 9 sekcijas, amplifikacija kito nuo 30 ik 100 % (vidutiniškai 83%) (Boches et al. 2005). Kaip ir tikėtasi, SSR lokusai gauti iš V. corymbosum lengviausiai amplifikavosi su kitais Cyanococcus sekcijos nariais. SSR dažniau nesiamplifikavo Oxycoccos, Herpothamnus, Batodendron ir Ciliata (Boches et al. 2005). Autoriai pažymi, kad šie SSR žymenys galėtų būti naudingi ne tik veislių identifikacijai ir įvairovės vertinimui Nacionalinės klonuojamos germoplazmos saugyklos šilauogių kolekcijai bet taip pat ir ekologijos tyrimams, kartografavimui, ypač Vaccinium sekcijos Cyanococcus.

Nuo to laiko Boches ir kiti (2006) parodė, kad šie SSR gali būti panaudoti vertinant laukinių ir kultivuojamų aukštaūgių šilauogių (V. corymbosum) genetinę įvairovę. Panaudojus 28 SSR pradmenis buvo genotipuoti 69 individai. 9 iš 28 žymenų neparodė jokių PGR artefaktų. Šie žymenys atskyrė kiekvieną tirtą individą ir davė identiškus genospaudžius klonams (Boches et al. 2006). Genetinio panašumo matavimai išskyrė laukines ir kultivuojamas šilauoges į atskiras grupes (Boches et al. 2006). Šių mokslininkų atlikta mikrosatelių analizė buvo naudinga vertinant šilauogių veislių ir laukinių aukštaūgės šilauogės pavyzdžių heterozigotiškumą. Iš viso 28 SSR pradmenų poros amplifikavo 627 alelius, iš kurių 157 – unikalūs. Keturios iš 28 pradmenų porų pagausinoo daugiau nei vieną lokusą. Šiuo atveju tetraploidų pavyzdžiuose nustatyti daugiau nei 4 aleliai. Šių pradmenų amplifikuotų alelių skaičius svyravo nuo 19 iki 78 (vidutiniškai 50,8), unikalių alelių skaičius kito nuo 7 iki 20 (vidutiniškai 12,3). Likusių 24 mikrosatelitinių sekų alelių skaičius svyravo tarp 4 ir 35 (vidutiniškai 50,8), unikalių alelių skaičius – 0–14. (Boches et al. 2006) Laukinių šilauogių pavyzdžių vidutinis alelių skaičius, unikalių alelių skaičius ir Shannon‘o indeksas lokuse buvo didesni nei  kultivuojamų šilauogių pavyzdžiuose. (Boches et al. 2006)

Galimybė naudoti mikrosatelitinius ir išreikštų sekų žymenis (EST) šilauogių tyrimams leidžia spęsti žemaūgių šilauogių klonų tapatumo, erdvinės genetinės struktūros, derliaus genetikos klausimus (Bell et al. 2009).

1.2.7. Kitų molekulinių žymenų panaudojimas šilauogių tyrimuose

Levi ir Rowland (1997) panaudojo ISSR (paprastų pasikartojančių sekų intarpus) ir APPD žymenis atskirti bei įvertinti genetinius ryšius tarp 15 aukštosios šilauogės (V. corymbosum) veislių ir aukštaūgių hibridų, dviejų V. ashei veislių ir vieno laukinės pietinės žemaūgės šilauogės (V. darrowi) pavyzdžio. Atskirti minėtus genotipus buvo pasirinkti 15 APPD ir 3 ISSR žymenys. Klasterių analizė, paremta panašumo koeficientais, apskaičiuotais pagal molekulinių žymenų duomenis, išskyrė tirtas skirtingas rūšis.

Neseniai buvo panaudoti ISSR žymenys siekiant atskirti 43 V. angustifolium klonus Naujojoje Škotijoje (Debnath 2009). ISSR žymenys turi panašų privalumą kaip ir APPD žymenys – nereikia išankstinių žinių apie genomą. Principinė koordinačių analizė išskyrė 43 klonus, surinktus dešimtyje bendrijų, esančių keturiose Kanados provincijose, į dvi skirtingas grupes. Autoriai pažymi, kad šis metodas yra rentabilus būdas sukurti germoplazmos kolekcijai.

Haghighi ir Hancock (1992) atliko V. corymbosum, V. angustifolium, V. darrowi ir V. ashei genotipų RFIP (restirkcijos fragmentų ilgio polimorfizmo) analizę, panaudodami chloroplastams ir mitochondrijoms specifinius genų žymenis (gene probes). Po Vaccinium DNR karpymo keletu skirtingų restriktazių, polimorfizmas chloroplastų genome neaptiktas, o mitochondriniame genome stebėtas aukštas polimorfizmo lygis. 

Rowland ir kiti (2003a, 2003b) sukūrė EST–PGR žymenis aukštaūgėms šilauogėms. Jie buvo sukurti, panaudojant mRNR, ekspresuojamą šaltyje aklimatizuotų ir neaklimatizuotų pumpurų. Šiuo metu genų banke yra apie 5000 šių cDNR sekų, arba EST. Rowland ir kiti (2003a, 2003b) parodė, kad pradmenys, projektuoti netoli šių EST galų padaugino polimorfinius fragmentus, naudingus aukštaūgių ir V. ashei veislių identifikacijai ir genetinių ryšių tyrimams ir potencialiai naudingi silpnai susijusioms Vaccinium rūšims, tokioms kaip spanguolės. 

Nesename darbe Bell ir kiti (2008) pademonstravo, kad šie EST–PGR žymenys, sukurti aukštaūgėms šilauogėms, taip pat pasirodė naudingi vertinant žemaūgės šilauogės klonų, auginamų laukuose Meine, genetinius ryšius. Bell ir kiti (2009) taip pat parodė, kad šie žymenys taip pat gali būti naudojami įvertinti erdvinę genetinę struktūrą trijuose lygiuose: nustatant klono tapatumą, tarp klonų laukuose, tarp skirtingų klonų laukų. Svarbus šio tyrimo atradimas buvo tame lygyje, kuriame nustatyta žymi erdvinė genetinė struktūra laukinės žemaūgės šilauogės laukuose. Lauko viduje klonai nebuvo organizuoti erdvėje, tačiau tarp laukų molekulinės variacijos (AMOVA) analize nustatyta žymi tarppopuliacinė diferenciacija. Nors klonų lauko viduje erdvinė struktūra atsitiktinė, apskritai individai buvo genetiškai panašesni nei klonai iš skirtingų laukų. 

2. EKSPERIMENTINĖ DALIS

2.1. Tyrimo medžiaga
Genetiniams tyrimams panaudoti jauni šilauogių lapeliai, surinkti 2010 m. liepos mėn. Vytauto Didžiojo universiteto Kauno botanikos sodo Vaccinium L. genties kolekcijoje nuo 15 šilauogių krūmų.
Tirti šie pavyzdžiai:

· Veislės: 

‘Northcountry’, ‘Blomidon’, ‘Brunswick’,‘Putte’, ‘Weymouth’, ‘Northland’,‘ Northblue’, ‘Bluetta’, ‘Aron’;
· Selekciniai numeriai: 
Nr. 11 (2.1. pav.), Nr.16 (2.2. pav.) ir Nr. 17 (2.3. pav.)
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2.1. pav. Selekcinis numeris Nr. 11                     2.2. pav. Selekcinis numeris Nr. 16
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2.3. pav. Selekcinis numeris Nr.17

· Palyginimui su tiriamomis veislėmis buvo paimti laukinių šilauogių rūšių pavyzdžiai: 
V. angustifolium (2 krūmai) , V. myrtilloides (1 krūmas).
Selekciniai numeriai Nr. 11, Nr. 16, Nr. 17 buvo išauginti iš 1991 metais iš Suomijos Žemės ūkio centro (Piikkio) parvežtų vertingomis ūkinėmis savybėmis išsiskyrusių klonų sėklų. Klonai buvo gauti iš laisvai apsidulkinusių veislės ‘Aron’ žiedų (‘Rancocas’ x (Vaccinium uliginosum L. x ‘Rancocas’)) ir žemaūgių (Vaccinium angustifolium Aiton.) šilauogių veislių mišinio (Budriūnienė ir Česonienė 2001). Iš uogų išskirtos sėklos buvo sudaigintos pagal Vaccinium L. genties sėklų daiginimo metodiką. Gauti 34 sėjinukai buvo auginami VDU kauno botanikos sodo augyne, kimininės durpės (pH 4,7) substrate. Pagal 1992–1997 metais vykdytus sėjinukų tyrimus iš 34 sėjinukų tolimesniems tyrimams buvo atrinkti 3 sėjinukai, kaip perspektyvūs auginti Lietuvos klimato sąlygomis (Budriūnienė ir Česonienė 2001 ) .
2.2. Reagentai

DNR gryninimui, polimerazinei grandininei reakcijai ir elektroforezei agarozės bei poliakrilamido geliuose naudoti reagentai nurodyti 2.1. lentelėje.

2.1. lentelė. Darbe naudotų cheminių reagentų sąrašas ir gamintojai
	Medžiagos
	Gamintojas

	DNR išskyrimo rinkinys „Genomic DNA purification Kit #KO512“ kurį sudaro: tirpalas lizei, precipitacijos (išsodinimo) buferis (10x tirpalo koncentratas), 1,2 M NaCl tirpalas;
APPD pradmenys OPA (100 pmol/ μl);

2x PCR Master Mix;

Taq DNR polimerazė;

10xPCR buferis;

5u/μl DreamTaqTM DNR polimerazė;
10xDreamtaqTM buferis;
dNTP Mix (25 mM kiekvieno);

25 mM MgCl2;
agarozė Top VisionTM LE GQ; 

10xTAE (Tris/acto/EDTA) buferis;

bromfenolio mėlis
	UAB „Fermentas“, Lietuva


	2.1. lentelė. Darbe naudotų cheminių reagentų sąrašas ir gamintojai (tęsinys)

	Medžiagos
	Gamintojas

	Gene Ruler˚TM 100 bp DNA Ladder Plus molekulinės masės žymuo;

50xTBE (Tris/Borate/EDTA) buferis;

Gene Ruler˚TM 50 bp DNA Ladder Plus molekulinės masės žymuo;
	UAB „Fermentas“, Lietuva


	Skystas azotas
	AB „Achema“

	1 M TRIS (pH=8);

 0,5 M EDTA ;

chloroformas ;

natrio acetatas;

CTAB (cetiltrimetilamonio bromidas);

 β–merkaptoetanolis;

 PVP–30 (polivinilpirolidonas);

izoamiloalkoholis (Roth, Vokietija);

5 mg/ml etidžio bromido tirpalas;

N,N’–metilbisakrilamidas;

APS (amonio persulfatas)
	„Roth“, Vokietija

	Akrilamidas;

TEMED (tetrametiletilendiaminas)
	„Alfa Aesar“, Vokietija

	96 % etanolis
	„Stumbras“, Lietuva

	DNR išskyrimo rinkinys „Zymo Research Plant/Seed DNA MiniPrepTM“, kurį sudaro: BashingBead lizės mėgintuvėliai, Zymo–spin TM IV–HCR filtrai, Zymo–spinTM IV filtrai, Zymo–spin TM IIC kolonėlės, lizės tirpalas, rišantis buferis, plovimo buferiai (pre–wash buffer, wash buffer), DNR eliucijos buferis.


	„Zymo Research“, JAV.

	RNazė A (10mg/ml)
	„Macherey–Nagel“, Vokietija

	Mikrosatelitiniai pradmenys (100 pmol/ μl);
	„biomers.net“, Vokietija

	DMSO (dimetilsulfoksidas)
	„Serva Electrophoresis GmbH“, JAV


2.3. Metodika

2.3.1. DNR gryninimas
Šiame darbe naudota DNR iš šilauogių lapelių buvo išskirta trimis metodais: organiniais tirpikliais, silikagelio kolonėlėmis, Areškevičienės (2009) modifikuotu CTAB (cetiltrimetilamonio bromido) metodu, kurį 1980 metais sukūrė M. Murray ir W. Thompson (Murray and Thompson 1980).

DNR gryninimo organiniais tirpikliais darbo etapai:
· sausi augalo lapeliai sudedami į grūstuvėlį, užpilami skystu azotu ir sutrinami iki

miltelių. 100 mg sausos medžiagos perkeliama į 1,5 ml mėgintuvėlį su 200 µl TE buferio ir 400 µl lizės tirpalo. TE buferis paruošiamas pagal 2.2. lentelę:
            2.2. lentelė: TE buferio paruošimas 

	Reikalingos medžiagos
	Tirpalo koncentracija
	Tirpalo kiekis, reikalingas 5 ml

	TRIS
	1 M
	50 µl

	EDTA
	0,5 M
	10 µl

	dH2O
	
	4,94 ml


· mėginys sumaišomas pavartant ir dedamas į termostatą, kur 15 min. inkubuojamas 65oC temperatūroje, kas 2 min. pavartant;
·  po inkubacijos, mėginiams atvėsus, atliekamas valymas chloroformu. Į mėginius pilama po 600 μl chloroformo, mėgintuvėliai pavartomi keletą kartų, kad susidarytų emulsija, tuomet centrifuguojami 2 min. 10000 x g greičiu; 
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 Mėginyje po pirmo valymo chloroformu  matomi trys sluoksniai (2.4. pav.): 1. chloroformas su įvairiomis priemaišomis (apačioje) 2. ląstelių ir augalo audinių nuolaužos. 3. vandeninis DNR tirpalas (viršutinis sluoksnis).

       2.4. pav. Mėginys po pirmo valymo chloroformu
· viršutinis vandeninis sluoksnis, kuriame yra DNR, nusiurbiamas pipete ir perpilamas į naują mėgintuvėlį. Dar kartą kartojamas valymas chloroformu – mėginys užpilamas 500 μl chloroformo tirpalo ir sumaišoma, kad susidarytų emulsija. Centrifuguojama 2 min. 10000 x g greičiu; 

· vandeninis DNR tirpalas nusiurbiamas į švarius mėgintuvėlius ir užpilamas 800 μl DNR išsodinimo (precipitacijos) tirpalo. Išsodinimo tirpalas paruošiamas 80 μl išsodinimo tirpalo sumaišant su 720 μl distiliuoto vandens. Mėgintuvėlis keletą kartų švelniai pavartomas. Centrifuguojama 2 min. 10000 x g. greičiu;
· tirpalas pašalinamas (nupilamas) nuo nuosėdų. Nuosėdos užpilamos 100 μl 1,2 M NaCl tirpalo – jame ištirpsta DNR. Mėginys 7 s centrifuguojamas 10000 x g greičiu;
· į mėginius dedama po 0,5 μl RNazės A/T1 tirpalo ir 7 s centrifuguojama. Nucentrifugavus mėginiai 30 min. laikomi +37 oC temperatūros termostate;
· į mėginį pilama 10 μl natrio acetato tirpalo išsodinimui (Natrio acetato tirpalas paruošiamas 8,1648 g natrio acetato užpilant 20 ml distiliuoto vandens). Gautas tirpalas užpilamas 350 μl šalto 96 % etanolio, mėgintuvėliai švelniai pavartomi ir 30 minučių paliekami –20 oC temperatūroje, kad išsėstų DNR;
· tuomet mėginiai centrifuguojami 3min. 10000 x g greičiu, o nuo gautų DNR nuosėdų etanolis nupilamas, užpilama 300 μl 70% etanolio (10 ml 70 % etanolio tirpalo paruošiama 7291,67 μl 96 % etanolio atskiedžiant distiliuotu vandeniu) . Kelis kartus pavartoma. Centrifuguojama 2 min. 10 000 x g greičiu; 

· etanolis nupilamas nuo gautų DNR nuosėdų ir jos visiškai išdžiovinamos 37 oC temperatūros termostate. Išdžiovinus DNR nuosėdas, mėginys užpilamas 65 μl dejonizuoto vandens arba TE buferio; 

DNR gryninimo silikagelio kolonėlėmis darbo etapai:
· naudojant skystą azotą sutrinama 150 mg augalo lapelių sutrinama;
· paruošiami Zymo–spin TM IV–HCR filtrai (žalia viršūnėle): nulaužus pagrindą, filtras dedamas į surenkamąjį mėgintuvėlį ir 3 centrifuguojama 8000 x g greičiu;
· į ZR BashingBead lizės mėgintuvėlius dedama iki 150 mg susmulkintos augalinės medžiagos ir 750 μl lizės tirpalo;
· mėginiai 10 min. lizuojami kratyklėje;
· lizės mėgintuvėliai dedami į centrifugą (Eppendorf, Vokietija) ir centrifuguojami 1 min. 10000 x g greičiu;

· iki 400 μl supernatanto pilama į Zymo–spin TM IV filtrą (oranžine viršūnėle), idėtą į surenkamąjį mėgintuvėlį ir centrifuguojama 1 min. 7000 x g greičiu;
· į filtratą pridedama 1200 μl rišančio buferio, sumaišoma;

· 800 μl gauto tirpalo perkeliama į Zymo–Spin IIC kolonėlę surenkamajame mėgintuvėlyje ir centrifuguojama 1 min. 10000 x g greičiu;

· iš surenkamojo mėgintuvėlio pašalinus filtratą, į kolonėlę dedama likę 800 μl tirpalo ir vėl centrifuguojama 1 min. 10000 x g greičiu; filtratas pašalinamas;
· kolonėlę įdėjus į naują surenkamąjį mėgintuvėlį, pilama 200 μl pirmojo plovimo DNR buferio ir centrifuguojama 1 min. 10000 x g greičiu;
· pilama 500 μl DNR plovimo buferio ir centrifuguojama 1 min. 10000 x g greičiu;

· kolonėlė perkeliama į naują 1,5 ml mėgintuvėlį ir ant kolonėlės matricos pilama 100 μl DNR eliucijos buferio; centrifuguojama 30 s 10000 x g greičiu

· išplauta DNR perkeliama į paruoštą Zymo–spin TM IV–HCR filtrą (žalia viršūnėle) 1,5 ml mėgintuvėlyje ir centrifuguojama 1 min. 8000 x g greičiu. Nufiltruota DNR jau yra tinkama PGR.
DNR gryninimo modifikuotu CTAB metodu darbo etapai:
· 100 mg lapelių sutrinama, naudojant skystą azotą, tuomet medžiaga perkeliama į 2 ml talpos mėgintuvėlius su 1 ml ekstrakcijos tirpalo (0,05 ml 0,5 M EDTA, 0,125 ml 1 M TRIS, 0,344 ml 5 M NaCl, 0,25 ml 1 % CTAB, 0,0025 ml β–merkaptoetanolio, 1,25 mg PVP,0,229 ml distiliuoto vandens). Mėginiai gerai išmaišomi ir 25 inkubuojami termostate 60oC temperatūroje;
· po inkubacijos į atvėsintus iki kambario temperatūros mėginius įpilama 1 ml chloroformo (chloroformas:izoamiloalkoholis (24:1)), mėginiai išmaišomi vartant ir 3 min. centrifuguojami 10000 x g greičiu minispin centrifuga (Eppendorf, Vokietija);

· nucentrifuguoto mėginio viršutinė vandeninė fazė perkeliama į naują 2 ml talpos mėgintuvėlį ir įpilama pusė tūrio 5 M NaCl, gerai išmaišoma ir įpilama du tūriai šalto 96 % etanolio. Mėginiai gerai išmaišomi ir 20 min. inkubuojamas –20oC temperatūroje;
· atšaldyti mėginiai 5 min. centrifuguojami 10000 x g greičiu, supernatantas pašalinamas, o nusėdusi DNR ištirpinama 300 μl dejonizuoto vandens. Į mėginius įpilama po 2,5 μl RNazės A (10 mg/ml) ir 30 inkubuojama 37 oC temperatūroje;
· po inkubacijos į mėginį pilama 300 μl chloroformo, išmaišoma ir 3 min. centrifuguojama 10000 x g greičiu. Viršutinė fazė perkeliama į naują 1,5 ml talpos mėgintuvėlį ir pridedama 1/10 tūrio 3 M natrio acetato ir 2,5 tūrio šalto 96 % etanolio. Mėginys išmaišomas ir 30 min. inkubuojamas –20oC temperatūroje;

· atšaldyti mėginiai 5 min. centrifuguojami 10000 x greičiu, supernatantas pašalinamas, o ant iškritusios į nuosėdas DNR pilama 200 μl 76% etanolio, 5 min. centrifuguojama 10000 x g greičiu. Supernatantas pašalinamas, o DNR 30 min. džiovinama kambario temperatūroje. Išdžiovinta DNR ištirpinama 100 μl dejonizuoto vandens.
Išgrynintos DNR koncentracija ir švarumas pamatuotas spektofotometru (Eppendorf BioPhotometer, Vokietija). Išmatuota DNR koncentracija svyravo nuo 9,24 ng/μl iki 46,57 ng/μl. Tolimesniems tyrimams naudota DNR, kurios švarumas buvo tarp 1,7–2.  
2.3.2. Atsitiktinai pagausintos polimorfinės DNR tyrimai
Polimerazinė grandininė reakcija

PGR reakcija vykdyta trimis skirtingomis reagentų koncentracijomis, kurios nurodytos 2.3., 2.4. ir 2.5. lentelėse. Prieš naudojimą pradmenys atskiedžiami iki 10 pmol/l koncentracijos. PGR reakcijai buvo ruošiamas 25 μl bendro tūrio mišinys. Į mėgintuvėlį vienam individui buvo dedama 21 μl pagal vieną iš minėtų lentelių paruošto mišinio ir 4 μl DNR.
                                2.3. lentelė. Amplifikacijos mišinio ruošimas
	Reagentas
	Galutinė reagento koncentracija amplifikacijos mišinyje
	Reagento kiekis  galutiniame 25 μl amplifikacijos mišinio tūryje, μl

	Taq polimerazė
	0,625 U
	12,5 (2xMix)

	dNTP (kiekvieno) 
	0,2 mM
	

	MgCl2
	2 mM
	

	vanduo
	
	6,5 

	pradmuo
	0,8 μM
	2


Šiame tyrime išbandyti dar du amplifikacijos mišiniai su 2.4. ir 2.5. lentelėse nurodytomis reagentų koncentracijomis. Nurodyti kiekiai vienai PGR reakcijai, į kurią be lentelėse nurodytų reagentų dedama 4 μl DNR.
                         2.4. lentelė. Amplifikacijos mišinio ruošimas
	Reagentas
	Galutinė reagento koncentracija amplifikacijos mišinyje
	Reagento kiekis galutiniame 25 μl amplifikacijos mišinio tūryje, μl

	d.d. H2O
	
	14,55

	Pradmuo
	0,8 μM
	2

	dNTP (kiekvieno)
	0,2 mM
	0,2

	MgCl2
	1,5 mM
	1,5

	DreamTaqTM DNR polimerazė*
	1,25 U
	0,25

	10xDreamtaqTM buferis*
	1x
	2,5


* Naudota DreamTaqTM DNR ir 10xDreamtaqTM buferis arba Taq DNR polimerazė ir 10x Taq buferis
                          2.5. lent. Amplifikacijos mišinio ruošimas
	Reagentas
	Galutinė reagento koncentracija amplifikacijos mišinyje
	Reagento kiekis galutiniame 25 μl amplifikacijos mišinio tūryje, μl

	d.d. H2O
	
	14,22

	Pradmuo
	0,88 μM
	2,21

	dNTP
	0,22 mM
	0,22

	MgCl2
	1,77 mM
	1,77

	DreamTaqTM DNR polimerazė*
	0,85 U
	0,17

	10xDreamtaqTM buferis*
	1x
	2,21


* Naudota DreamTaqTM DNR ir 10xDreamtaqTM buferis arba Taq DNR polimerazė ir 10x Taq buferis
Informacija apie naudotus pradmenis pateikta 2.6. lentelėje.

                                           2.6. lentelė: APPD analizei naudotų pradmenų sekos
	Pradmuo
	Pradmens seka

	OPA–4
	5‘ – AATCGGGCTG– 3‘

	OPA–5
	5‘ – AGGGGTCTTG – 3‘

	OPA–7
	5‘ – GAAACGGGTG– 3‘

	OPA–9
	5‘ – GGGTAACGCC – 3‘

	OPA–10
	5‘ – GTGATCGCAC – 3‘

	OPA–20
	5‘ – GTTGCGATCC– 3‘


Paruošti mėgintuvėliai su PGR reakcijos mišiniais trumpai centrifuguojami, tuomet dedami į amplifikatorių (Eppendorf Mastercycler gradient, 5331, Vokietija) ir vykdoma amplifikacija. PGR reakcijos eiga nurodyta 2.7. lentelėje.

   2.7. lentelė: PGR reakcijos eiga
	Žingsnis
	Temperatūra, ˚C
	Laikas, min

	Pirminė DNR denatūracija
	94
	4

	DNR denatūracija
	94
	1
	   44 ciklai

	Matricinės DNR ir pradmenų hibridizacija
	x
	1
	

	DNR fragmento sintezė
	72
	2
	

	Paskutinė DNR sintezės fazė
	72
	5


DNR elektroforezė agarozės gelyje

Elektroforetinis DNR fragmentų frakcionavimas leidžia nustatyti šių fragmentų dydį. Šiame darbe elektroforezė atlikta 1,4 % agarozės gelyje.

Darbo eiga:

· Pagaminamas darbinis (0,5xTAE) buferis, 100 ml 10xTAE buferio atskiedžiant distiliuotu vandeniu iki 2 litrų.

· Paruošiamas 1,4 % agarozės gelis: pasveriama 2,8 g agarozės, suberiama į kolbą, įpilama 200 ml paruošto 0,5xTAE buferio. Kaitinama mikrobangų krosnelėje kol susidaro skaidrus tirpalas. Geliui vėstant, indas su ištirpinta agaroze maišomas atsargiai, kad agarozėje nesusidarytų oro burbulai. Geliui pravėsus iki 60˚ C, įpilama 20 µl etidžio bromido tirpalo (5mg/ml). Gelis supilamas i rėmelius, įdedamos šukutės. Sustingus geliui, šukutės atsargiai ištraukiamos. Prieš suleidžiant DNR mėginius į susiformavusius šulinėlius, gelis dedamas į elektroforezės vonelę, užpildytą 0,5xTAE buferiu taip, kad šis apsemtų gelį.

· Į kiekvieną šulinėlį suleidžiama po 25 μl tiriamos medžiagos, sumaišytos su 2 μl bromfenolio mėlio. Į atskirą šulinėlį užnešama 3 μl molekulinės masės žymens. 
· Prieš paleidžiant elektros srovę per gelį, į buferį įpilamama 20 µl etidžio bromido. Leidžiant elektros srovę per gelį, DNR fragmentai juda nuo katodo link teigiamo poliaus – anodo. Elektroforezė vykdoma apie 3 val., esant 5 V/cm įtampai.    

· Gauti fragmentai buvo vizualizuojami UV šviesoje , naudojant Herolab transiliuminator ir Win 32 sistemą (Vokietija).

2.3.3. Mikrosatelitų tyrimai
Polimerazinė grandininė reakcija
PGR reakcijai su mikrosatelitiniais pradmenimis buvo naudoti tie patys reagentai kaip ir nurodyti 2.2.2. skirsnyje, tik vietoj APPD pradmenų OPA, naudoti specifiniai mikrosatelitiniai pradmenys, nurodyti 2.10.lentelėje.
Amplifikacijos mišinys buvo ruošiamas pagal Boches ir kt. (2005) (2.8. lentelė) sukurtą protokolą. Reagentų koncentracijos nurodytos 2.8. lentelėje. Pradmenys prieš naudojimą atskiesti iki 10 pmol/μl koncentracijos. Į reagentų, nurodytų 2.8. lentelėje, mišinį, buvo dedama 2,5 μl DNR tirpalo.
                          2.8. lentelė. Amplifikacijos mišinio ruošimas
	Reagentas
	Galutinė reagento koncentracija amplifikacijos mišinyje
	Reagento kiekis galutiniame 25 μl amplifikacijos mišinio tūryje, μl

	d.d. H2O
	
	16,17

	tiesioginis pradmuo
	0,3 μM
	0,75

	atvirkštinis pradmuo
	0,3 μM
	0,75

	dNTP
	0,2 mM
	0,2

	MgCl2
	2 mM
	2

	TaqTM DNR polimerazė
	0,625 U
	0,13

	10xTaqTM buferis
	1x
	2,5 


PGR reakcijai su mikrosatelitiniais pradmenimis išbandytas ir amplikacijos mišinys su 2x PCR Master Mix. Galutinės reagentų koncentracijos ir kiekiai šiame amplifikacijos mišinyje nurodyti 2.9. lentelėje. Į šį reagentų mišinį dar buvo dedama 2,5 μl DNR.
                            2.9. lentelė. Amplifikacijos mišinio ruošimas

	Reagentas
	Galutinė reagento koncentracija amplifikacijos mišinyje
	Reagento kiekis  galutiniame 25 μl amplifikacijos mišinio tūryje, μl

	Taq polimerazė
	0,587 U
	11,73 (2xMix)

	dNTP (kiekvieno) 
	0,19 mM
	

	MgCl2
	1,88 mM
	

	Vanduo
	
	9,81

	tiesioginis pradmuo
	0,19 mM
	0,48

	atvirkštinis pradmuo
	0,19 mM
	0,48


PGR reakcijai naudoti mikrosatelitiniai pradmenys pateikti 2.10. lentelėje. Šie pradmenys sukurti Boches ir kt. mokslininkų (2005) pasinaudojant išreikštų sekų žymenų bibliotekomis, kurios buvo sukonstruotos iš šaltyje aklimatizuotų ir neaklimatizuotų žiedinių pumpurų bei iš mikrosatelitais praturtintos genominės bibliotekos, sudarytos iš V. corymbosum ‘Bluecrop’ veislės DNR. 
2.10. lentelė. Mikrosatelitų analizei naudotų pradmenų sekos  ir amplifikuojami pasikartojantys motyvai
	Pradmuo
	GenBank priėjimo Nr.
	Pasikartojantis motyvas
	Pradmens seka

	CA112F
	CF810443
	(AG)7
	F: TCCACCCACTTCACAGTTCA
R: GTTTATTGGGAGGGAATTGGAAAC

	CA169F
	CF811071
	(GAT)4
	F: TAGTGGAGGGTTTTGCTTGG
R: GTTTATCGAAGCGAAGGTCAAAGA

	CA421F
	CF810704
	(CT)25
	F: TCAAATTCAAAGCTCAAAATCAA
R: GTTTAAGGATGATCCCGAAGCTCT

	CA483F
	CF810754
	(TC)8
	F: GTCTTCCTCAGGTTCGGTTG
R: GAACGGCTCCGAAGACAG

	CA794F
	CF810941
	(GA)12
	F: CGGTTGTCCCACTTCATCTT

R: GTTTGAATTTGGCTTCGGATTTC

	2.10. lentelė. Mikrosatelitų analizei naudotų pradmenų sekos  ir amplifikuojami pasikartojantys motyvai (tęsinys)

	Pradmuo
	GenBank priėjimo Nr.
	Pasikartojantis motyvas
	Pradmens seka

	NA800
	CF811589
	(TC)13
	F: CAATCCATTCCAAGCATGTG

R: GTTTCCCTAGACCAGTGCCACTTA

	NA1040
	CF811165
	(TC)11
	F: GCAACTCCCAGACTTTCTCC

R: GTTTAGTCAGCAGGGTGCACAA

	VCC_J9
	AY762683
	(TG)9(GA)23
	F: GCGAAGAACTTCCGTCAAAA

R: GTGAGGGCACAAAGCTCTC

	VCCS_10
	AY762685
	(CT)22
	F: ATTTGGTGTGAAACCCCTGA

R: GTTTGCGGCTATATCCGTGTTTGT


Paruošti mėgintuvėliai su PGR reakcijos mišiniais trumpai centrifuguojami, tuomet dedami į amplifikatorių (Eppendorf Mastercycler gradient, 5331, Vokietija) ir vykdoma amplifikacija.

Polimerazinės grandininės reakcijos eiga nurodyta 2.11. lentelėje. 

       2.11. lentelė. PGR reakcijos eiga pagal Boches ir kt.(2005)
	Žingsniai
	Temperatūra, ˚C
	Laikas

	Pirminė DNR denatūracija
	94
	3 min

	DNR denatūracija
	94
	40 s
	35 ciklai

	Matricinės DNR ir pradmenų hibridizacija
	X
	40 s
	

	DNR fragmento sintezė
	72
	40 s
	

	Paskutinė DNR sintezės fazė
	72
	30 min


Jei elektroforezė vykdoma ne iškart po PGR reakcijos, mėginiai laikomi +4 ºC (ne ilgiau kaip parą) arba –20 ºC temperatūroje (jei elektroforezė vykdoma vėliau kaip po paros).

DNR elekroforezė poliakrilamidiniame gelyje

DNR elektroforezės poliakrilamido gelyje eiga:
· Paruošiamas gelio rėmelis (stiklai 3 kartus perplaunami muilu, nupilami distiliuotu vandeniu, nuvalomi spiritu; tarp stiklų dedamos tarpinės, apačia užklijuojama lipnia juostele, kad neprabėgtų gelis)
· Pagaminamas 40 % akrilamido – N,N’–metilbisakrilamido tirpalas, kuriame galutinis šių medžiagų santykis turi būti 29:1. 75 ml tūriui akrilamido tirpalo 29 g akrilamido ir 1 g N,N’–metilbisakrilamido ištirpinama distiliuotame vandenyje. Pagamintas tirpalas nufiltruojamas per filtrinį popierių.
· Pagaminamas 10 % APS tirpalas: 10 ml šio tirpalo pagaminti 1 g amonio persulfato ištirpinama distiliuotama vandenyje.
· Paruošiamas poliakrilamido tirpalas. 12 % poliakrilamido gelis ruošiamas 2.12. lentelėje nurodytomis proporcijomis. APS tirpalas ir TEMED pilami paskutiniai prieš pat užpilant geliu stiklus, nes šios medžiagos inicijuoja polimerizaciją. Polimerizacijos reakcija sukeliama amonio persulfatu, o tetrametiletilendiaminas yra šios reakcijos katalizatorius. Supylus visas medžiagas, tirpalas gerai išmaišomas sukant indą.
                 2.12. lentelė. 12 % poliakrilamido gelio ruošimas
	Reagentas
	Reagento kiekis, reikalingas pagaminti 50 ml 12 % poliakrilamido gelio

	Distiliuotas vanduo
	34 ml

	50xTAE buferis
	0,5 ml

	40 % akrilamidas
	15 ml

	10 % APS
	0,5 ml

	TEMED
	41,5 μl


· Paruoštas gelis supilamas tarp stiklų, įdedamos šukutės. Gelis paliekamas polimerizuotis. Sustingus geliui, šukutės išimamos.
· Paruošiamas darbinis 1xTAE buferis: 20 ml 50xTAE buferio praskiedžiama 980 ml distiliuoto vandens, išmaišoma. Rezervuaras užpildomas elektroforezes buferiu. Buferis turi pripildyti gelyje esančius šulinėlius (viršutinėje talpykloje) ir skalauti gelio apačią (apatinėje talpykloje). 
· Į poliakrilamido gelio šulinėlius pilami PGR produktai, sumaišyti su bromfenolio mėliu. Į atskirus šulinėlius užnešama molekulis žymuo, pagal kurį bus nustatomas tiriamų DNR fragmentų dydis.
· Paleidžiama preelektroforezė – nustatoma 120 V įtampa. Šis etapas trunka apie 15 min. , kol pavyzdžiai patenka į gelį.
· Elektroforezė vykdoma apie 6 val esant 200 V įtampai.

· Po elektroforezės gelis dažomas 0,5 μg/ml koncentracijos etidžio bromido tirpale. Šiam tirpalui pagaminti 100 μl 5 mg/ml koncentracijos etidžio bromidas atskiedžiamas 1 litru distiliuoto vandens. Paruoštas tirpalas supilamas į plastmasinę vonelę, kurioje apie 15 min mirkomas gelis.
· Gauti fragmentai buvo vizualizuojami UV šviesoje , naudojant Herolab transiliuminator ir Win 32 sistemą (Vokietija).

2.3.4. Duomenų vertinimas
Pagal elektroforezės fotografijas įvertinti DNR fragmentų dydžiai, pagausinti PGR reakcijos metu su APPD ir mikrosatelitiniais pradmenimis. DNR fragmento buvimas ar nebuvimas individo DNR amplifikacijos spektre vertintas atitinkamai 1 ir 0. Fragmentai su tuo pačiu mobiliškumu vertinti kaip identiški DNR fragmentai (Williams et al. 1990). APPD fragmentai esantys žemiau 100 bp ir aukščiau 3000 bp nebuvo vertinami, nes tai gali būti nebaigti sintetinti PGR produktai. APPD fragmentų dydžiams nustatyti buvo naudojamas molekulinės masės žymuo Gene RulerTM DNA Ladder Plus 100 bp. Alelių, pagausintų naudojant mikrosatelitinius pradmenis, dydžiui nustatyti naudotas molekulinės masės žymuo Gene Ruler˚TM 50 bp DNA Ladder Plus. Taip sudaryta binarinių požymių matrica. Genotipų palyginimas atliktas kompiuterinę programą TREECON, pritaikytą Windows aplinkai (Van de Peer and De Wachter 1994). Genetinis atstumas, D, apskaičiuotas pagal Nei ir Li formulę (1979):

D=1 – SC=1 – 2NAB /(NA+NB),

kur SC – panašumo koeficientas, NA – DNR juostų skaičius A individe, NB – DNR juostų skaičius B individe, NAB – DNR juostų, bendrų A ir B individams, skaičius.

Pagal apskaičiuotus genetinius atstumus UPGMA metodu nubraižyta analizuojamų individų giminingumo dendrograma.

3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS
3.1. Atsitiktinai pagausintos polimorfinės DNR analizė
PGR reakcijos sąlygų optimizavimas. Su 15 šilauogių pavydžių buvo patikrinti 7 APPD pradmenys. PGR reakcijos sąlygoms optimizuoti buvo naudojami OPA–5 ir OPA–7 pradmenys, nes šiuos pradmenis šilauogių veislėms identifikuoti naudojo Giongio ir kt. (2006).

PGR reakcijai su OPA–5 ir OPA–7 pradmenimis panaudojus 2x PCR Master Mix (2.3. lentelė.), tirtų šilauogių DNR, išskirtos organiniais tirpikliais, pagausinti nepavyko. Padidinus Taq polimerazės koncentraciją (nuo 0,625 U iki 1,25 U galutiniame reakcijos mišinyje) ir sumažinus magnio chlorido koncentraciją (nuo 2 mM iki 1,5 mM galutiniame reakcijos mišinyje) (2.4. lentelė) su OPA–5 pradmeniu gautas tik 1 fragmentas. Su tomis pačiomis reagentų koncentracijomis (2.4. lentelė) OPA–7 pradmuo fragmentų nepagausino. Naudojant tas pačias reagentų koncentracijas (2.4. lentelė), tačiau Taq polimerazę pakeitus DreamTaq polimeraze, gauti 3 fragmentai su OPA–5 pradmeniu (3.1. pav.) ir 6 fragmentai su OPA–7 pradmeniu. Galutiniame reakcijos mišinyje padidinus nukleotidų (nuo 0,2 mM iki 0,22 mM), magnio chlorido (nuo 1,5 iki 1,77 mM) ir pradmenų (nuo 0,8 μM iki 0,88 μM ) koncentracijas bei sumažinus Taq polimerazės koncentraciją (nuo 1,25 U iki 0,85 U) (2.5. lent.) su OPA–5 pradmeniu fragmentų negauta. 

Vėliau APPD analizei buvo naudota DNR, išskirta silikagelio kolonėlėmis ir modifikuotu CTAB metodu. Patikrintos tos pačios reagentų koncentracijos ir polimerazės tipai kaip ir analizėje, atliktoje su DNR, išskirta organiniais tirpikliais. Su OPA–5 pradmeniu nei silikagelio kolonėlėmis nei modifikuotu CTAB metodu išskirta šilauogių DNR nebuvo pagausinta, PGR reakcijai naudojant 2x PCR Master Mix. Tiriamų šilauogių DNR pagausinimui su OPA–5 ir OPA–7 pradmenimis naudojant 2.4. lentelėje nurodytas reagentų koncentracijas, Taq DNR polimerazė fragmentų nepagausino, o DreamTaq – pagausino 4 fragmentus tiriamoje DNR, išskirtoje silikagelio kolonėlėmis ir nei vieno fragmento nepagausino tiriamoje DNR, išgrynintoje modifikuotu CTAB metodu, panaudojus OPA–5 pradmenį (3.1. pav.). 
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3.1. pav. DNR pagausinimo spektras, gautas naudojant OPA5 pradmenį ir 2.4. lentelėje nurodytas reagentų koncentracijas (naudota DreamTag DNR polimerazė). Paveikslo šonuose nurodyta fragmentų molekulinė masė,bp. Paveikslo viršuje skaičiais sužymėti tirtų individų numeriai, raide K – neigiama kontrolė, raide M – molekulinės masės žymuo. Skliausteliuose šalia individų numerių nurodytas DNR gryninimo metodas (a – organiniais tirpikliais, b – silikagelio kolonėlėmis, c – modifikuotu CTAB metodu).

Naudojant pradmenį OPA–7 gauti 7 fragmentai gausinant silikagelio kolonėlėmis išskirtą DNR ir 6 fragmentai gausinant modifikuotu CTAB metodu išgrynintą DNR. Padidinus nukleotidų ir magnio chlorido koncentracijas (2.5. lentelė) gautas 1 fragmentas su OPA–5 pradmeniu, naudojant DNR išgrynintą silikagelio kolonėlėmis, ir 1 fragmentas naudojant modifikuotu CTAB metodu išgrynintą DNR. 

Siekiant aptikti daugiau fragmentų buvo gradientiškai mažinama pradmenų prikibimo temperatūra 5(C ribose. Tačiau fragmentų kiekis nekito.
Daugiausia fragmentų gauta analizei naudojant DNR išskirtą silikagelio kolonėlėmis. Vykdant PGR reakciją su 2x PCR Master Mix, nei vienu metodu išskirta DNR nebuvo pagausinta. Geriausi rezultatai gauti fragmentų pagausinimui naudojant 2.4. lentelėje nurodytas reagentų koncentracijas. Taq DNR polimerazę pakeitus DreamTaq DNR polimeraze gauta daugiau fragmentų.

Atlikus APPD analizę su OPA–4, OPA–9, OPA–10 ir OPA–17 pradmenimis, paaiškėjo, kad pradmenys OPA–4 ir OPA–9 pagausina monomorfinius DNR fragmentus (3.1.2. pav.). Naudojant pradmenį OPA–10 gautas tik 1 fragmentas, o naudojant OPA–17 ir OPA–20 – fragmentų negauta. 
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3.2. pav. DNR pagausinimo spektras, gautas naudojant OPA–9 pradmenį 2.4. lentelėje nurodytas reagentų koncentracijas. Paveikslo viršuje skaičiais nurodyti tirtų individų numeriai, raide K – neigiama kontrolė, raide M – molekulinės masės žymuo. Paveikslo šonuose nurodyta fragmentų molekulinė masė, bp.
3.2. Mikrosatelitų analizė
PGR reakcijos sąlygų optimizavimas. Mikrosatelitų analizei buvo naudota šilauogių DNR, išgryninta silikagelio kolonėlėmis. Siekiant optimizuoti PGR sąlygas, reakcija su mikrosatelitiniais pradmenimis vykdyta skirtingomis sąlygomis. Optimizuojant sąlygas, fragmentai buvo skirstomi taip pat kaip ir vykdant APPD analizę – 1,4 % agarozės gelyje (2.2.4. skirsnis). PGR reakcijai panaudojus reagentų koncentracijas, nurodytas Boches ir kt. (2005) straipsnyje (2.8. lentelė.), fragmentų negauta. Tuomet pabandėme fragmentus pagausinti, naudojant 2x PCR Master Mix (2.9. lentelė). Taip galutiniame reakcijos mišinyje buvo sumažinta nukleotidų koncentracija (nuo 0,2 mM iki 0,19 mM), magnio chlorido (nuo 2 mM iki 1,88 mM) pradmenų (nuo 0,3 μM iki 0,19 μM ) bei Taq polimerazės (nuo 0,625 U iki 0,587 U) koncentracijos. Naudojant šį amplifikacijos mišinį su pradmenimis, pagausinančiais po vieną lokusą, agarozės gelio takeliuose gauta po 1 fragmentą. Siekiant gauti intensyvesnius fragmentus, keista pradmenų prikibimo temperatūra 10˚C ribose. Temperatūra buvo gradientiškai didinama ir mažinama 5˚C intervale. Tačiau fragmentų intensyvumas nekito. Vėliau pamėginome padidinti magnio chlorido koncentraciją 1,1 mM galutiniame reakcijos mišinyje. Kitu atveju į reakcijos mišinį pridėjome DMSO (dimetilsulfoksido) (5 % galutinio tūrio). Tačiau ir šiais būdais nebuvo gauti intensyvesni fragmentai.
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3.3. pav. DNR pagausinimo spektras, gautas naudojant NA800 (keletą lokusų pagausinantis pradmuo) pradmenį. Paveikslo viršuje skaičiais sužymėti tirtų individų numeriai (su „+“ ženklu – reakcijos mišinyje yra DMSO, be – nėra DMSO), raide M – molekulinės masės žymuo, raide K – neigiama kontrolė. Paveikslo šonuose nurodyta DNR fragmentų molekulinė masė, bp.

Optimizavus reakcijos sąlygas, pagausinimas su 9 mikrosatelitiniais pradmenimis vykdytas 2.9. lentelėje nurodytomis reagentų koncentracijomis, o fragmentai išskirstomi poliakrilamido gelyje.
Iš viso su 9 mikrosatelitiniais pradmenimis (VCC_J9, CA112F, NA800, NA1040, CA483, CA794, CA421F, CA169F ir VCC_S10) gauti 72 skirtingi aleliai: nuo 4 iki 13 alelių per pradmenį. Amplifikacijai panaudojus 7 pradmenis, pagausinančius po 1 lokusą, vidutiniškai gauta po 6 alelius. Šiame tyrime panaudotos ir 2 daugialokusinių pradmenų poros VCC_S10 ir NA800: su šiais pradmenimis gautas alelių skaičius 12 ir 13 atitinkamai. Boches ir kt. (2005), ištyrę 12 aukštosios šilauogės pavyzdžių (11 veislių ir 1 laukinę V. corymbosum) su vieną lokusą pagausinančiais pradmenimis (be mūsų tyrime naudotų pradmenų mokslininkai panaudojo ir šiuos: CA23F, CA169R, CA236F, CA344F, CA787F, CA855F, CA94F, NA41, NA398, NA741, NA961, VCC_B3, VCC_H9, VCC_I2, VCC_I8, VCC_J3, VCC_J5, VCC_K4 ), gavo nuo 2 iki 15 alelių lokuse (vidutiniškai 8,16). Šių mokslininkų tyrime panaudojus penkis daugialokusinius pradmenis (CA642F, NA800, VCC_J1 ir VCC_S10) gauta nuo 8 iki 31 alelio. 


[image: image7.emf]
3.4. pav. DNR pagausinimo spektras, gautas naudojant VCC_S10 pradmenį. Paveikslo viršuje skaičiais sužymėti tirtų individų numeriai., raide M – molekulinės masės žymuo. Paveikslo šonuose nurodyta DNR fragmentų molekulinė masė, bp.
Su kiekviena pradmenų pora mūsų tyrime gauti fragmentai skirtinguose pavyzdžiuose nurodyti 3.1 – 3.9. lentelėse. 
Pradmuo VCC_J9 generavo 5 skirtingus alelius. Aptiktų skirtingų alelių skaičius lokuse kito nuo 1 iki 4 veislėse ir nuo 1 iki 3 selekciniuose numeriuose, o laukiniuose pavyzdžiuose nustatyta po 1 alelį. Alelių dydis svyravo nuo 140 bp iki 170 bp. Veislėje ‘Putte’ nustatytas vienas unikalus alelis (150 bp). Palyginimui, Boches ir kt. (2005), panaudoję šią pradmenų porą ištirti 12 V. corymbosum pavyzdžių, gavo dešimt 100 – 200 bp dydžio alelių. 

Šilauogių, įvertintų pagal VCC_J9 pradmenį, UPGMA dendrogramoje (1 priedas), visi tirti selekciniai numeriai pateko į vieną klasterį. Selekciniai numeriai Nr. 11 ir Nr. 17 bei veislė ‘Northland’ turi identiškus genospaudžius ir patenka į kitą subklasterį nei Nr. 16., kuris genetiškai artimiausias veislėms ‘Northblue’ ir ‘Bluetta’. Veislė ‘Aron’, iš kurios yra kilę šie selekciniai numeriai, patenka į atskirą klasterį, o genetinis atstumas tarp veislių ‘Aron’ ir ‘Northcountry’ lygus 0 (1 priedas).
                            3.1. lentelė. Pradmens VCC_J9 rezultatai
	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	1
	160
	–

	‘Blomidon’
	1
	160
	 

	‘Brunswick’
	1
	160
	–

	‘Putte’
	4
	140–170
	1 (150bp)

	‘Weymouth’
	2
	160–170
	–


      3.1. lentelė. Pradmens VCC_J9 rezultatai (tęsinys)

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northland’
	1
	165
	–

	‘Northblue’
	2
	160–165
	–

	‘Bluetta’
	2
	160–165
	–

	‘Aron’
	1
	160
	–

	V. angustifolium (1)
	1
	160
	–

	V. angustifolium (2)
	1
	160
	–

	V. myrtilloides
	1
	160
	–

	Nr. 11
	1
	165
	–

	Nr. 17
	1
	165
	–

	Nr. 16
	3
	140–165
	–

	Iš viso:
	5
	140–170
	1


Su pradmeniu CA112F gauti 4 skirtingi aleliai. Aptiktų skirtingų alelių skaičius lokuse svyravo nuo 1 iki 3 veislėse ir nuo 1 iki 2 selekciniuose numeriuose bei laukiniuose pavyzdžiuose. Gauti 145–185 bp dydžio fragmentai. Nenustatytas nei vienas unikalus alelis. Su šiuo pradmeniu gauta mažiausiai specifinių spektrų (toks pat skaičius kaip ir su CA169F pradmeniu) (2 priedas). Boches ir kt. (2005) su šiuo pradmeniu gavo penkis 140 – 200 bp dydžio fragmentus. Mūsų darbe nustatytų alelių dydis patenka į Boches ir kt. (2005) gautų alelių dydžių intervalą.
Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA112F pradmenį, UPGMA dendrogramoje (2 priedas) visi selekciniai numeriai patenka į vieną klasterį. Išanalizavus alelius, aptiktus naudojant pradmenį CA112F, nustatyta, kad selekciniai numeriai Nr. 11 ir Nr. 17 bei veislė ‘Brunswick’ bei V. angustifolium pavyzdys turi identiškus genospaudžius ir patenka į vieną subklasterį. Selekcinio numerio Nr. 16 bei veislių ‘Northcountry’ ir ‘Bluetta’ spektrai, gauti naudojant CA112F pradmenį, taip pat sutampa. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA112F pradmenį, UPGMA dendrogramoje veislė ‘Aron’ nepatenka į bendrą klasterį su selekciniais numeriais (2 priedas).
       3.2. lentelė. Pradmens CA112F rezultatai

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	2
	145–185
	–

	‘Blomidon’
	2
	150–185
	–

	‘Brunswick’
	1
	145
	–

	‘Putte’
	3
	145–185
	–

	‘Weymouth’
	3
	145–185
	–

	‘Northland’
	2
	145–160
	–

	‘Northblue’
	2
	145–160
	–


                            3.2. lentelė. Pradmens CA112F rezultatai (tęsinys)

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Bluetta’
	2
	145–185
	–

	‘Aron’
	1
	150
	–

	V. angustifolium (1)
	1
	160
	–

	V. angustifolium (2)
	1
	145
	–

	V. myrtilloides
	2
	150–185
	–

	Nr. 11
	1
	145
	–

	Nr. 17
	1
	145
	–

	Nr. 16
	2
	145–185
	–

	Iš viso:
	4
	145–185
	–


Mikrosatelitinių lokusų amplifikacijai panaudojus NA800 pradmenį, gauta 13 skirtingų DNR fragmentų, kurių dydis kito nuo 175 bp iki 275 bp. Aptiktų skirtingų alelių skaičius pavyzdyje svyravo nuo 1 iki 5 tirtose veislėse, nuo 3 iki 5 selekciniuose numeriuose ir nuo 2 iki 4 laukiniuose pavyzdžiuose. Nustatytas vienas selekciniam numeriui Nr. 16 specifinis 175 bp fragmentas, kuris nebuvo nustatytas nei viename kitame pavyzdyje. Boches ir kt. (2005), panaudoję NA800 pradmenų porą, nustatė 31 skirtingą alelį. Šių alelių dydis kito 230 – 290 bp ribose. Mūsų darbe buvo nustatyta ir mažesnių nei 230 bp alelių. 
Tirtų genotipų, įvertintų pagal NA800 pradmenį, dendrogramoje (3 priedas), visi selekciniai numeriai pateko į vieną klasterį. Selekcinis numeris Nr. 11 genetiškai artimiausias su Nr. 16 ir sudaro atskirą subklasterį su V. myrtilloides, o selekcinis numeris Nr. 17 sudaro atskirą subklasterį su ‘Northblue’, ‘Bluetta’, ‘Northcountry’ ir ‘Putte’ veislėmis. Veislė ‘Aron’ nepatenka į bendrą klasterį su selekciniais numeriais (3 priedas).
                              3.3. lentelė. Pradmens NA800 rezultatai

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	4
	200–270
	–

	‘Blomidon’
	2
	215–240
	–

	‘Brunswick’
	1
	225
	–

	‘Putte’
	4
	185–250
	–

	‘Weymouth’
	3
	200–240
	–

	‘Northland’
	3
	205–275
	–

	‘Northblue’
	5
	185–270
	–

	‘Bluetta’
	5
	185–270
	–

	‘Aron’
	2
	215–275
	–

	V. angustifolium (1)
	2
	225–245
	–


                3.3. lentelė. Pradmens NA800 rezultatai (tęsinys)
	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	V. angustifolium (2)
	4
	195–250
	–

	V. myrtilloides
	2
	200–245
	–

	Nr. 11
	5
	195–245
	–

	Nr. 17
	3
	205–250
	–

	Nr. 16
	5
	175–275
	1 (175 bp)

	Iš viso:
	13
	175–275
	1


Panaudojus pradmenį NA1040 gauti 6 skirtingi 175 bp – 250 bp dydžio DNR fragmentai. Aptiktų skirtingų alelių skaičius lokuse kito nuo 1 iki 3 tirtose veislėse ir selekciniuose numeriuose bei nuo 1 iki 2 laukiniuose pavyzdžiuose. Nustatytas veislei ‘Northcountry’ specifinis 185 bp dydžio alelis. Boches ir kt. (2005) tyrime su šia pradmenų pora gauta penkiolika 180 bp – 270 bp dydžio alelių. Mes nustatėme ir mažesnį 175 bp alelį.
Tirtų genotipų, įvertintų pagal pradmenį NA1040, dendrogramoje (4 priedas) selekcinis numeris Nr. 17 yra atskirame klasteryje nei Nr. 11 ir Nr. 16. Selekciniai numeriai Nr. 17 ir Nr. 11 sudaro atskirus subklasterius. Nr. 17 ir veislės ‘Putte’, ‘Northland’ bei ‘Northblue’ turi identiškumas genospaudžius (4 priedas). Selekcinis numeris Nr. 16 genetiškai artimiausias veislei ‘Bluetta’. Selekcinis numeris Nr. 11 pagal šį pradmenį genetiškai panašiausias su ‘Blomidon’ ir ‘Aron’ veislėmis bei V. angustifolium pavyzdžiu (4 priedas). 
       3.4. lentelė. Pradmens NA1040 rezultatai
	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	3
	180–250
	1 (185 bp)

	‘Blomidon’
	1
	190
	–

	‘Brunswick’
	1
	175
	–

	‘Putte’
	1
	180
	–

	‘Weymouth’
	2
	180–225
	–

	‘Northland’
	1
	180
	–

	‘Northblue’
	1
	180
	–

	‘Bluetta’
	2
	180–190
	–

	‘Aron’
	1
	190
	–

	V. angustifolium (1)
	1
	190
	–

	V. angustifolium (2)
	1
	175
	–

	V. myrtilloides
	2
	180–225
	–

	Nr. 11
	2
	185–190
	–

	Nr. 17
	1
	180
	–

	Nr. 16
	3
	180–250
	–

	Iš viso:
	6
	175–250
	1


Su CA483 pradmeniu gauti 8 skirtingi 290 bp – 360 bp dydžio aleliai. Aptiktų skirtingų alelių skaičius lokuse kito nuo 1 iki 3 veislėse ir laukiniuose pavyzdžiuose bei nuo 1 iki 2 tirtuose selekciniuose numeriuose. Su šiuo pradmeniu nustatyti trys unikalūs aleliai: du (305 bp ir 350 bp) laukiniame V. angustifolium pavyzdyje ir vienas (290 bp) selekciniame numeryje Nr. 16. Veislėje ‘Northland’ alelių negauta. Boches ir kt. (2005) gavo devynis 300 bp – 370 bp dydžio alelius. Mes nustatėme ir mažesnį 290 bp alelį.
Šilauogių, įvertintų pagal CA483 pradmenį, dendrogramoje ‘Aron’ nepatenka į bendrą klasterį su selekciniais numeriais (5 priedas). Selekcinis numeris Nr. 11 genetiškai artimiausias selekciniam numeriui Nr. 17. Nr. 16 atsiskyrė nuo visų kitų tirtų individų (5 priedas).

         3.5. lentelė. Pradmens CA483 rezultatai
	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	1
	330
	–

	‘Blomidon’
	1
	310
	–

	‘Brunswick’
	2
	325–360
	–

	‘Putte’
	3
	310–340
	–

	‘Weymouth’
	2
	330–360
	–

	‘Northland’
	–
	–
	–

	‘Northblue’
	1
	325
	–

	‘Bluetta’
	1
	330
	–

	‘Aron’
	1
	325
	–

	V. angustifolium (1)
	3
	305–350
	2 (305 bp ir 350 bp)

	V. angustifolium (2)
	2
	325–340
	–

	V. myrtilloides
	1
	325
	–

	Nr. 11
	1
	340
	–

	Nr. 17
	2
	330–340
	–

	Nr. 16
	1
	290
	1 (290 bp)

	Iš viso:
	8
	290–360
	3


Su CA794F pradmeniu gauti devyni 210 bp – 280 bp ilgio fragmentai. Aptiktų skirtingų alelių skaičius lokuse kito nuo 1 iki 4 veislėse, o selekciniuose numeriuose ir laukiniuose pavyzdžiuose – nuo 1 iki 2. Pradmuo CA794F pagausino du veislei ‘Weymouth’ specifinius alelius – 210 bp ir 235 bp dydžio. Boches ir kt. (2005), pagausinę V. corymbosum pavyzdžių DNR, naudodami šią pradmenų porą, gavo dešimt alelių, kurių dydis kito 220 bp – 290 bp ribose. Mes nustatėme ir mažesnį 210 bp dydžio alelį. 

Šilauogių, įvertintų pagal 794 pradmenį, dendrogramoje (6 priedas) selekciniai numeriai Nr. 11 ir Nr. 17 patenka į vieną klasterį, o Nr. 16 – į kitą. Veislės ‘Aron’ ir selekcinio numerio Nr. 11 aleliai, gauti amplifikacijai panaudojus CA794 pradmenį, sutampa. Šie pavyzdžiai patenka į bendrą klasterį su ‘Northcountry’, ‘Putte’ ir Nr. 17(6 priedas). 

       3.6. lentelė. CA794F pradmens rezultatai
	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	2
	230–270
	–

	‘Blomidon’
	2
	225–245
	–

	‘Brunswick’
	1
	225
	–

	‘Putte’
	2
	230–280
	–

	‘Weymouth’
	4
	210–270
	2 (210 bp ir 235 bp)

	‘Northland’
	2
	225–240
	–

	‘Northblue’
	2
	225–240
	–

	‘Bluetta’
	1
	245
	–

	‘Aron’
	1
	230
	–

	V. angustifolium (1)
	2
	225–255
	–

	V. angustifolium (2)
	1
	240
	–

	V. myrtilloides
	1
	255
	–

	Nr. 11
	1
	230
	–

	Nr. 17
	2
	230–280
	–

	Nr. 16
	1
	240
	–

	Iš viso:
	9
	210–280
	2


Mikrosatelitiniam lokusui amplifikuoti panaudojus CA421F pradmenį, gauta 9 skirtingi aleliai, kurių dydis svyravo nuo 165 iki 230 bp. Aptiktų skirtingų alelių skaičius lokuse kito nuo 1 iki 4 veislėse, nuo 2 iki 3 selekciniuose numeriuose ir nuo 1 iki 3 laukiniuose pavyzdžiuose. Nustatyti du veislėms specifiniai aleliai. 165 bp dydžio alelis būdingas veislei ‘Northcountry’, 230 bp dydžio alelis – ‘Weymouth’. Boches ir kt. (2005) su šia pradmenų pora gavo keturiolika 180 bp – 250 bp dydžio alelių Mes aptikome ir mažesnių alelių, kurie nepatenka į Boches ir kt. (2005) nurodytą intervalą.
Pagal duomenis, gautus amplifikacijai PGR reakcijos metu naudojant CA421F pradmenį, nubraižytoje UPGMA dendrogramoje (7 priedas) visi selekciniai numeriai yra viename klasteryje, tačiau sudaro skirtingus subklasterius. Selekcinis numeris Nr. 11 patenka į subklasterį su ‘Northblue’, ‘Aron’ bei ‘Northland’. Selekcinis numeris Nr. 16 genetiškai artimesnis ‘Putte’ veislei ir vienam iš V. angustifolium pavyzdžių nei kitoms tirtoms šilauogėms. Selekcinis numeris Nr. 17 genetiškai panašiausias su veisle ‘Weymouth’ (7 priedas). ‘Northcountry’ atsiskyrė nuo kitų tirtų pavyzdžių.
                               3.7. lentelė. CA421F pradmens rezultatai

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis, bp
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius ir dydis, bp

	‘Northcountry’
	1
	165
	1 (165 bp)

	‘Blomidon’
	1
	180
	–

	‘Brunswick’
	1
	190
	–

	‘Putte’
	2
	175–190
	–

	‘Weymouth’
	4
	175–230
	1 (230 bp)

	‘Northland’
	1
	185
	–

	‘Northblue’
	2
	175–185
	–

	‘Bluetta’
	2
	180–215
	        –

	‘Aron’
	1
	185
	        –

	V. angustifolium (1)
	3
	175–190
	        –

	V. angustifolium (2)
	2
	185–215
	        –

	V. myrtilloides
	1
	180
	        –

	Nr. 11
	2
	185–200
	        –

	Nr. 17
	3
	175–220
	        –

	Nr. 16
	3
	175–215
	        –

	Iš viso:
	9
	165–230
	2


Naudojant pradmenį CA169F tirtose veislėse ir selekciniuose numeriuose pagausinta nuo 1 iki 2 skirtingų alelių lokuse. Laukiniuose pavyzdžiuose aptikta po vieną alelį. Alelių dydis kito nuo 120 bp iki 140 bp. Iš viso pagausinti 5 skirtingo dydžio DNR fragmentai, iš kurių du yra veislei specifiniai: 130 bp alelį turi tik ‘Blomidon’, 140 bp dydžio alelį – tik ‘Putte’. Veislėje ‘Aron’ su šiuo pradmeniu alelių neaptikta. Naudojant CA169F pradmenį gauta mažiausiai specifinių spektrų (8 priedas). Palyginimui, Boches ir kt. (2005), alelių pagausinimui panaudoję tą pačią pradmenų porą, gavo penkis 109 – 130 bp dydžio DNR fragmentus. Skirtingai nei Boches ir kt. (2005), mūsų tyrimo metu, naudojant pradmenį CA169F, nustatyta ir didesnių nei 130 bp dydžio alelių.
Tirtų šilauogių genotipų, įvertintų pagal CA169F pradmenį, dendrogramoje (8 priedas) visi selekciniai numeriai pateko į bendrą klasterį. Nr. 16 ir Nr. 17 yra viename subklasteryje, o Nr. 11 – kitame. Veislė ‘Aron’ į šį klasterį nepatenka (8 priedas).
       3.8. lentelė. CA169F pradmens rezultatai
	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis, bp
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius ir dydis, bp

	‘Northcountry’
	1
	120
	

	‘Blomidon’
	2
	120–130
	1 (130 bp)

	‘Brunswick’
	1
	120
	–


                            3.8. lentelė. CA169F pradmens rezultatai (tęsinys)

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis, bp
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius ir dydis, bp

	‘Putte’
	2
	125–140
	1 (140 bp)

	‘Weymouth’
	1
	135
	–

	‘Northland’
	1
	120
	–

	‘Northblue’
	2
	125–135
	–

	‘Bluetta’
	1
	135
	–

	‘Aron’
	–
	–
	–

	V. angustifolium (1)
	1
	135
	–

	V. angustifolium (2)
	1
	125
	–

	V. myrtilloides
	1
	125
	–

	Nr. 11
	1
	125
	–

	Nr. 17
	2
	125–135
	–

	Nr. 16
	1
	135
	–

	Iš viso:
	5
	120–140
	1


PGR reakcijai panaudojus VCC_S10 pradmenį, buvo pagausinti 12 skirtingų alelių, kurių dydis kito 195 bp – 280 bp ribose. Kiekviena veislė turėjo nuo 1 iki 3 skirtingų alelių, selekciniai numeriai –  nuo 1 iki 4, laukiniai pavyzdžiai – nuo 2 iki 4 skirtingų alelių. ‘Putte’ ir ‘Weymouth’ veislėse nustatyta po vieną specifinį alelį, kurių dydis 270 bp ir 245 bp atitinkamai. Veislėje ‘Northland’ su šiuo pradmeniu alelių neapikta. Naudojant šį pradmenį, 9 sodinės šilauogės veislės, 3 selekciniai numeriai ir 3 laukiniai pavyzdžiai aiškiai atsiskyrė pagal specifinius spektrus (genospaudžius) (9 priedas). Boches ir kt. (2005) tyrime tas pats pradmuo pagausino dvidešimt devynis 200 bp – 300 bp dydžio alelius. Visi mūsų tyrimo metu nustatyti aleliai patenka į šį intervalą, išskyrus vieną 195 bp dydžio alelį.
Tirtų šilauogių genotipų, įvertintų pagal VCC_S10 pradmenį, dendrogramoje (9 priedas)  selekcinis numeriai Nr. 17 ir 16 yra viename klasteryje su ‘Aron’, o Nr. 11 sudaro atskirą klasterį ‘Brunswick’.
           3.9. lentelė. VCC_S10 pradmens rezultatai

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northcountry’
	3
	195–260
	–

	‘Blomidon’
	2
	215–235
	–

	‘Brunswick’
	2
	220–240
	–

	‘Putte’
	1
	270
	1 (270 bp)

	‘Weymouth’
	2
	205–245
	1 (245 bp)


          3.9. lentelė. VCC_S10 pradmens rezultatai (tęsinys)

	Pavyzdys
	Alelių skaičius
	Alelių dydis
	Pavyzdžiui specifinių alelių skaičius

	‘Northland’
	–
	–
	–

	‘Northblue’
	3
	215–255
	–

	‘Bluetta’
	3
	235–280
	–

	‘Aron’
	1
	235
	–

	V. angustifolium (1)
	4
	220–280
	–

	V. angustifolium (2)
	2
	225–255
	–

	V. myrtilloides
	2
	225–260
	–

	Nr. 11
	1
	240
	–

	Nr. 17
	3
	195–260
	–

	Nr. 16
	4
	205–260
	–

	Iš viso:
	12
	195–280
	2


Apibendrinant, nustatyta, kad mūsų tyrime daugiausia unikalių alelių pagausino pradmuo CA483 (3.10. lent.). Nei vieno unikalaus alelio negauta PGR reakcijoje naudojant CA112 pradmenį. Ištyrus penkiolika šilauogių pavyzdžių su devyniais pradmenimis, daugiausia unikalių alelių alelių nustatyta veislėje ‘Weymouth’(3.8. paveiksle parodytas unikalus 165 bp dydžio ‘Weymouth’ alelis gautas su CA421F pradmeniu), viename V. angustifolium pavyzdyyje aptikti 2 unikalūs aleliai, o ‘Brunswick’, ‘Nothblue’, ‘Bluetta’, V. myrtilloides ir kitame V. angustifolium pavyzdyje unikalių alelių nenustatyta (3.10 lent.). Selekciniame numeryje Nr. 16 aptikti 2 unikalūs aleliai, o selekciniuose numeriuose Nr. 11 ir Nr. 17 su naudotais pradmenimis nebuvo pagausinta unikalių alelių. Veislėje ‘Northland’ su CA483F pradmeniu, o veislėje ‘Aron’ su pradmeniu CA169F neaptiktas nei vienas alelis (3.10 lentelė).
      3.10. lentelė. Pagausinti unikalūs aleliai
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3.8. pav. DNR pagausinimo spektras, gautas naudojant CA421F pradmenį. Viršuje skaičiais sužymėti tirtų individų numeriai, M raide – molekulinės masės žymuo (šiuose takeliuose nurodytas fragmentų dydis, bp). Rodyklėmis nurodyti unikalūs fragmentai.
Dendrogramose, sudarytose įvertinus tirtas šilauoges pagal VCC_J9, CA112F, NA800, CA483 ir CA169F pradmenis, veislė ‘Aron’ pateko į skirtingus klasterius nei iš jos išvesti selekciniai numeriai. Selekcinis numeris Nr. 11 pateko į bendrą subklasterį su ‘Aron’ dendrogramose, sudarytose įvertinus šilauogių pavyzdžius pagal NA1040, CA421F pradmenis ir turėjo vienodus alelių spektrus įvertinus pagal CA794 pradmenį. Selekcinis numeris Nr. 17 pateko į bendrą subklasterį su ‘Aron’ dendrogramoje, sudarytoje įvertinus tirtas šilauoges pagal VCC_S10 pradmenį. Selekciniai numeriai Nr. 11 ir Nr. 17 turi vienodus spektrus pagal pradmenis VCC_J9 ir CA112F, o UPGMA dendrogramose, sudarytose įvertinus tirtas šilauoges pagal CA483 ir CA794 pradmenis, patenka į bendrus klasterius. Dendrogramoje, sudarytoje pagal visus tirtus 9 mikrosatelitinius pradmenis, ‘Aron’ patenka į atskirą klasterį nei visi tirti selekciniai numeriai (3.9 pav.).

Pagal morfologines charakteristikas selekcinis numeris Nr. 17 yra panašus į ‘Northcountry’ veislę (Daubaras ir Česonienė, nepublikuoti duomenys). Dendrogramose, sudarytose įvertinus šilauogių pavyzdžius naudojant VCC_J9, CA421F ir CA169F pradmenis, ‘Northcountry’ nepatenka į bendrą klasterį su tiriamais selekciniais numeriais. Dendrogramose, sudarytose įvertinus šilauogių pavyzdžius naudojant CA112F ir NA800 pradmenis, selekcinis numeris Nr. 17 patenka į bendrą subklasterį,o dendrogramose, kurios sudarytos įvertinus šilauoges naudojant CA483, NA1040, CA794 ir VCC_S10 pradmenimis – į bendrą klasterį su ‘Northcountry’. Selekcinis numeris Nr. 16 su veisle ‘Northcountry’ į bendrą subklasterį pateko dendrogramose, kurios sudarytos įvertinus šilauoges pagal CA112F, NA800, VCC_S10 pradmenis, o dendrogramoje, sudarytoje įvertinus šilauoges pagal CA483 pradmenį, pateko į bendrą klasterį. Analizei panaudojus VCC_J9 pradmenį, tarp ‘Northcountry’ ir ‘Aron’, o panaudojus CA112F pradmenį, tarp selekcinio numerio Nr.16 ir veislės ‘Northcountry’ genetinis atstumas lygus 0. Dendrogramoje, sudarytoje įvertinus tirtas šilauoges pagal 9 mikrosatelitinius pradmenis matyti, kad iš visų selekcinių numerių ‘Northcountry’ genetiškai panašiausias į Nr 16, o ne į Nr. 17 (3.9 pav.).
Tirtų šilauogių, įvertintų pagal visus 9 pradmenis, UPGMA dendrogramoje visi genotipai pasidalino į dvi grupes. Iš visų tirtų pavyzdžių genetiškai panašiausios veislės ‘Northblue’ ir ‘Bluetta’. Iš pirmojo klasterio išsiskiria ‘Northland’ ir ‘Weymouth’. Selekcinis numeris Nr. 11 genetiškai artimiausias V. angustifolium pavyzdžiui. Selekcinis numeris Nr. 16 genetiškai mažiausiai nutolęs nuo V. myrtilloides pavyzdžio ir veislės ‘Northcountry’. Selekcinis numeris Nr. 17 panašiausias su veisle ‘Putte’. Aptikti vienodi aleliai tarp laukinių pavyzdžių ir veislių bei selekcinių numeriai rodo bendrą jų kilmę. 
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3.9. pav. Šilauogių pavyzdžių, įvertintį pagal visus 9 tirtus pradmenis, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap) reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.

Kadangi tirtos šilauogės yra poliploidai ir dalinių heterozigotų alelių kopijų skaičius nėra žinomas, negalima apskaičiuoti įprastų genetinio kintamumo įverčių (Raabova et al. 2010), nustatyti nukrypimo nuo Hardy–Weinberg‘o pusiausvyros (Huang et al. 2009).
IŠVADOS
1. Panaudojus APPD pradmenis OPA-4, OPA-5, OPA-7, OPA-9, OPA-10, OPA-17 ir OPA-20, šilauogių genetinė įvairovė nenustatyta.
2. Ištyrus 15 šilauogių pavyzdžių su mikrosatelitiniais pradmenimis VCC_J9, CA112F, NA800, NA1040, CA483, CA794, CA421F, CA169F ir VCC_S10, gauti 72 skirtingi aleliai.

3. Panaudojus mikrosatelitinį pradmenį VCC_S10, 9 sodinės šilauogės veislės, 3 selekciniai numeriai ir 3 laukiniai pavyzdžiai aiškiai atsiskyrė pagal specifinius spektrus (genospaudžius). Mažiausiai specifinių spektrų gauta su CA112F ir CA169F pradmenimis.

4. Daugiausiai unikalių alelių iš visų tirtų šilauogių pavyzdžių nustatyta veislėje ‘Weymouth’, o ‘Brunswick’, ‘Nothblue’, ‘Bluetta’, V. myrtilloides ir V. angustifolium pavyzdžiuose nenustatytas nei vienas unikalus alelis. Veislėje ‘Northland’ su CA483F pradmeniu, o veislėje ‘Aron’ su pradmeniu CA169F neaptiktas nei vienas alelis.
5. Su tirtais mikrosatelitiniais pradmenimis selekciniame numeryje Nr. 16 nustatyti 2 unikalūs aleliai, o Nr. 11 ir Nr. 17 – nei vieno.

6. Pagal tirtus mikrosatelitinius pradmenis veislė ‘Northcountry’ genetiškai artimesnė selekciniam numeriui Nr.16 nei Nr. 17.
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PRIEDAI
1 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal VCC_J9 pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap) reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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2 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA112F pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap) reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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3 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal NA800 pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap)  reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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4 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal NA1040 pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap)  reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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5 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA483F pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap)  reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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6 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA794F pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap)  reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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7 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA421F pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap)  reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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8 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal CA169F pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap) reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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9 priedas. Šilauogių pavyzdžių, įvertintų pagal VCC_S10 pradmenį, UPGMA dendrograma, sudaryta naudojant Nei ir Li (1979) genetinius atstumus. Skaičiai medelio viduje – statistinės įkėlų (angl. bootstrap)  reikšmės (%). Viršuje − genetinių atstumų skalė.
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