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Saīsinājumi
AnGR


dzīvnieku ģenētiskie resursi (Animal Genetic Resource)

EstBH


Igaunijas melngalves aitu šķirne (Estonian Blackhead)

EstRuh


Igaunijas Roņu salas aitu šķirne(Estonian Ruhnu)

EstWH


Igaunijas baltgalvju aitu šķirne (Estonian Whitehead)
FDGR


fermu dzīvnieku ģenētiskie resursi

GAS


gēna-asistēta selekcija

Hobs


novērotā heterozigotāte

Hexp


prognozētā heterozigotāte

IBD


cilmes identitāte (IBD – Identity by Descent)
ISAG  


International Society of Animal Genetics

LatDH


Latvijas tumšgalves aitu šķirne (Latvian Darkhead)

LD


saistības nelīdzsvars (LD – Linkage Disequilibrium)

LDC


Valsts akciju sabiedrība Lauksaimniecības datu centrs

LE


saistības līdzsvars (LE – Linkage Equilibrium)

LitBF


Lietuvas melngalves aitu šķirne (Lithuanian Black Face)

MAS


marķieru asistēta selekcija

Markers-EUR

Eiropas ekspertu ieteiktie mikrosatelītu marķieri

McS


mikrosatelīti

MĢPL


Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorija (LLU LF)

MĢLS


Molekulārās ģenētikas laboratorijā (Salaspilī)

N-EURO-CAD
pētniecības kopprojekts

 (North European Cattle Animal Diversity)

PCR


polimerāzes ķēdes reakcija (Polymerase Chain Reaction)
QTL


kvantitatīvo pazīmju lokusi (quantitative Trait Locus)

rpm


centrifūgas rotora apgriezienu skaits minūtē
                                   (rotations per minūte)

SNP


atsevišķu nukleotīdu polimorfisms (Single Nucletide

                                    Polymorphism)

TE


komplekss buferis, kas kavē nukleīnskābju degradāciju

VZZPI


Viskrievijas Zirgkopības zinātniskās pētniecības institūts
Ievads


Pētījums ir veltīts fermu dzīvnieku ģenētisko resursu izvērtēšanā un saglabāšanā izmantojamo molekulāro metožu noskaidrošanai un šo metožu izmantošanai Latvijā saglabājamo populāciju dzīvnieku raksturošanai. Projektam izvirzītajā uzdevumā saskatāmi divi apakšuzdevumi – ģenētisko resursu izvērtēšana un resursus raksturojošo gēnu izpēte.


Molekulāro metožu lietošana te ir svarīga tāpēc, ka ģenētiskās informācijas nesēja un glabātāja ir nukleīnskābes molekula. Tātad, risinot šādus uzdevumus, kur ir darīšana ar gēniem, kas ir tikai kādi šādas molekulas posmi, mums neizbēgami jādomā molekulārās ģenētikas terminos un laboratorijā reāli jāoperē ar šādiem nukleīnskābes molekulu (hromosomu) nogriežņiem un jāaplūko iespējas kā tos varētu izmantot praktiski dzīvnieku molekulārai identifikācijai, izcelšanās datu pareizības kontrolei, cilmes identitātes, ģenētisko attālumu noskaidrošanai u.c. populācijas raksturojošo parametru iegūšanai.

Mums ir izdevies sekmīgi iegūt analizējamo dzīvnieku DNS profilus. Procesa noslēdzošais posms, DNS profilēšana gan notiek ārpus mūsu laboratorijas, Latvijas ģenētisko resursu Molekulārās ģenētikas laboratorijā (Salaspilī) (MĢLS), jo mūsu laboratorijā nav tam nepieciešamo iekārtu. Ar MĢLS speciālistu atbalstu un ABI PRISM ģenētisko analizatoru mums sekmīgi izdodas iegūt konkrēto dzīvnieku DNS profilus. Tas apstiprina faktu, ka visas DNS paraugu sagatavošanas darbības, ko mēs ar savām iekārtām varam veikt mūsu Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijā, Jelgavā, ir sekmīgas un metodikas principā esam apguvuši. 
Projekta ietvaros esam vienojušies par zināmu iekšēju specializāciju. Viena projekta pētnieku grupa strādā pie fermu dzīvnieku ģenētisko resursu stratēģijas izveidošanas (izmantojot visus iespējamos līdzekļu, t.sk. arī molekulāros) un otra - specializējas tieši molekulāro metožu izmantošanā. Par cik tas ir viens kopējs pētnieku kolektīvs, tad iekšējā zinātniskās un laboratorijas pieredzes informācijas apmaiņa notiek intensīvi un to mēs uzskatam par ļoti svarīgu nosacījumu mūsu sekmīgai darbībai, lai sekmīgi izpildītu projektu kopumā.
1. Analītiskais apskats
1.1. Domesticēto dzīvnieku ģenētiskie resursi

Domestikācijas procesa apstākļi un norise katrā mājdzīvnieku sugā ietekmēja ģenētisko daudzveidību un zināmā mērā predeterminēja šķirņu veidošanās iespējas un izpausmes. Pirms domestikācijas evolūcijas process savvaļas populācijās miljoniem gadus norisēja dabiskās izlases iespaidā un sugas adaptīvās interesēs. Pārejot domesticētā formā jaunie mājdzīvnieki varēja paņemt līdz tikai daļu no savvaļas populāciju ģenētiskās daudzveidības. Ģenētiskais dreifs, izolācija un migrācija, nedaudz arī mutācijas process, dabiskā izlase un jaunajos vides un saimniekošanas sistēmas apstākļos mākslīgā izlase, noteica domesticēto populāciju gēnu pulu un tālākās progresa iespējas.

Lopkopības produktu ražošana ir būtiski svarīga pārtikas nodrošināšanai pasaulē [28] un saglabā savu nozīmīgumu arī pārredzamā nākotnē. Dzīvnieki globālā mērogā nodrošina 30% no pārtikas kaloritātes. Attīstītajās zemēs šis lielums sasniedz 40%. Saskaņā ar FAO prognozēm globālais pieprasījums pēc dzīvnieku produkcijas tuvākajos 20-30 gados pieaugs par 20-30%.

Vēl papildus lopkopības lomai pārtikā, tā piegādā citus lauksaimniecības produktus un pakalpojumus, kā šķiedra, ādas, vilkmes spēks, sports un augsnes mēslojums. Lopkopībai ir centrālā loma kā reģionālā, tā nacionālā ekonomikā, nodrošinot darba vietas un tirdzniecību.


Ģenētiskā daudzveidība, ko novērojam dzīvnieku populācijas ir fundamentāls nosacījums produktu ražošanas tālākai attīstībai un ražošanas procesa efektivitātei. Ģenētiskā mainība piedāvā populācijām resursu lai tās varētu adaptēties mainīgos ražošanas apstākļos.


Kad iedomājamies ģenētisko daudzveidību kā resursu nākotnei, ir svarīgi saprast, ka tā ir reāla vērtība gan tagad, gan būs tāda arī nākotnē. Tas ir izaicinājums politikas veidotājiem, ekspertīzei un tehnoloģiskai attīstībai veidot pievienoto vērtību lopkopībai izmantojot ģenētisko mainību, kas ir fermu dzīvnieku ģenētiskajos resursos, vienotībā ar principiem, kas ir Bioloģiskās daudzveidības konvencijā. To būtība ir:
1. Potenciāla vērtība adaptācijai mainīgajos vides apstākļos un jauni produkti ko izraisa biotehnoloģiskā inovācija ;

2. Reālā vērtība produktivitātes un produktu kvalitātes ģenētiskai uzlabošanai diversificēta tirgus apstākļos.
Specifiskiem vides apstākļiem un producēšanas sistēmām piemērotu šķirņu trūkums var izraisīt eroziju, ko nevarēs atjaunot. Tāpēc globāli ļoti svarīgs uzdevums ir noteikt prioritātes šķirņu saglabāšanas vadīšanā.


Tā kā šķirnes izzūd, tad ģenētiskā mainība saglabājušos šķirņu populācijās kļūs aizvien vairāk nozīmīga nākotnei. Tādējādi, selekcijas stratēģijām, kas piedāvās ģenētiskās daudzveidības saglabāšanu adaptācijai nākotnē, būs jāpastāv visās audzēšanas shēmās.

Apdraudēto šķirņu saglabāšanas motīvi. Domesticēto dzīvnieku ģenētisko resursu samazināšanās problēma ir apspriešanā [26] jau mazākais kopš Pasaules dzīvnieku lietišķās ģenētikas pirmā kongresa Madridē 1974.gadā. Kopš tā laika ir pieņemts milzums daudz lēmumu, kas izsaka iemeslus kādēļ jāsaglabā apdraudētās šķirnes. Atzīmēsim tikai divas publikācijas, kas ilustrētu šos svarīgos apsvērumus. 

Vācijas Dzīvnieku audzētāju apvienības Zinātniskā komiteja (Zuchtungskunde, 1979) norādīja uz sekojošiem iemesliem, kādēļ saglabājamas apdraudētās šķirnes:

1. Apdraudētās šķirnes vai to audzēšanas populācijas var saturēt līdz šim nenoteiktas vai nepamanītas pazīmes. Tās var būt priekšrocības eksistējošās pazīmēs populācijā, kas noderīgas mainīgos vides vai tirgus apstākļos vai krustojumos ar citām populācijām. Pārākums var būt atkarīgs no atsevišķa gēna klātbūtnes, kas var pazust neatgriežami līdz ar atsevišķas šķirnes pazušanu. Tas var arī izraisīties no atsevišķu gēnu mijiedarbības. Tāpēc var būt īstais laiks saglabāt šos atsevišķos gēnus ģenētiskajam uzlabojumam.
2. Apdraudētās šķirnes var iegūt īpašu statusu kā aizstājējas, piedāvājot ģenētisku rezervi, ja tagadējās populācijās samazinātos efektīva un izmantojama ģenētiskā mainība.

Intensīvā izlase tagadējās audzējamās populācijās raksturojas ar ģenētiskās mainības trendu virzienā uz tās samazinājumu starp indivīdiem. Ilgākā perspektīvā tam var būt ierobežojoša ietekme tālākai ģenētiskai uzlabošanai un fermu dzīvnieku adaptācijai mainīgā vidē. Risks var sadalīties ar noteiktu izpausmi paralēlās audzēšanas programmās, kas tiecas pēc tiem pašiem mērķiem dažādās populācijās. Ja ir nepieciešams, neatkarīgi attīstošies populācijas var atkal apvienot vēlākā fāzē tā ienesot ieguldījumu ģenētiskās mainības restaurācijai.
3. Domesticēto dzīvnieku šķirnes kā kultūras mantojums.

Atsevišķas domesticēto dzīvnieku šķirnes būs saistītas laikā ar specifiskām vēsturiskām un tehniskām fāzēm lauksaimniecības attīstībā. Šādā skatījumā varam pamatot, ka tādu šķirņu saglabāšana ir tik pat nozīmīga kā arhitektūras monumentu vai tehnikas līdzekļu kolekciju saglabāšana muzejos. Dažas domesticēto dzīvnieku šķirnes tradicionāli dominē noteiktos reģionos.
FAO uzdevumā sagatavotajā apmācības kursā ģenētisko resursu saglabāšanai un vadīšanai Bodo et al. [27] norāda uz sekojošiem apstākļiem, kas diktē nepieciešamību saglabāt ģenētiskos resursus:

1. Ir neiespējami paredzēt cilvēces prasības nākotnē, kādas tā izvirzīs lopkopības produktiem, kā arī pārmaiņas producēšanas sistēmās, ko izraisīs pārmaiņas cenu struktūrā. Tādēļ var iedomāties, ka dzīvnieku specifiskie raksturojumi nākotnē atšķirsies no tiem, kas ir derīgi tagad. Te var būt nozīme tādiem faktoriem, kā slimību rezistence un adaptēšanās spējas.
2. Domesticēto dzīvnieku populācijas, to morfoloģiskie un produktīvie raksturojumi ir cilvēku radošās darbības rezultāts. Tādēļ šādas populācijas ir saglabājamas gluži tāpat, kā arhitektūras monumenti.

3. Varam iedomāties, ka atsevišķi ņemtai populācijai pēc būtības (per se) pašai par sevi var nebūt ekonomisks nozīmīgums, bet tā var būt ekonomiski vērtīga audzēšanas programmas skatījumā.
4. Robustos vides apstākļos, piemēram, tādos kā nomadu ganību apstākļos adaptētas populācijas ar zemu produktivitāti var bieži vien uzturēt ar minimāliem izdevumiem. Šādos apstākļos izaudzētajām šķirnēm var saglabāties priekšrocības salīdzinot ar citām eksotiskām šķirnēm, kuras, sakarā ar augstāku produktivitāti, prasa daudz intensīvāku vadību un specializētu lopbarību
5. Vairākumā gadījumu vietējās šķirnes ir ciešāk saaugušas ar dotā reģiona vēsturi un īpatnībām. Kā tādas tās ir unikālas un saglabāšanas vērtas.

6. Vietējās šķirnes demonstrē dzīvnieku audzēšanas vēsturisko attīstību un tādēļ tām ir izglītojoša vērtība.

7. Vietējās šķirnes var būt ļoti noderīgas ģenētisku un fizioloģisku raksturojumu salīdzinošām studijām dotajā populācijā.

8. Atsevišķos reģionos lokālās šķirnes var būt ļoti atraktīvas un spēlēt būtisku lomu tūrismā.
Sarakstu ar apdraudēto šķirņu saglabāšanas apsvērumiem var vēl paplašināt, aplūkojot vēl citus svarīgus aspektus, tādus kā jaunākos sasniegumus dzīvnieku audzēšanā vai atsevišķos eksperimentos iegūtos transgēnos un klonētos dzīvniekus. Ja šīs jaunās tehnoloģijas izrādīsies nākotnē tik sekmīgas, ka tās varēs lietot vērienīgi, tad varam sagaidīt to lietojumu arī pašreiz eksistējošās šķirnēs. Tas gan neizslēdz iespēju, ka eksotiskās šķirnes atsevišķos gadījumos nevarētu būt starta populācijas, ko iekļauj gēnu pārneses programmās.

1.2. Fermu dzīvnieku ģenētisko resursu raksturošanas molekulārās metodes

Molekulārās metodes varētu būt tās, ko lieto imunoģenētikā un molekulārajā ģenētikā. Tur galvenokārt ir darīšana ar ģenētisko informāciju glabātājām nukleīnskābju makromolekulām (DNS un to atvasinājumiem - RNS) un tālāk ģenētiskās informācijas realizējumu proteīnu polimēru makromolekulās.


Minēto makromolekulu uzbūves un funkcionēšanas principi ģenētiskā koda un tā realizācijas nozīmē ir visai universāli, bet galīgajā realizējumā tie tomēr ir sugas specifiski. To varētu attiecināt uz karioloģiskajām atšķirībām (atšķirīgi kariotipi) un atšķirībām sekvenču raksturojumos. 

Restriktāžu atklāšana pavēra ceļu sekvenču izpētei un raksturošanai. Pētījumi šajā jomā noris ļoti intensīvi un šo pētījumu intensitāte aizvien pieaug. Kā piemēru varam minēt Eiropas Savienības vajadzībām izveidoto sekvenču datu bāzi EMBL, kurā jaunu izpētīto sekvenču pieteikumi pienākot ātrāk, ne kā mēs spētu izlasīt šo pieteikumu pirmo rindu [24], proti, vidēji viena jauna sekvence sekundē. Saprotams, ka tādu informācijas apmaiņas ātrumu nodrošina procesa automatizācija un modernu datoru tehnoloģiju izmantošana. Šajā procesā iezīmējas jauna zinātnes nozare, ko saucam par bioinformātiku.

Interesējoties par fermu dzīvnieku ģenētisko resursu molekulārās aprakstīšanas un izpētes iespējām varam mēģināt sašaurināt jautājumu loku, iezīmējot:

1.  interesējošās sugas: govis, zirgi, cūkas, aitas un bites;

2.  sugu ietvaros atsevišķu Latvijā izveidotu un tādēļ šeit saglabājamo ģenētisko resursu dzīvnieku šķirņu populācijas: Latvijas zilās un Latvijas brūnās govis, Latvijas siltasiņu zirgi, Latvijas baltās cūkas, Latvijas tumšgalves aitas un Latvijas vietējās bites;

3.  šķirnes populācijas ietvaros izšķirties par analizējamā materiāla sastāvu: nukleīnskābes un proteīni un to struktūrelementi – sekvenču fragmenti;

4.  sekvenču fragmentu ietvaros, to specifikācija (raksturīgas grupas, specifiski sekvenču reģioni – mini- un mikro- satelīti, SNP, paraugi (pattern), motīvi (motif)) un to funkcionalitāte (gēni un to identifikācija).

Ar ģenētiskiem marķieriem saprotam polimorfus DNS posmus (saitus), ko lieto ģenētiskajā kartēšanā. Tās ir genoma atpazīstamas vietas, ko lieto ģenētiskās analīzes algoritmos.

Klasiskie ģenētiskie marķieri, tādi kā asins grupas (asins grupu antigēnu gēni), transplantācijas antigēni, fermentu izoformas ir pazīstami jau sen.

Savukārt, molekulārās metodes, tādas kā

·  restriktāžu (restrikcijas fermentu) izmantošana, 

· polimerāzes ķēžu reakcija (PCR), 

· DNS sekvenču polimorfisms, parādījās līdz ar restrikcijas atklājumiem un tās piedāvā ļoti daudzveidīgus marķierus.

Polimorfisms. Par DNS fragmentu polimorfismu runājam tad, ja kādas noteiktas, atšķirīgas nukleotīdu secības populācijā atkārtojas ar biežumu no 1% līdz 50%. Polimorfisms var būt arī klusējošs, kas nemanifestējas kā fenotipiska izpausme. Polimorfisma iemesli, savukārt, var būt ļoti daudzveidīgi, tādi kā atsevišķu bāzu aizstāšana, iestarpināšana, izslēgšana (delēcijas), kā arī variācijas ar nukleotīdu tandēmiem atkārtojumiem. Tūkstošiem polimorfu saitu ir konstatēts cilvēka un citos genomu projektos. 

SNP ( Single Nucleotide Polymorphism) ir viena nukleotīda aizvietošanās DNS sekvencē ar citu, piemēram, A (adenīns) vietā sekvencē ir G (guanīns). Tādējādi, SNP polimorfismam iespējamas divas alēles - attiecīgi ar katru nukleotīdu, un 3 genotipi (divi homozigoti un viens heterozigots). SNP mēdz būt sinonīmiski (neizraisa aminoskābes maiņu) vai nesinonīmiski (izraisa aminoskābes maiņu), var atrasties gēna eksonos (kodējošie SNP) vai intronos (nekodējošie SNP). 
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1 RGATTCACTE GTGTGGCARG TTGTCTCTCA GACTGGGCAG GCATTRACGT TTGECTTGEC GTTACTCARR RGCARRAGAR ARGTARFRGE ARGRRGTARG AACARGGGAR RAGATTGTAT
121 TERTTTTAAR RCERTGERAR RACTCCARRT CCTGTTTAT ATTTACCTAT TTATGCTGAT TGTIGETGGE CCRGTCGATE TCRRTGHGAR CAGCGAGCR: RAGCRAFATG TCGHRRAAGE
KLla1 svvy I vl FALI VAG PUD LNEN SEG KEN VEKE

241 CGGGCTGTGT AATGEATGTT TGTGGAGSGR AAAORCTACA TCCTORAGA TAGHAGCCAT APRRATCCHR RTCCTCAGTA RCTTCGECT GORAAORGET CCTRACATCA GEARRGATEE
G Lc NAC LWURE NTT §8R LEAT KI1a 1 L6 KLRL ETA FPNI §KBR
361 TRTCAGRCAR CTTTTGECCA AGGCTCCTCE RETOCTGGRA CTGATIGATE ACTICORTGT CCAGRGAGAT GECAGEAGTG ACGGCTCETT GORRGACGAT GRCTACORCE CCAGGRCGER
LlF KAPP LLE LIBD GFDV GRI ASS 0 CSL ED D D YHARTE

431 ARCGGTCATT ACCATGECCA CGGRGTGTGA GTAGTCCTCE TGGTCCAGAG CARCGRCTCT GCTGACTGCT GTTCTAGTET TCRTGAGRAR CCGRTCTATT TTCRGGCTCT TTTARCRAG

core
fpstatin

TV Tne
601 TECTGGCTG TATGTARGGR GGACGCGAAR GAGCTTTTTT CRRGATTTCA TGAGRRATA ACCRATGAGA CTGRRACCTG CTRCTTTATT TGTTTCCTTA GRGAGCTARA ARCCTARFRR

core
fpstatin L

721 TCARRARTGA AATGCTTGCR TAGCATTCAT GTTRTATACT TTRGTATGAC RACTATARCA TCTTTRTGTT TICACACCTT AATGETACCA RGGTARAGGA TTGGGACACA GTRTCAGCRR

core
fpstatin

41 TGTGRARART TTRCATCARR TTTCCTARTT GCATTTGGTT GCCTGARATR TGCATTTRAR ATARCRGGET GTTGTTTTTT TTTTTTTTTT CATTARTRAR AGAGRRRGGA AGRARTCTET

core
fpstatin

961 AGAGGTTGAA CCCTATTTGE GCGTTTGETS ARCACTTAGA ATGACTICTC TTRTICARAR CTATTTCTCA TRGGGTTTTT ATCTICTTCA CAGRGTATCT ARTTTTGARA GCTATTRGAE

core
fpstatin

191 TGGARAGGAT RARAGRATAT TCTTARTAAA CTTRATCTRT TACTRAGRGC RATRACGRAG TRARCACACC ATRATGAARA ATCATGACCT AATCAGCAGA ARATTCTARG ARRTRARCAT

core
fpstatin

1201 TTTARTTACA AAGTICCACT TATRCCCTGA CCATGGTACT ATTGTTGAGR GTACCTGETC TCCACATATC TRGGRGGCAC RTGCTTARTR RCCTTCTRAR ATATTATTTT ATTCCTCATR

core
fpstatin

1321 GGRGEGAGAR CTRTTACCTR TRTCTRGTAC CTATGTTGTT TCTGRARGAT RATRTCTTT ATATATTTCT GTTGCAGTCA GTTCRACCT ATACTCARGE ARAGGGRGAC AGCCACCTCR

core
fpstatin

1441 ACAGRGAAGE CATGACCAGA AAGRGTTTTG TGCCATCTGT CTCCGATCTT GCTTTRTRCA GEGCTCTACE CACTTTRARC TGGACTCARR ACACTTTCAR ARTRCTCETT TTTCTTATTA

core
fpstatin

1561 AGTARCTAGT TTRTAAGCCA ACARATARAT TTCCTTTARG ACTGTGCTAT CAGATRATCC TCGRATRGAT TTGCCTTACT TATARACAAT CTICAGARFR CRARFACGCA AGRARTTGCT

core
fpstatin

1681 ARGTCCTTCT CCTTRCARTE ACACCCTGGE CCTRAAGACA ATRTTTICTR AGTTTTGAAR CRGCTIGART ACAACATCTR AGTTTTGETE CTARTTACCT GETRGTTTTT TTRTTTTTTT

core
fpstatin

1801 CCTTTARFRG CCTGTCCCAG CGTCCTARCA TRACAGRTGC ACTATATTTT CTGCTRATTC CCGAGGCTCA GTTACTTGET CACTGTGTCT TGTCCLCRGE TRATTCRGGC CTCGEGERAG

core
fpstatin

1521 GETTCCTTCE TCCAGRCTGR TTGETRCAGE TGCTCACTRA GTCTRACTAC TCAGATTCC ARAGARTTCT ARGTCGATGT TCTTCCACAG TGTCTCTIGT TCTCTCTART CATCRTCATT

core
fpstatin

2041 TTRRRRTTTE ATCCACTTTT CATTCCTTRA TAGARTTTTC CTTRGTCCAC AGTICTCTCG ARRGGARGTR CGCTGCTCAT ARCAGCTGAR ARFRCATATA CCTARFRGAT TCTGRRARG

core
fpstatin

2161 TGTRATARCT GTTRTRCTTG ATATTTTGET GTTATGRRTE RATGCTACA TRTTTTTCCA TTTTRARAGR CTRARTATGE ACACATTATT CCARTTRARA ARRTGTICAT RGATTCATAT

core
fpstatin

2281 GGAGGTGTTT GTTCGTTTTT CATARARATG RTCTTRGTAR CTTTTTTTTC TTATTCATT ATRGCTGATC TTCTARCCCA AGTCGRAGGA ARACCCARRT GTTGCTICTT TARATTTAGE v
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1.alēle

                                                     … AGTCAGAAATC …
2.alēle                                                                                          
                                                      …AGTCACAAATC …
1.2.1. attēls. SNP marķiera piemērs.


Lai genotipētu SNP polimorfismu, var izmantot vairākas metodes: restrikcijas fragmentu analīze (CAPS), alēļspecifisku amplifikāciju ar alēļspecifiskiem praimeriem un genotipēšanu ar Sequenom MassARRAY sistēmu vai sekvencēšanu.
Mikrosatelīti (McS), īsi nukleotīdu atkārtojumi, ir iedomājami kā tālāk parādītie nedaudzu nukleotīdu atkārtojumi (1 – 20).

Īpatnis A 

… cgtaCACACACAgtaa… 

         … cgta(CA)4gtaa … 

Īpatnis B

… cgtaCACACACACAgtaa … 
   …cgta(CA)5gtaa… 
Mikrosatelītus iespējams genotipēt lietojot PCR, elektroforēzi akrīlamīda gēlā un semiautomātisku analīzi.
Atsevišķu nukleotīdu polimorfisms (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). Šeit dažādiem īpatņiem variē tikai viens nukleotīdu pāris: 
Īpatnis A


       

…cgtacgatcgaGatggcatgtaa…

Īpatnis B

…cgtacgatcgaTatggcatgtaa…
Ņemot randomi pa 2 īpatņiem no populācijas ir izredzes, ka viena bāze no 500 uzrādīs variācijas. SNP ir biežāk sastopami genotipā un tos ir vieglāk genotipēt, nekā jebkuru citu polimorfisma veidu genotipā. 

Kartējot cilvēka genomu (DNS) bija darīšana ar 3 miljardiem nukleotīdu bāzu pāriem. Apmēram 99% no šiem pāriem (secības nozīmē) visiem īpatņiem izrādījas vienādi. Populāciju molekulārģenētiskos pētījumos aizvien biežāk pielieto SNP un mikrosatelītus, kuru izmantošanas iespējās (1.2.1.tab.) ir vērtētas atšķirīgi
1.2.1. tabula. SNP un mikrosatelītu marķieru raksturojums un izmantošanas iespējas.

	Rādītāji
	SNP
	Mikrosatelīti

	Alēļu skaits populācijā
	1 – 2 (4)
	1 - >20

	Vidējā heterozigotāte
	~  0.3
	~  0.7

	Informativitāte
	   +
	   +++

	Skaits cilvēka genomā
	~  106
	~  105

	Automatzēšanas iespējas
	  +++
	  +


Kandidātgēnu metode. Kandidātgēni ir galvenokārt tādi, kuru dalība interesējošajā pazīmē ir zināma no darbiem citās sugās(pamatā cilvēka un peļu). Ar salīdzinošo kartēšanu iegūst informāciju par zināma gēna lokāciju dažādām sugām un tad var prognozēt kandidāta gēna atrašanos reģionā, kā to darīja QTL gadījumā, kur atdalīja Q un q alēles. Šajā fāzē kandidāta gēns kļūst par pozicionālo kandidāta gēnu. Viņu var klonēt un sekvencēt un iespējams var atrast cēlonisku mutāciju (funkcionālais marķieris) vai polimorfu marķieri gēna iekšienē (tiešais marķieris). Tālāk jānoskaidro šī polimorfisma fenotipiskie dati un asociētība ar specifiskiem kvantitatīvo pazīmju marķieru haplotipiem. Šeit selekcija var iegūt tiešu priekšrocību no paša gēna un gēna-asistētas selekcijas (GAS), nekā tā vietā notiks MAS.


Salīdzinot ar augu selekciju [2], dzīvniekiem tas norisēs lēnāk, kam par iemeslu ir garāki paaudžu intervāli. Izdevumi speciālu eksperimentālu dzīvnieku izaudzēšanai, saglabāšanai un mērījumu iegūšanai arī būs ļoti augsti. Redzams, ka LE marķieri (linkage equilibrium) ir vienkāršāk iegūstami, bet tie būs mazāk efektīvi, pēc ietekmes uz selekciju. Kontrastā ar to, LD, tiešie un funkcionālie marķieri ir ekstremāli grūti iegūstami, bet to efektu varēs novērtēt ar gēnu biežumu pārmaiņu līmeni.  
Genoma skanēšana. Tā vispirms var tikt balstīta uz a apriorām zināšanām par anonīmu marķieru (M) izvietojumu hromosomās. Ar apmēram 150 marķieriem, kas katrs aptver vidēji 20 cM var aptvert vairākumu no zīdītāju genoma, pie gadījuma pat nedaudz paplašinot katra marķiera zonu. Šādā visai izkliedētā kartē QTL (Q) var atrasties vidēji 5 cM no tuvākā marķiera.


Otra prasība ir saistības nelīdzsvars (linkage disequilibrium (LD)) starp M un Q, kas autkrosā populācijā ir vispār pamanāmi tikai tādiem M, kas ir ļoti cieši saistīti ar Q. Tādos gadījumos LD ir veidojams ar specifisku eksperimentu palīdzību vai izvēloties atsevišķas ģimenes. Lopkopībā LD ir panākts cūku populācijās krustojot atšķirīgas šķirnes, tādā veidā sagaidot, ka Q un M lokusos būs atšķirīgi genotipi. Iegūtos F1 audzē sevī (inter se). Iegūst F2 vai atkrusto uz vecāku genotipiem. Šādam pasākumam ir nepieciešama eksperimentāla stacija, kur visus iespējamos fenotipus pakļauj individuālai kontrolei, kas nodrošinās daudzu pazīmju kartēšanu. Govkopībā LD var atrast ģimenēs kur lieto populācijas komerciālas struktūras veidojot meitas un mazmeitas.


Tā kā QTL ir izkaisīti kartē, reģioni ir sašaurināmi un satuvināmas M-Q distances līdz 1 – 3 cM. Problēma, kas šādos gadījumos izpaužas ir nepietiekošais mejožu skaits un retie rekombinācijas notikumi. Tādas procedūras kā LD analīze un cilmes identitātes (IBD) kartēšana palīdz pārvarēt šīs grūtības. Pirmā orientējas uz M-Q rekombināciju trūkumu, bet otra – uz konservētiem DNS reģioniem. Šī tipa marķierus definē kā LD marķierus.

1.3. Nukleīnskābju fragmentu raksturojumi

Mikrosatelītu marķieru izmantošanas iespējas dzīvnieku identificēšanai un līdz ar to arī dzīvnieku populāciju raksturošanai kļuva redzamas jau pagājušā gadsimta 90-tos gados. Tos uzskatīja par ērtu līdzekli ģenētiskās līdzības noskaidrošanai starp šķirnēm visās domesticēto dzīvnieku sugās [2]. Realizējot šo ideju FAO zinātnieku grupa [1] strādāja pie ieteikumu sagatavošanas kādus mikrosatelītus un kādus to marķierus būtu ieteicams lietot dzīvnieku ģenētisko resursu izpētei, lai iegūtie dati būtu labāk salīdzināmi un pamatojami. Grupa sagatavoja ieteicamo mikrosatelītu marķieru sarakstus četrām sugām[1]: govīm, vistām, aitām un cūkām. Diemžēl šajā sarakstā neiekļāva zirgu mikrosatelītu marķierus.


Govju izpētei ieteikto mikrosatelītu marķieru sarakstu sakārtojām tabulā (1.3.1. tab.), kur kolonā ar nosaukumu Markers-EUR ir šie ieteiktie marķieri, bet nākošajās divās kolonās projektā N-EURO-CAD [3] un paternitātes kontroles kitos StockMarks [4] lietotie marķieri. Ieteiktos marķierus izvēlējamies kad 2000. gadā kopā ar Ziemeļu valstu gēnu bankas pārstāvjiem un projekta dalībniekiem no Lietuvas, Igaunijas un Skandināvijas valstīm plānojām kopējo projektu [3] Eiropas ziemeļu valstu un Baltijas govju šķirņu izpētei. Šī kopējā projekta izpildes laikā mūsu, kā projekta līdzdalībnieku rīcībā nebija atbilstošu molekulārās ģenētikas laboratorijas iekārtu. Tāpēc DNS ekstraģēšanu veica ģenētiskās laboratorijas Tartū un Kauņā un tipēšana notika Van Haeringena laboratorijā Nīderlandē [3]. 

Minētā projekta izpildei izvēlējāmies 20 marķierus (1.3.1. tab.; aile N-EURO-CAD).
Redzam, ka mūsu konkrētajā projektā N-EURO-CAD izmantoti tika 19 no ieteiktajiem marķieriem un viens marķieris ārpus šī sākotnējā ieteikto marķieru saraksta (INRA037 (D10S12)). Marķieru izvēlei vajadzētu būt mērķtiecīgai un atbilst vairākiem nosacījumiem. Ekspertu grupa, Minhenes tehniskās universitātes profesora R. Fries vadībā, kas sagatavoja minētos priekšlikumus marķieru izvēlei, piedāvāja arī šādus nosacījumus marķieru izvēlei: 

1 Mikrosatelītam būtu jāatrodas publiski pieejamā datu bāzē;

2 Kur vien iespējams, mikrosatelīta lokusam vajadzētu būt identificētam gēnu kartēšanā un vēlams lai tas būtu zināms kā nesaistīts;

3 Mikrosatelītu variantiem vajadzētu izpaust skaidri izteiktu mendelāru iedzimšanu (augsti izteikta lokusa mutabilitāte var uzrādīt novirzes no mendelāras skaldīšanās un nebūs piemēroti ģenētisko distanču analīzēm);

4 Katram mikrosatelīta lokusam vajadzētu uzrādīt mazākais četras alēles;

5 Par mikrosatelītu jābūt informācijai atklātos publiskos ziņojumos (zinātniskajā periodikā);

6 Priekšroka dodama mikrosatelītiem, kurus iespējams lietot citās radniecīgās sugās, kā, piemēram, govīm, aitām un kazām. 
1.3.1. tabula. Ieteiktie govju mikrosatelītu marķieri
	N.p.k.
	Markers-EUR [1]
	Chr
	N-EURO-CAD
	StockMarks

	1
	BM1824 (D1S34)
	1
	BM1824/ (D1S34)
	BM1824

	2
	BM2113 (D2S26)
	2
	BM2113/ (D2S26)
	BM2113

	3
	ILSTS030 (D2S44)
	2
	 
	 

	4
	MM8 (D2S29)
	2
	 
	 

	5
	INRA023 (D3S10)
	3
	INRA023/ (D3S10)
	INRA23

	6
	ETH152 (D5S1)
	5
	ETH152/ (D5S1)
	 

	7
	ETH104 (D5S3)
	5
	ETH10/ (D5S3)
	ETH10

	8
	ILSTS0344 (D5S54)
	5
	 
	 

	9
	ILSTS006 (D7S8)
	7
	ILSTS006/ (D7S8)
	 

	10
	HEL9 (D8S4)
	8
	HEL9/ (D8S4)
	 

	11
	ETH225 (D9S1)
	9
	ETH225/ (D9S1)
	ETH225

	12
	MM12 (D9S20)
	9
	 
	 

	13
	CSRM60 (D10S5)
	10
	 
	 

	14
	ILSTS005 (D10S25)
	10
	ILSTS005/ (D10S25)
	 

	15
	HEL135 (D11S15)
	11
	HEL13/ (D11S15)
	 

	16
	INRA0325 (D11S9)
	11
	INRA032/ (D11S9)
	 

	17
	 
	11
	INRA037 (D10S12)
	 

	18
	ILSTS0332 (D12S31)
	12
	 
	 

	19
	INRA0052 (D12S4)
	12
	INRA005/ (D12S4)
	 

	20
	CSSM663 (D14S31)
	14
	CSSM66/ (D14S31)
	 

	21
	ILSTS0113 (D14S16)
	14
	 
	 

	22
	HEL1 (D15S10)
	15
	HEL1/ (D15S10)
	 

	23
	INRA035 (D16S11)
	16
	INRA035/ (D16S11)
	 

	24
	ETH185 (D17S1)
	17
	 
	 

	25
	INRA063 (D18S5)
	18
	INRA063/ (D18S5)
	 

	26
	ETH3 (D19S2)
	19
	ETH3/ (D19S2)
	ETH3

	27
	HEL51 (D21S15)
	21
	HEL5/(D21S15)
	 

	28
	ILSTS0541 (D21S44)
	21
	 
	 

	29
	HAUT24 (D22S26)
	22
	 
	 

	30
	BM1818 (D23S21)
	23
	BM1818/ (D23S21
	 

	31
	HAUT27 (D26S21)
	26
	 
	 

	32
	 
	 
	 
	TGLA53

	33
	 
	 
	 
	TGLA122

	34
	 
	 
	 
	TGLA126

	35
	 
	 
	 
	TGLA227

	36
	 
	 
	 
	SPS115


1,2,3,4,5 Ģenētiskās distances starp marķieru pāriem tajā pašā hromosomā nav zināmas


Mikrosatelītu ieteikumā atrodam arī katram ieteiktajam marķierim atbilstošos galvenos publicētos darbus (1.3.2. tab.), kas priekšlikuma sagatavošanas laikā sniedza pirmo svarīgāko informāciju par attiecīgo marķieri. 

1.3.2. tabula. Ekspertu grupas ieteiktos govju mikrosatelītus aprakstošie literatūras avoti  
	N.p.k.
	Markers-EUR   [1]
	Chr
	Avota

	
	
	
	Nr.
	Autori

	1
	BM1824 (D1S34)
	1
	7
	Bishop et al. (1994)

	2
	BM2113 (D2S26)
	2
	7
	Bishop et al. (1994)

	3
	ILSTS030 (D2S44)
	2
	13
	Kemp et al. (1995)

	4
	MM8 (D2S29)
	2
	14
	Mommens et al. (1994)

	5
	INRA023 (D3S10)
	3
	19
	Vaiman et al.  (1994)

	6
	ETH152 (D5S1)
	5
	17
	Steffen et al. (1993)

	7
	ETH104 (D5S3)
	5
	16
	Solinas Toldo et al.  (1993)

	8
	ILSTS0344 (D5S54)
	5
	13
	Kemp et al. (1995)

	9
	ILSTS006 (D7S8)
	7
	9
	Brezinsky et al. (1993b)

	10
	HEL9 (D8S4)
	8
	12
	Kaukinen and Varvio (1993)

	11
	ETH225 (D9S1)
	9
	17
	Steffen et al. (1993)

	12
	MM12 (D9S20)
	9
	14
	Mommens et al. (1994)

	13
	CSRM60 (D10S5)
	10
	15
	Moore et al. (1994)

	14
	ILSTS005 (D10S25)
	10
	8
	Brezinsky et al. (1993a)

	15
	HEL135 (D11S15)
	11
	12
	Kaukinen and Varvio (1993)

	16
	INRA0325 (D11S9)
	11
	19
	Vaiman et al. (1994)

	17
	ILSTS0332 (D12S31)
	12
	13
	Kemp et al. (1995)

	18
	INRA0052 (D12S4)
	12
	18
	Vaiman et al. (1992)

	19
	CSSM663 (D14S31)
	14
	6
	Barendse et al. (1994)

	20
	ILSTS0113 (D14S16)
	14
	10
	Brezinsky et al. (1993c)

	21
	HEL1 (D15S10)
	15
	12
	Kaukinen and Varvio (1993)

	22
	INRA035 (D16S11)
	16
	19
	Vaiman et al. (1994)

	23
	ETH185 (D17S1)
	17
	17
	Steffen et al. (1993)

	24
	INRA063 (D18S5)
	18
	18
	Vaiman et al. (1994)

	25
	ETH3 (D19S2)
	19
	16
	Solinas Toldo et al. (1993)

	26
	HEL51 (D21S15)
	21
	12
	Kaukinen and Varvio (1993)

	27
	ILSTS0541 (D21S44)
	21
	13
	Kemp et al. (1995)

	28
	HAUT24 (D22S26)
	22
	-
	Harlizius (comm.. pers.)

	29
	BM1818 (D23S21)
	23
	7
	Bishop et al. (1994)

	30
	HAUT27 (D26S21)
	26
	-
	Harlizius (comm. pers.)


1,2,3,4,5 Ģenētiskās distances starp marķieru pāriem tajā pašā hromosomā nav zināmas

Aitu ģenētisko resursu izpētei ekspertu grupas ieteikumos iekļāva 27 mikrosatelītu marķierus (1.3.3. tab.), no kuriem 12 ir lietojami arī kā govju mikrosatelītu marķieri (tabulā atzīmēti ar zīmi *). Baltijas aitu šķirņu plašā pētījumā I. Grigaliūnaite [20] izmantoja 12 Eiropas ekspertu ieteiktos marķierus un vēl 9 ārpus saraksta marķierus. Izmantojot aitu mokrosatelītu marķierus I. Grigaliūnaite [20] ieguva raksturojumus šo marķieru sastopamībai dažādās aitu šķirņu populācijās. 

1.3.3. tabula. Ieteiktie aitu mikrosatelītu marķieri
	N.p.k.
	Ieteiktie marķieri Markers-EUR [1]
	Chr
	I.Grigaliūnaites PromD. [20]

	1.
	BM1314*
	22
	BM1314

	2.
	BM6506*
	1
	BM6506

	3.
	BM6526*
	26
	BM6526

	4.
	BM757*
	9
	BM0757

	5.
	BM8125*
	17
	BM8125

	6.
	BM827*
	3
	

	7.
	CSSM31*
	23
	CSSM31

	8.
	CSSM47*
	2
	

	9.
	HUJ616*
	13
	

	10.
	ILSTS002*
	14
	

	11.
	OarAE129
	5
	

	12.
	OarCP20
	21
	OARCP20

	13.
	OarCP34
	3
	OARCP34

	14.
	OarCP38
	10
	

	15.
	OarFCB128
	2
	OARFCB128

	16. 
	OarFCB20
	2
	

	17.
	OarFCB48
	17
	OarFCB48

	18.
	OarHH35
	4
	

	19.
	OarHH41
	10
	

	20.
	OarHH47
	18
	OarHH47

	21.
	OarHH64
	4
	

	22.
	OarJMP29
	24
	

	23.
	OarJMP8
	6
	

	24.
	OarVH72
	25
	OarVH72

	25.
	OMHC1
	20
	

	26.
	RMC*
	15
	

	27.
	TGLA137*/**
	5
	

	29.
	
	
	BM1818

	30.
	
	
	BM4621

	31.
	
	
	INRA023

	32.
	
	
	MAF214

	33.
	
	
	MAF36

	34.
	
	
	MAF48

	35.
	
	
	MAF65

	36.
	
	
	McM527

	37.
	
	
	OARFCB304


Attiecībā uz līdzšinējiem rezultātiem mikrosatelītu marķieru pārbaudē Baltijas govju šķirņu populācijās [3], tad dažādās šķirnēs ne visus lietotos mikrosatelītu marķierus izdevās konstatēt. Tā Latvijas brūnās šķirnes populācijas paraugā (1.3.4.tab.) no 20 marķieriem neatrada 4 marķierus: ETH3, HEL5, INRA35 un INRA5. Ļoti maz pārstāvēti (1-3 konstatēšanas gadījumi) izrādījās vēl 6 marķieri.
1.3.4. tabula. Latvijas, Lietuvas un Igaunijas govju šķirņu kontrolēto mikrosatelītu sastopamības raksturojums [3]
	Marķieri
	LB
	LitR
	EstR
	LZ
	LitLG
	EstN

	BM1824
	1
	3
	31
	0
	1
	22

	BM2113
	16
	9
	11
	4
	10
	11

	ETH10
	3
	1
	31
	0
	0
	20

	ETH225
	10
	12
	36
	10
	10
	33

	ETH3
	0
	0
	23
	0
	0
	17

	HEL5
	0
	2
	12
	2
	0
	6

	ILSTS5
	7
	4
	7
	9
	2
	5

	INRA23
	4
	3
	8
	2
	3
	12

	INRA35
	0
	0
	0
	0
	0
	1

	INRA5
	0
	1
	0
	1
	0
	2

	INRA63
	4
	2
	0
	5
	1
	5

	BM1818
	10
	6
	13
	10
	4
	9

	CSSM66
	2
	2
	26
	3
	0
	21

	ETH152
	5
	6
	22
	3
	0
	18

	HEL1
	1
	1
	5
	2
	0
	4

	HEL13
	1
	1
	0
	1
	0
	0

	HEL9
	1
	1
	4
	1
	0
	3

	ILSTS6
	11
	4
	20
	11
	4
	10

	INRA32
	2
	0
	15
	2
	0
	8

	INRA37
	1
	1
	4
	2
	0
	5

	 
	79
	59
	268
	68
	35
	212

	N
	40
	41
	40
	40
	41
	40


1.4. Populāciju ģenētisko līdzību raksturojumi

Domājot par iespēju raksturot fermu dzīvnieku ģenētisko resursu populāciju līdzību un atšķirības, bija nepieciešams noskaidrot kādus molekulāros rādītājus mēs šim nolūkam varam izmantot un kādā veidā varam uztvert ģenētiskās distances starp šķirņu populācijām.


Izrādās, ka literatūrā [62.] ģenētisko distanču aprēķiniem izmanto diverģences modeli. Interesantu distances rādītāju varam iedomāties kā diverģences laika t funkciju un to var izmantot lai konstruētu filoģenētiskus kokus. Kā atzīst daudzi autori [63. -68.] šādiem pētījumiem ļoti sekmīgi var izmantot augsti polimorfiskus marķierus, tādus kā mikrosatelīti. Mikrosatelīti ir marķieru klase ar tandēmi atkārtotiem lokusiem, kas izpauž augstu mutācijas pakāpi. Tādēļ augstu polimorfisma līmeni var novērot arī relatīvi mazos paraugos. Vidējā populācijas heterozigotāte šķirnē var būt virs 0.5 [66., 67.], ar atsevišķām ekstrēmām vērtībām līdz 0.8, ko novēroja atsevišķos lokusos [69.]. Pastāvot augstai mikrosatelītu proporcijai zīdītāju klases populācijās kontrolēto alēļu skaits var būt robežās no 10 līdz 20 un tam jābūt lielākam zivju dabiskās populācijās [70.]


Varam aplūkot ģenētiskās distances starp divām izolētām populācijām X un Y, kas diverģē no kādas dibinātājas populācijas P0 un aplūkojam nedaudzas, savstarpēji nepārklājošies paaudzes, tad mēs aplūkojam īsa perioda evolūcijas modeli (Short term evolution model).


Dibinātāju populāciju un atvasinātās (diverģējošās) populācijas raksturo viņu alēļu biežumi p0,i, pX.i un pY.i (ja i = 1 … k) attiecīgi e-tajā lokusā (indeksa e variācijas no 1 līdz L var neievērot). Praktiskajos aprēķinos, nosakot pX.i un pY.i nākas operēt ar limitētu īpatņu skaitu un xi = mX.i/mX.• un yi = mY.i/mY.•, kur mX.i  (attiecīgi mY.i) ir alēļu i skaits un 
mX.• (attiecīgi mY.•) ir gēna kopējais skaits paraugā X (attiecīgi Y).


Populāciju ģenētisko distanču noteikšanā dažādi autori lieto metodes, kuras varētu sagrupēt sekojošās grupās:

1. Distances, kas pamatojas uz alēļu biežumu un alēļu lielumu sadalījumu;

2. Ģenētiskās distances, kuru noteikšanai izmanto gēnu dreifa un mutāciju raksturojumus un

3. Ģenētiskās distances, kuru noteikšanā izmanto tikai gēnu dreifu.

Katrā no šīm grupām ir izstrādātas metodikas un piedāvāti attiecīgi ģenētisko attālumu rādītāji. 

Ar alēļu biežumu pamatotās distances

Eiklidās un radnieciskās distances. Alēļu biežumu vektorus populācijās X un Y var apzīmēt kā X = (pX.i , …, pX.k ) un Y = (pY.i ,…, pY.k ). Bāze distances pārskatam ir norma ||X-Y||. Gregorius [71.] izmantoja ||X-Y||1 lai sasummētu absolūtās biežumu starpības un defināja absolūto distanci DG


DG = ||X-Y||1 = Σi |pX.i - pY.i |.




(1.4.1)

Alēļu biežumu starpību||X-Y||2, kvadrātu summu, bieži sauktu par Eiklido distanci pielietoja Gower [72.] un Goodman [73.]



DE = ||X-Y||2 = √Σi (pX.i - pY.i )2.



(1.4.2)

Dalot (1.4.2) ar √2 definēja DRog, ko pazīstam kā Rodžera distanci [74] un paceļot kvadrātā iegūst minimālo distanci [75.]



Dm = ½ ||X-Y||22 = 1/2Σi (pX.i - pY.i )2.



(1.4.3)

Saskaņā ar Nei apzīmējumiem [75], gēna identitāti j izsaka kā jX = Σip2X.i, jY = Σip2Y.i (vai sagaidāmo homozigotāti) un jXY = Σi pX.i pY.i ) un diversitāti (d = 1- j vai sagaidāmo heterozigotāti). Pielietojot šos lielumus Dm var pārrakstīt formā kas demonstrē to kā starppopulāciju gēnu diversitāte reducējas atkarībā no gēnu diversitātes populācijās iekšā



Dm = ½ (jX + jY) – jXY = dXY – ½ (dX + dY). 


(1.4.4)

Starp divām populācijām pastāvošo diversitāti Nei’s izteica kā GST [76.] balstoties uz heterozigotāti visā kopējā populācijā HT


HT = 1 – Σi -p2i ,

kur

 –pi = (pX.i - pY.i ) /2 .

Vidējā sagaidāmā heterozigotāte populācijā ir



-H = ½  (HX + HY), 

kur


HX = 1 – jX = dX
un  HY = 1 – jY = dY.

Izmantojot aplūkotos apsvērumus un simbolus GST var izteikt kā



GST = ( HT - -H) / HT.





(1.4.5)

To var pārrakstīt kā



GST = ¼ Σi (pX.i - pY.i )2 /  (1 - Σi -p2i ) =

                               = ½ Dm / (1 - Σi -p2i ) ,




(1.4.6.)

ko pazīst kā Mortona distanci [77.]

Leņķa distances (Angular distances). Šīs distances definē balstoties uz leņķa θ, kas iedomājams starp vektoriem X un Y kosinusu. Nei’s [75., 76.,78.] pārformulēja cos θ kā normalizētu identitāti I starp divām populācijām un atvasināja tās standarta ģenētisko distanci no cos θ logaritma



DS = - log (jXY / √jXjY) = - log I.



(1.4.7.)

Būs vietā piezīmēt, ka Dm pārtop DS pēc gēna identitātes logaritmiskas transformācijas (1.4.4).


Izvelkot kvadrātsakni no alēļu biežumiem, kuriem tad ir vienības norma, cos θ var pārrakstīt kā 



cos θEC = Σi √pX.i - pY.i  .

Edwards un Cavalli-Sforza [64., 79., 80., 82.] definēja DC kā hordu distanci un attiecīgi arī fθ:



DC = Cste √ 1 - cosECθ  un




(1.4.8)



fθ   = 4 ((1- Σi √pX.i - pY.i )/ (k -1))



(1.4.9)

Uz alēļu lielumu sadalījumu balstītās distances


Varam arī izteikt ģenētiskās distances vadoties no alēļu lieluma sasālījuma ko izsaka marķieru garuma polimorfisms. Ar i un j apzīmē attiecīgi alēļu i un j atkārtojumu skaitu. Goldsteins [82.] atvasināja distanci D1 no vidējo kvadrātu starpībām starp populācijām



D1 = Σi,j pX.i pY.i (i-j)2 =  (μX – μY )2 + VX +VY,

(1.4.10.)

kur μX , μY , VX un VY ir populācijas alēļu lielumu vidējie un dispersijas.


Var apzīmēt ar φi,j starpības i-j funkciju ( nulle ja i = j un >0 visos citos gadījumos). Ievedot φi,j distances Dm izteiksmē (1.4.4) iegūst



Σi,j pX.i pY.j φi,j -1/2 (Σi,j pX.i pX.j φi,j + Σi,j pY.i pY.j φi,j ) 

(1.4.11.)

Iekšpopulācijas vidējā kvadrātu novirze D0.X ir definēta ar Σi,j pX.i pX.j (i-j)2 ( tas pats populācijai Y) un līdzinās 2VX. Tad vienādojumu (1.4.11), kurā φi,j ķeras pie (i-j)2 , var pārrakstīt kā starpību kvadrātu starp alēļu lielumiem, domātiem kā (μX – μY )2, parasti saukti (δμ)2, kas izsaka Goldsteina distanci [83.]


Ar [72] izteiksmi var aprēķināt arī Šrīvera distanci DSW [84], ņemot φi,j vienkārši kā |i-j|.

Ģenētiskās distances, kuru noteikšanai izmanto gēnu dreifa un mutāciju raksturojumus. Standarta pieņēmums, ka abas nozarojošās populācijas, tāpat kā dibinātāja populācija ir mutāciju un dreifa līdzsvarā atzīst, ka populāciju diverģence notiek sakarā ar to, ka populācijā ienāk jauni mutanti. Tādā veidā distances, no filoģenētiskā viedokļa, var uztvert kā diverģences laika vērtētājus.

Alēļu bezgalīgas mutēšanas modelis. Sakarā ar gēna daudzo variāciju skaitu, ko gēns teorētiski var uzrādīt, iespējamais jauno mutāciju skaits arī ir sagaidāms ļoti liels. Šāda marķiera pieņemamākais mutāciju modelis ir alēļu bezgalīgas mutēšanas modelis (IAM – infinite allele mutation model)[85., 86.] Šajā modelī DS iekļaujas diverģences laika t un marķiera mutācijas normas β kombinācijā



E[DS(t)] = 2 βt.





(1.4.12)

Nei’s ieteica [87., 75., 78.] lietot DS filoģeniskiem risinājumiem tuvāk radniecīgās, kā arī stiprāk diverģējušās populācijās. Kontrastā tam, IAM prognoze pēc Dm izpaudīs bezgalīgi maksimālu vērtību, dodot dibinātāja gēna identitāti j(0) [88.]:



E(Dm) ≈ j(0) (1-e-2βt) .




(1.4.13)


Diverģenci nosaka βt un neliela diverģences laikā ietvaros diferences starp populācijām mērītas ar gēnu polimorfismu un to zemo mutabilitāti (mutācijas norma insulīna α un β ķēdēm novērtēta kā 10-7/kodoni/paaudzē [89] ) ir mazas. DS vērtības starp lokālām šķirnēm un pasugām ir kopumā zem 0.01 vai 0.02. Takesaki un Neja [90.] imitācijas modelēšanas eksperiments parādīja, ka mikrosatelītu marķieri deva korektākus rezultātus kad t = 400, nekā tad, kad t = 40 000.

Mutāciju soļu modelis. Lietojot mikrosatelītus noderīgs ir mutāciju soļu modelis (SMM – Stepwise Mutation Model) [91., 92., 82., 83.,.94., 95., 96., 84.] kur alēles, kas satur i atkārtojumus var mutēt uz alēli kas satur j = i ± 1 atkārtojumu. Sakarā ar reversām mutācijām kas izraisa homoplāzijas fenomenu [97.], DS prognoze uzrāda lielas novirzes no linearitātes [82.,97.] un tādā veidā traucē filoģenētiskām rekonstrukcijām, īpaši pie lielām t vērtībām.


Šrivers [84.], Goldšteins [82., 84.] , Slatkins [99.] un daudzi citi ir attīstījuši lineāras statistikas kas pieņem iespējamo alēļu punktējumu bezgalīgu. Kā D1 un RST ir atkarīgi no dibinātāja efektīva lieluma, tie ir jutīgi pret pudeles kakliņa situāciju un nav piemēroti filogēniju attīstīšanai [82., 100.].


Tā kā balstoties uz pieņēmumu par līdzsvaru starp dreifu un mutācijām, alēlisko lielumu dispersija konverģē [82, 92., 99], D1 pieaugums ir vienīgi iespējams pastāvot kvadrātisko starpību lineāram pieaugumam starp vidējiem (1.4.10.) [83.]




E[(δμ)t2] = 2 βt.

Ģenētiskās distances, kuru noteikšanā izmanto tikai gēnu dreifu. Iedomājoties populācijas evolūcijas agras fāzes varam uzskatīt, ka mutāciju spiediens vēl ir niecīgs un to var neņemt vērā. Tādos apstākļos gēnu biežumu svārstības noteiks tikai gēnu dreifs. Populācijas ietvaros gēnu dreifs reducēs ģenētisko mainību, par cik gēnu diferenciāla zaudēšana izraisīs ģenētiskas atšķirības starp populācijām.


Apdraudēto populāciju studijās ir vēlams lietot distances, kuras var izteikt kā iekšpopulācijas ģenētiskās mainības zuduma funkciju. Te ir pielietojams Raita- Maleko (Wright- Malecot) inbrīdinga koeficients, lai aprēķinātu sagaidāmo dreifu un distanču dispersiju:



E(pX.i )  = p0.i  



E(p2X.i ) = ΔF p0.i  + (1 – ΔF) p20.i  .

Inbrīdinga pārmaiņas ΔF , kas notika posmā no dibinātājas populācijas un kas līdzinās 1- (1 -1/2 N)t, var vienkāršības labad apzīmēt ar F un indeksā pievienot populācijas nosaukumu (FX un FY attiecīgi populācijām X un Y).


Sagaidāmais dreifs pie Neja minimālās distances būs:



E(Dm) = -F (1 - Σi p20.i ) = -F(1 – h0).


(1.4.14)

Sagaidāmais dreifs E(Dm) būs atkarīgs no vidējā inbrīdinga –F = (FX + FY)/2 (starp populācijām) un dibinātājas populācijas homozigotātes (h0).

Viduvētā inbrīdinga koeficienta noteikšana. Tādi ģenētisko distanču rādītāji kā Dm, DS vai (δμ)2 ir atkarīgi no dibinātājas populācijas parametriem un tamdēļ nevar tos tieši saistīt ar vidējo inbrīdingu –F. Stratēģiju kā uztvert un noteikt vidējo inbrīdinga koeficientu S populācijām izstrādāja Raits [101.] un Nei [76., 88.]. Alēles i biežuma vidējo un dispersiju apzīmē attiecīgi ar  –pi =1/S ΣS pS.i ) un VarS( ps.i ). FST sākotnēji definēts dimorfam lokusam kā alēļu 1 un 2  dispersiju summa svērta ar HT = 2-p1-p2 un dibinātāja heterozigotāti H0 [101] tālāk guva paplašinājumu pielietojumam polimorfos lokusos [76] kā svērta dispersija GST:



GST = (Σi VarS(pS.i )) / (Σi -pi (1- -pi )).


Dreifa prognoze, vadoties no skaitītāja un saucēja izteikta ņemot vērā inbrīdinga koeficientu katrā subpopulācijā, Fs ir izsakāma kā 



Σi VarS(pS.i ) = ( 1 - Σi p20.i ) ((S-1)/S2) ΣS FS)



E[Σi -pi (1- -pi )] = ((1 - Σi p20.i ) (1 – 1/S2 ΣS FS),

kur p0.i ir dibinātājas populācijas alēļu biežumi kopēji ar s subpopulācijām. Pieņemot Nei un Chakravartu [102) domu, ka prognozes pakāpei ir tāda pat kārta kā prognoze pakāpei, tad par E[GST] var aptuveni spriest sekojoši:



E[GST] ≈ ((S-1)/S2) (ΣS FS) / (1-1/S-F). 

(1.4.15)

Ja S ir liels, tad E[GST] ir aptuveni līdzīgs viduvētajam inbrīdinga koeficientam, proti, –F = 1/S ΣS FS.


Aplūkoto ģenētisko attālumu un ar tiem sakarā esošo rādītāju izmantošana ģenētisko resursu populāciju raksturošanai būs atkarīga no sākuma datu iegūšanas iespējām un atbilstošas datu apstrādes programmas izvēles. Programmu izvēles ziņā ir visai plašas iespējas. Viena no šādām filoģēnijas datu apstrādes paketēm ir PHYLIP [103.], kuras apskatā ir dots pārskats, no kura redzams, ka tas satur informāciju ar 324 filoģēnijas paketēm un 45 brīvi pieejamiem serveriem.

1.5. Populāciju filoģenētiskie raksturojumi

Filoģenētisko raksturojumu aplūkošanai izvēlamies govju miostatīna gēnu, kas ir sekvencēts un atrodams publiski pieejamās datu bāzēs. Fragmentu no šī gena DNS sekvences varam apskatīt (1.5.1.att.). Attēlā ar bultiņu norādīts sekvences posms, ar mikrosatelītiem raksturīgo vienveidīgu viena (šajā gadījumā T – timīna) vairākkārtēju atkārtojumu. Šādu mikrosatelītu izmanto, lai meklētu analoģiskus nukleotīdu grupējumus pat citu sugu DNS sekvencēs.

Kā tas ir konstatēts pētījumos, miostatīna gēns ar tam atbilstošiem mikrosatelītu marķieriem ir sastopams (1.5.2.att.) cūkam, kazām, aitām un govīm. Ar šo uzskaitījumu, protams, nav izsmelts dzīvnieku sugu saraksts, kurās atrodam miostatīna gēnu un tā determinēto proteīnu. Mūs šis gēns interesē ne tikai šīs savas universālās klātesamības dēļ, bet galveno kārt savas fermentatīvās iedarbības sakarā. Miostatīna gēns ir nozīmīgs lopkopībā, jo tam ir visai daudzveidīgas funkcijas:
· Insulīnam līdzīgais augšanas faktors;
· Negatīvi regulē muskuļu augšanu;
· Regulē muskuļu masu, ja aptaukotiem organismiem ierobežo uzturu;
· Gadījumos kad mutācijas inaktivē gēnu, novēro muskuļu hipertrofiju;
· Tam ir tik pat nozīmīga loma muskuļu masas regulēšanā arī cilvēkiem.


1.5.1. attēls. Govju miostatīna gēna DNS sekvenču fragments


[image: image1]
1.5.2. attēls. Miostatīna gēna mikrosatelītu marķieru konstatējumi dažādu sugu dzīvnieku DNS sekvencēs

Pamatojoties uz datiem par šī proteīna funkcijām, gēna polimorfismiem cilvēku, peļu un žurku  populācijās miosatīnu intensīvi pēta mājdzīvniekos, tas ir kandidātgēns, kas var ietekmēt gaļas kvalitāti. 

Šis gēns ir interesants un izdevīgs mājdzīvnieku genoma pētīšanai, jo pētot vienu gēnu var ar mazākām izmaksām izstrādāt genotipēšanas stratēģiju daudzām dzīvnieku sugām, vienā gēnā var noteikt ļoti daudzus polimorfismus.  

1.6. Sekvenču datu bāzes
Genomu, gēnu, molekulāro marķieru un QTL informācijas meklēšana. Lai veiksmīgi analizētu organismu ģenētisko daudzveidību, vai meklētu asociācijas starp genotipu un fenotipu, nepieciešama informācija par organisma genomu, molekulāriem marķieriem un dati par marķieru asociāciju ar fenotipiskām pazīmēm. Visi šie dati mūsdienās ir atrodami bioinformātiskās datubāzēs. Tāpat datu bāzēs var atrast atsauces uz pēdējām publikācijām mājdzīvnieku genomikas jomā, lai iegūtu sīkāku informāciju par aktuālākām problēmām, rezultatīvām metodēm un jaunākiem sasniegumiem. 
Mūsdienās internetā var atrast ļoti daudz informācijas par mājdzīvnieku genomiku. Tomēr plānojot izpētes projektus, drīkst paļauties tikai uz starptautiski atzītām datu bāzēm, kur notiek pastāvīga informācijas pārbaude un atlase. Viena no datu bāzēm, kur informācija tiek pamatota balstoties uz rūpīgi pārbaudītām publikācijām, ir NCBI datu bāze. Pēdējos trīs gados NCBI izvietotu informācijas avotu skaits par mūs interesējošām sekvencēm vai polimorfismiem nav īpaši liels (1.6.1.tab), bet tam ir tendence strauji palielināties 

1.6.1. tabula. Pārskats par pēdējo gadu PUBMED publikācijām un NCBI atsaucēm par mājdzīvnieku genomiem.
	
	Bos taurus (govs) 
	Ovis aries (mājas aita) 
	Equus caballus (mājas zirgs) 
	Sus scrofa (cūka) 
	Capra hircus (kaza)
	Apis mellifera (medus bite) 

	NCBI

1999-2006
	5
	2
	8
	6
	-
	11

	PUBMED

2004-2006
	20
	20
	8
	12
	34
	9


Bez NCBI pastāv daudz citu datu bāzu, kas specializējas mājdzīvnieku genomikā. Informācijas klāsts tajās var būt daudz plašāks, tomēr to ir jāpārbauda rūpīgāk, jo šajās datu bāzēs var būt arī novecojuši dati. Katrai datu bāzei piemīt sava specializācija (1.6.2. tab.).

1.6.2. tabula. Visbiežāk izmantotās mājdzīvnieku genomikas datu bāzes.

	Datu bāzes nosaukums
	Informācijas klāsts

	NCBI
	govs, aitas, zirga, cūkas, medus bites genomika

	ArcDB
	govs, zirga, cūkas, aitas, vistas, tītara, brieža, paipalas genomika

	National Animal Genome Research Program
	govs, cūkas, zirga, aitas, vistas genomika

	Illinois State Academy of Science
	govs, vistas, kazas, zirga, cūkas, aitas genomika

	USDA
	govs, cūkas, aitas genomika


Veicot mājdzīvnieku genomu bioinformātisko analīzi, parasti izstrādā shēmu un uzkaita rādītājus, kurus nepieciešams aprakstīt sīkāk. Tad metodiski pārbauda visas datu bāzes, kas satur informāciju par doto mājdzīvnieku. Analizējot datus, izlasa tos, kas ir publicēti pēdējos trīs gados, un ir ticami. Turpmāk tabulās ir parādītas datu bāzes ar informāciju par liellopu, aitu, zirgu, cūku, kazu, medus bišu genomiem, molekulāriem marķieriem, genoma kartēm.
1.6.3. tabula. Liellopu genoma datu bāzes (pēc Fadiel et al. Farm animal genomics and infromatics: an update. Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, No.19, p.6308-6318)
	Datu bāze
	Datu bāzes saturs
	Interneta adrese

	NCBI liellopu genoma resursi
	Kopsavilkums par NCBI informācijas avotiem
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgidb=genomeprj&cmd &list_uids=10708

	Liellopu genoma sekvencēšana
	Mērķis izveidot apkopojumu no govs genoma sekvencēm
	http://www.genome.gov/12512284

	Ensembl genoma meklētājs
	Izveido anotāciju par izvēlētiem eikariotu genomiem
	http://ensembl.org/Bos_taurus/index.html

	Liellopu genoma salīdzinājumi
	Liellopu genoma sekvenču salīdzināšana ar citiem genomiem
	http://ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BtaBlast.html

	Liellopu bāze
	Liellopu genoma datu bāze
	http://thearkdb.org/browser?species=cow

	Baylor liellopu genoma projekts
	Liellopu genoma sekvenēšanas projekts, izmantojot "shotgun" pieeju
	http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projekt/bovine/

	Liellopu genoma datu bāze
	Liellopu genoma datu bāze ir daļa no starptautiskā govs genoma kartēšanas projekta
	http://www.cgd.csiro.au/

	Interaktīvā govs in silico SNP (IBISS) datu bāze
	IBISS rada in silico SNP datu bāzi, apkopojot lielu skaitu EST sekvenču
	http:/livestockgenomics.csiro.au/ibiss/

	ASV liellopu genoma projekts
	Nacionālā ASV liellopu genoma koordinācijas programma
	http:/genome.iastate.edu/cattle/community/

	Datu bāze liellopu karte
	Liellopu genoma kartes
	http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro.pl

	Liellopu QTL pārlūks
	Satur visu informāciju par liellopu QTL - gan gaļas, gan piena šķirnēm
	http://bovineqtl.tamu.edu/

	Piena govs QTL karšu datu bāze
	Kombinēta piena govs QTL pazīmju datu bāze
	http://www.vetsci.usyd.edu.au/reprogen?QTL_MAP/

	TIGR liellopu gēnu indekss
	Integrē pētījumu datus par EST sekvenēšanu un gēnu izpētes projektiem
	http://www.tigr.org/tigr-scripts/tgi/T-index.cgi?species=cattle

	NCBI SNP datu bāze
	Liellopu SNP polimorfismu datu bāze
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_batchSearch.cgi?org=9913&type=SNP

	Liellopu genomikas iniciatīva
	Izmanto strukturālas un funkcionālas genomikas pieejas govs genoma pētīšanā
	http://www.afns.ualberta.ca/Hosted?Bovine%20Genomics/Index.asp?Research

	Liellopu genoma pārlūks
	Apkopo datus no liellopu genoma projektiem
	http:/livestockgenomics.csiro.au/cattle.shtml

	Liellopu EST gēnu saimes datu bāze
	EST saimes datu bāze caur Gbrowse
	http://www.genome.iastate.edu/cattle/maps/db.html

	Unigēns: B.taurus
	Eksperimentāla sistēma, kas automātiski frakcionē GenBank sekvences kompaktos gēnu-orientētos klasteros
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrg.cgi?TAXID=9913

	Liellopu genoma pārlūks
	UCSSC genoma pārlūks
	http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?clade=vertebrate&org=Cow


1.6.4. tabula. Aitu genoma datu bāzes (pēc Fadiel et al. Farm animal genomics and informatics: an update. Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, No.19, p.6308-6318)
	Datu bāze
	Datu bāzes saturs
	Interneta adrese

	SK aitu genoma kartēšanas projekts
	Aitu genoma datu bāze
	http://projects.roslin.ac.uk/sheepmap/front.html

	Aitu datu bāze
	Aitu genoma datu bāze
	http://thearkdb.org/browser?species=sheep

	Aitu genoma resursi
	datu bāze veltīta gēnu kandidātu atklāšanai
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/sheep/

	Austrālijas aitu gēnu kartēšanas mājaslapa
	Aitu genoma datu bāze
	http://rubens.its.unimelb.edu.au/%7Ejillm/jill.html

	Genoma mērķi salīdzinošai sekvencēšanai
	Aitu genoma salīdzinošās sekvencēšanas dati
	http:www.nisc.nih.gov/projects/zooseq/comp_seq_org_targets.cgi?org=sheep

	Mendelārā iedzimtība aitām
	Pazīmju lokusu saraksts
	http://www.angis.org.au/Databases/BIRX/mis/

	Aitu sekvenču salīdzināšana
	Salīdzina ievadīto sekvenci ar aitu sekvencēm
	http://ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/OarBlast.html

	Aitu citoģenētika (OCOA)
	Literatūras avoti par aitu citoģenētiku
	http://www.angis.org.au/Databases/BIRX/ocoa/


1.6.5. tabula. Zirgu genoma datu bāzes
	Datu bāze
	Datu bāzes saturs
	Interneta adrese

	NCBI
	Apkopo informāciju par zirgu genoma projektu
	http://ncbi.nlm.nih.gov/genomeproject

	Animal diversity web
	Apkopo vispārējo informāciju par zirgu daudzveidību
	http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/Equus_caballus.html

	ArkDB
	Apkopo informāciju par zirgu genoma kartēm
	http://www.thearkdb.org/arkdb/

	CHORI-horse BAC library
	Zirgu genoma BAC kloni
	http://bacpac.chori.org/equine241.htm

	Horse genetics
	Zirgu genoms, gēni, lokusi, marķieri, genoma kartes
	http://www.vgl.ucdavis.edu/~lvmillon/

	HORSEMAP
	Zirgu genoma kartes
	http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/lgbc/mapping/common/intro2.pl?BASE=horse

	OMIA
	Kopsavilkums par lokusiem, kas saistās ar zirgu iedzimtām slimībām
	http://omia.angis.org.au/

	Protein database
	Zirgu proteomika
	http://eol.sdsc.edu/perl/browser.pl?tax=Equus%20caballus&tid=9796


1.6.6. tabula. Cūku genoma datu bāzes (pēc Fadiel et al. Farm animal genomics and informatics: an update. Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, No.19, p.6308-6318)

	Datu bāze
	Datu bāzes saturs
	Interneta adrese

	NCBI cūku genoma resursi
	Kopsavilkums par NCBI informācijas avotiem
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/gude/pig/

	Pig EST datu bāze
	98988 cūku EST, kuri iegūti no dažādiem avotiem
	http://pigest.genome.iastate.edu/

	Genoma objekti salīdzinošai sekvencēšanai
	Cūku genoma objekti
	http://www.nisc.nih.gov/projects/zooseq/comp_seq_org_targets.cgi?org=pig

	Cūku QTL datu bāze
	Sniedz informāciju par gēniem, kas atbild par lauksaimniecībā nozīmīgām cūku pazīmēm
	http://www.animalgenome.org/QTLdb/

	Cūku genoma kartes
	Informācijas par cūku genoma kartēm
	http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html

	Cūku genoma fiziskā karte 
	Cūku genoma fiziskā karte
	http://sanger.ac.uk/Projects/S_scrpfa/

	Cūku citoģenētiskā karte
	Gēnu saraksts, kas kartēti uz cūku citoģenētiskās kartes
	http://toulouse.inra.fr/lgc/pig/cyto/cyto.htm

	Cūku datu bāze
	Informācija par rakstiem, kas publicēti par cūku gēnu kartēšanu 
	http://thearkdb.org/browser?species=pig

	ASV cūku genoma projekts
	ASV cūku genoma kartēšana
	http://www.animalgenome.org/pigs/

	Cūku genoma kartēšana
	Saraksts par cūku genoma datu bāzēm
	http://projects.roslin.ac.uk/pigmap/

	Cūku genoma salīdzinājumi
	Cūku genoma sekvenču salīdzināšana ar citiem genomiem
	http://ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/SscBlast.html

	Cūku genoma sekvencēšanas projekts
	Cūku genoma projekts
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/SscBlast.html/pig/

	Monsanto cūku genoma projekts
	Producē ģenētisko informāciju no cūku cDNS bibliotēkām
	http://ascwine.rnet.missouri.edu/Description.html

	Dzīvnieku genoma izpētes programma
	Cūku EST datu izmeklētājs
	http://animal.dna.affrc.go.jp/agp/index.html

	ArcDB-cūku kartēšanas datubāze
	Cūku genoma datubāze
	http://bioresearch.ac.uk/browse/mesh/DO13552.html

	Dzīvnieku genomu datubāze
	Pieejamie cūku cDNS kloni
	http://ws4.nizi.affrc.go.jp/jgbase.html

	Arc-genomika
	Sadarbības centrs par lopu funkcionālo genomiku 
	http://www.arc-genomics.org/index.php


1.6.7. tabula. Kazu genoma datu bāzes
	Datu bāze
	Datu bāzes saturs
	Interneta adrese

	Animal diversity web
	Apkopo vispārējo informāciju par kazām
	http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/

	GOATMAP
	Kazu genoma kartes
	http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/lgbc/mapping/goatmap/Goatmap/main.pl

	Goat taxonomy database
	Apkopo NCBI avotu datus par kazu genomu
	http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9925


1.6.8. tabula. Medus bišu genoma datu bāzes
	Datu bāze
	Datu bāzes saturs
	Interneta adrese

	A. mellifera Genome browser
	Bišu genoma pārlūks
	http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/

	BeeBase
	Dažāda informācija par bišu genomu
	http://racerx00.tamu.edu/bee_resources.html

	CHORI Bac library
	Bišu genoma BAC kloni
	http://bacpac.chori.org/equine241.htm

	NHGRI: honey bee genome sequencing
	Bišu genoma sekvencēšanas dati
	http://www.genome.gov/11008252

	NCBI
	NCBI bišu genoma resursi
	http://www.ncbi.nih.gov


Visvairāk molekulārģenētiski pētītie mājdzīvnieki ir govis, aitas un cūkas. Tabula rāda cik daudz informācijas vienību par šo dzīvnieku genomu lokusiem, gēniem un marķieriem ir pieejamas. Šī informācija ir nepieciešama konkrēta pētījuma plānojumam, kad jāizvēlas vajadzīgie gēni un marķieri. 

1.6.9 tabula. Govju, aitu un cūku genomu datu kopsavilkums (pēc Fadiel et al. Farm animal genomics and informatics: an update. Nucleic Acids Research, 2005, Vol. 33, No.19, p.6308-6318)

	Nr
	Elements
	Cūka
	Govs
	Aita

	Marķieri
	
	
	
	

	1
	Lokusi
	4081
	2725
	2030

	2
	Apzīmētie gēni
	1588
	746
	543

	3
	Mikrosatelīti
	1673
	1219
	2257

	4
	RFLP
	258
	
	250

	5
	Kloni
	602
	1
	206

	Genoma kartes
	
	
	
	

	1
	Saistības
	5141
	2209
	14909

	2
	Citoģenētiski
	1927
	659
	843

	3
	Kopā
	7068
	2868
	15752


Govju, aitu, zirgu, cūku, kazu un bišu genomu izpētes rezultātu apskats. Lai analīzei iegūtu ticamus datus, par pamatu izvēlējāmies NCBI datu bāzi. Visiem izpētes dzīvniekiem, izņemot kazas, ir uzsākti genoma projekti, kas veicina to izpēti un paaugstina NCBI datu bāzē iekļaujamo datu kvalitāti. NCBI dod arī atsauces uz publikācijām un citām datu bāzēm, kas piedalās genomu projektos.
Govju (Bos taurus)  genoma analīze. Govis ir svarīgs fermu dzīvnieks; liellopu gaļas un piena ražošana ir viena no lielākām industrijām ASV un daudzās Eiropas valstīs. Govs ir svarīgs modeļa organisms medicīnas zinātnei, īpaši tādās nozarēs kā aptaukošanās, sieviešu veselība un infekcijas slimības. Govs genoms ir svarīgs salīdzinošai genomikai, jo tas ir ne-primātu, ne-grauzēju placentāro zīdītāju genoms. B.taurus genoma lielums ir aptuveni 3000 Mb un to veido 29 autosomu pāri un divas dzimuma hromosomas. Govs hromosomas ir akrocentriskas. (1.6.1. attēls)
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1.6.1. attēls. Govju hromosomas

Govju genoma projekta raksturojums. Pēdējās desmitgadēs notiek govju genoma intensīva pētīšana. Hromosomās nosaka lokusus, kuriem piemīt noteikta funkcija, kas ir līdzīga kādu cilvēku gēnu funkcijām un kas varētu atbildēt par kādu no fermu dzīvnieku svarīgām īpašībām (1.6.10. tabula).
Govju genoma projekta ietvaros pēta un apkopo genoma sekvenču datus, tā fragmentus, pēta RNS un proteīnus, sastāda genoma kartes, meklē funkcionāli svarīgus lokusus. Projekta kods NCBI datu bāzē ir 10708. Pie genoma kartēm strādā Ilinoisas universitātes, Širakavas Dzīvnieku ģenētikas institūtā, Jāpānā, Gaļas dzīvnieku izpētes centrā, ASV, Lauksaimniecības izpētes nacionālajā institūtā, Francijā, Sidnejas universitātes, Teksasas A&M universitātē u.c. pētniecības iestāžu zinātnieki . Govju genoma sekvencēšanā piedalās Govju genoma sekvencēšanas starptautiskā konsorcija dalībnieki: Bailoras medicīnas koledža, USDA - ASV Lauksaimniecības departamenta (ministrijas) Izpētes dienests. 
Govs mitihondriju genomu pēta MRC Molekulārās bioloģijas laboratorijā, Apvienotajā Karalistē, Nacionālajā lopu izpētes institūtā, Korejā. Pie pilna garuma cDNS noteikšanas strādā USDA-ASV lauksaimniecības izpētes dienests. Govju EST pēta Ilinoisas universitātē Urbanā -Šampaņā un Ilinoisas štata Zinātņu akadēmijā. Visu šo darbu rezultātus var atrast NCBI datu bāzē.
1.6.10. tabula. Liellopu genoma noteikto lokusu sadalījums pa hromosomām

	Hromo
soma
	Hromosomas garums (Kb)
	Lokusu skaits hromosomā
	Hromosoma
	Hromosomas garums (Kb)
	Lokusu skaits hromosomā

	1
	184069,000
	658
	17
	86499,000
	312

	2
	165385,000
	489
	18
	87537,000
	393

	3
	151891,000
	510
	19
	80617,000
	555

	4
	145664,000
	405
	20
	80963,000
	261

	5
	144972,000
	525
	21
	77849,000
	325

	6
	146010,000
	469
	22
	74043,000
	299

	7
	139090,000
	498
	23
	74689,000
	322

	8
	135976,000
	395
	24
	73351,000
	257

	9
	129747,000
	311
	25
	64009,000
	268

	10
	117638,000
	429
	26
	64009,000
	205

	11
	120752,000
	534
	27
	67469,000
	169

	12
	110372,000
	294
	28
	67132,000
	197

	13
	107258,000
	373
	29
	67123,000
	340

	14
	102760,000
	329
	x
	70583,000
	220

	15
	100338,000
	369
	y
	175073,000
	396

	16
	94110,000
	322
	Kopā
	3306978,000


	9055


Pēc stāvokļa uz 2006. gada novembri NCBI datu bāzē govju genoma projekta ietvaros varēja atrast dažādus informācijas avotus (1.6.11. tab.) par govju genomu. Raksturots genoms kopumā, daudzas mRNS, proteīni un citi rādītāji. 

1.6.11. tabula. Liellopu genoma projekta avoti (NCBI: 2006. gada novembris)
	Avota nosaukums
	Avotu skaits

	Genoms
	30

	Organellas
	1

	mRNS
	39014

	proteīni
	38886

	WGS
	1

	EST
	1137353

	Publikācijas
	5

	Sīka informācija
	2799005


Liellopu genoma projekta gaitā iegūtie rezultāti ir atspoguļoti daudzās publikācijās, no kurām varam uzsvērt dažas nozīmīgākās: ((1.6.1.) līdz (1.6.5.)).

Aitu (Ovis aries) genoma analīze. Ovis aries, mājas aitas ir ļoti vērtīgi fermu dzīvnieki. Aitu genoma sekvencēšana atvieglos daudzu gēnu indentifikāciju, kuri varētu būt atbildīgi par šo dzīvnieku pasugu daudzveidību un atvieglos daudzu slimību mehānismu izpratni, par cik tie ir līdzīgi aitām un cilvēkiem. Aitu genoms sastāv no 26 autosomu pāriem un divām dzimuma hromosomām (1.6.2. attēls).
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1.6.2. attēls. Aitu hromosomas

Pie aitu genoma projekta (kods 10709) strādā vairāki zinātniskie centri. Pie genoma kartēm strādā ASV gaļas dzīvnieku izpētes centrs un Austrālijas aitu gēnu kartēšanas centrs. Aitu mitohondriju genomu pēta Justus-Liebig Universitātē, Vācijā. Pēc stāvokļa uz 2006. gada novembri NCBI datu bāzē bija pieejami tālāk apkopotie informācijas avoti par aitas genoma projekta rezultātiem (1.6.12. tab.). Redzams, ka aitas genomika ir salīdzinoši daudz mazāk izpētīta, kā liellopu un cūku genomikas. 

1.6.12. tabula Aitas genoma projekta avoti (NCBI: 2006. gada novembris)
	Avota nosaukums
	Avotu skaits

	Genoms
	-

	Organellas
	1

	mRNS
	-

	proteīni
	13

	WGS
	-

	EST
	186664

	Publikācijas
	4

	Sekvenču detaļu informācija
	430064


No svarīgākajām nozīmīgākās publikācijas par aitas genoma projekta rezultātiem ir: 35. un 36.
Zirga (Equus caballus) genoma analīze. Equus caballus, mājas zirgs, ir viens no populārākajiem un iecienītākajiem mājdzīvniekiem. Zirgiem joprojām ir liela ekonomiska nozīme visā pasaulē un to izmanto transporta, darba un izklaides nolūkiem. Zirga genoma sekvencēšana atvieglos gēnu identifikāciju, kas ir iesaistīti zīdītāju evolūcijā un palīdzēs labāk saprast slimību ģenētiskos pamatus, kuras ir kopīgas zirgam un cilvēkam. Zirga genoms sastāv no 31 autosomu pāriem un divām dzimumhromosomām (1.6.3. att.). 
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1.6.3. attēls. Zirga hromosomas

Zirga genoma projekta kods ir 11760. Pie zirga genoma karšu sastādīšanas strādā Starptautiskās zirga gēnu kartēšanas darba grupa un Teksasas A&M Universitāte. Zirgu mitohondriju genomu pēta Lundas Universitātē, Zviedrijā. Zirga EST pēta Genomikas un bioinformātikas laboratorijā, Gruzijā.

Uz 2006. gada novembri NCBI datu bāzē bija atrodami sekojoši zirga genoma projekta informācijas avoti (1.6.13. tabula).

1.6.13. tabula. Zirga genoma projekta avoti (NCBI: 2006. gada novembris)
	Avota nosaukums
	Avotu skaits

	Genoms
	-

	Organellas
	1

	mRNS
	-

	proteīni
	13

	WGS
	-

	EST
	36914

	Publikācijas
	10

	Sīka informācija
	31016216


Svarīgākās publikācijas par zirga genoma projekta rezultātiem: 1.6.8 – 1.6.15.
Cūku (Sus scrofa)  genoma analīze. Cūkas ir svarīgi fermu dzīvnieki lauksaimniecībā un tie ir pētniecības objekts arī medicīnas zinātnē. Cūka pieder pie pārnadžiem un atšķiras no primātiem un grauzējiem. Cūkas pastāv kā savvaļas un mājdzīvnieki, kuriem piemīt noteikti fenotipi un kariotipi. Mājas cūkas haploīdais genoms ir aptuveni 2800 Mb. Diploīdais genoms ir organizēts 18 autosomu pāros un divām dzimuma hromosomām (1.6.4. att.). 
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1.6.4. attēls. Cūkas hromosomas

Sus scrofa ir svarīgs modeļa organisms medicīnas zinātnei tādēļ, ka tam piemīt daudz cilvēkam līdzīgu pazīmju. Cūkas ir visēdāji un viņu gremošanas fizioloģija ir līdzīga cilvēku gremošanai. Līdzības starp cilvēku un cūku ir arī nieru funkcijā, asinsvadu struktūrā un elpošanas fizioloģijā. Cūkas izmanto medicīnas zinātnes daudzās nozarēs, ieskaitot aptaukošanos, kardiovaskulārās slimības, endokrinoloģiju, alkoholismu, diabētu, nefropātijas, orgānu transplantoloģijā. Lopkopībā cūkas ir īpaši svarīgs dzīvnieks, jo cūkgaļa ir galvenais olbaltuma avots pasaulē.

Cūku genoma projektā (kods 10718) piedalās vairākas zinātnieku grupas. Pie EST pētīšanas strādā Cūkas ekstresētās sekvences datubāze, Missuri un Monsanto universitāšu darba grupas, ARK-Genomika, Cūku EST datu izpētes centrs. Pie cūku genoma kartēm strādā ASV Gaļas dzīvnieku izpētes centrs. Cūku mitohondriju genomu pēta Cūku izpētes institūtā Taizemē un Lundas universitātē, Zviedrijā. Cūku genoma sekvencēšanu veic Dāņu-Ķīnas Cūku genoma sekvencēšanas konsorcijs Cūku genoma sekvencēšanas projekta (SGSP) ietvaros.

Uz 2006. gada novembri NCBI datu bāzē bija atrodami vairāki informācijas avoti par cūku genoma projekta rezultātiem . 
1.6.14. tabula Cūku genoma projekta avoti (NCBI: 2006. gada novembris)
	Avota nosaukums
	Avotu skaits

	Genoms
	-

	Organellas
	1

	mRNS
	-

	proteīni
	13

	WGS
	-

	EST
	640936

	Publikācijas
	6

	Informācija par detaļām
	7307445


Cūkas genoma projekta rezultāti tiek atspoguļoti publikācijās, no kurām svarīgākās ir no 45. līdz 50. literatūras avotam. 
Kazu (Capra hircus) genoma analīze. Kazām vēl nav izveidots genoma projekts. Ar kazas genoma pētīšanu nodarbojas nedaudzas datu bāzes, 
piemēram, 
GOATMAP - http://locus.jouy.inra.fr/cgibin/lgbc/mapping/goatmap/Goatmap/main.pl. Kazas, tāpat kā aitas, ir viens no senākajiem mājdzīvniekiem. Arheoloģijas dati liecina, ka aitas ir kļuvušas par mājdzīvniekiem jau starp 6000 un 7000 gadu pirms mūsu ēras. Tomēr kazu senči nav tik labi zināmi, kā aitai. Kazas ļoti viegli pielāgojas savvaļas dzīvesveidam, līdz ko viņām rodas tāda iespēja. Kazu genoms ir izpētīts daudz mazāk, salīdzinot ar govīm, cūkām, aitām un pat salīdzinot ar bitēm. Kazām ir 29 autosomu pāri un 2 dzimumhromosomas Neliela informācija par kazu genomu ir sakārtota tabulā (1.6.15.tab).  
1.6.15. tabula. Kazu genoma informācija
	Rādītāji
	Skaits

	Lokusi
	731

	Gēni
	271

	Mikrosatelīti
	423

	Polimorfismi
	615

	Ar šķirņēm asociētie polimorfismi 
	384

	Enzīmi
	114

	Homologi lokusi
	1909 ar 112 sugām

	Bibliogrāfiskās atsauces
	506


Medus bišu genoma analīze. Medus bite (Apis mellifera) ir vērtīgs izpētes organisms saistībā ar tā unikālo uzvedības modeli un sociālajiem instinktiem. Medus bites ir svarīgas lauksaimniecībā kā apputekšņotājs, bet zinātnē - kā modelis pētījumiem par imunitāti un X-hromosomālām slimībām. Šīs medus bišu īpašības bija izšķirošas, lai to izvēlētos kā augstas prioritātes organismu genoma sekvencēšanai Nacionālajā Cilvēka genoma izpētes institūtā (NHGRI).
[image: image6.png]2] Genome Project - Microsoft Internet Explorer

(MEX

oain Mpasra Baa

Qron - © M @ € POrons Pomooanoe @) (-5 @ - [ O H

Vabparios  Ceperc

Crpaska

apec: [ ] g fwmon.ncbirim. i, gov/entresIauery.feq?db=genameprfcd=Retievedopt=Overvientlst_uids=9555

[v] B repecen

L

Links

Resource Links
NCBI Resources

Mapviewer
o BLAST genome
o TaPlot

o Gnomon Bee
Gene Prediction

o HoneyBee
Genome Resources
o Insect Genormes
BLAST

o Trace Archive
Organism data
in GenBank

o EST

o Genormic

o mRNA

o Protein

o wos
sequencing
Centers

o Human Genome
Sequencing Center,
Baylor College of
Medicine
sequencing
Projects

o HoneyBee EST
Praict

‘The honey bee is a socialinsect, important for agriculiural and biomedical research sdies

Gename Project > Apis mellifera (honey bee)

Lineage: Eukaryota; Metezoa; Arthropode, Hexapode; Insecte; Plerygota; Neoptera; Endopterygote; Hymenoplera;
Apociite; Aculeat; Apoidea; Apidae; Apis, Apis mellifera

@

Photo: courtesy of Zachary Huang, CyberBee

Search Map Viewer for

Available maps

Advanced Search

View Available Assembli

es| [v]

&

® Internet

nyer™ K

(3 honey bee

| 8 Moot Ofice, 2 Genome Fojec O nksce aptiers | @ e Ergehiatvin.. |7 (DM D)

12115





1.6.5. attēls. Bišu hromosomas

Bišu genoma projekta kods ir 9555. Pie bišu EST pētīšanas strādā Ilinoisas universitātes Entomoloģijas un neiroloģisko zinātņu programmu departaments, Urbanā. Ar bišu genoma sekvencēšanu nodarbojas Cilvēka genoma sekvencēšanas centrā, Beiloras Medicīnas koledžā. Bišu genoma kartes veido Purdu universitātes Entomoloģijas departamentā, Indiānā un Evolūcijas, genomu un sugu laboratorijā (CNRS), Francijā. RefSeq tiek veidoti NCBI datu bāzē. Medus bites mitohondriju genomu pēta Ģenētikas un cilvēka daudzveidības departamentā, La Trobe universitātē, Austrālijā.

Uz 2006. gada novembri NCBI datu bāzē ir atrodami vairāki informācijas avoti par medus bites genoma projekta rezultātiem (1.6.16. tab.). 
1.6.16. tabula. Bišu genoma projekta avoti (NCBI: 2006. gada novembris)
	Avota nosaukums
	Avotu skaits

	Genoms
	20247

	Organellas
	1

	mRNS
	9490

	proteīni
	9260

	WGS
	1

	EST
	78000

	Publikācijas
	11

	Sīka informācija
	3832902


Nozīmīgākās publikācijas ir no 51. līdz 61. literatūras avotam.
2. Pētījumu apstākļi, materiāls un metodika
2.1. Pētījumu apstākļi

Pētījumu uzdevuma „Lauksaimniecībā izmantojamo dzīvnieku ģenētisko resursu izvērtēšana un to raksturojošo gēnu izpēte ar molekulārām metodēm ” veikšanai nokomplektējām pētnieku grupu 12 cilvēku sastāvā:

1. Projekta vadītājs, Dr. agr. , vadošais pētnieks Ziedonis Grīslis; projekta plānošanas un koordinācijas uzdevumi;

2. Projekta lietvede, Dipl. agronome Sarmīte Strīķe, projekta lietvedība, datu apstrāde un pārskatu noformēšana;

3. Ģenētisko resursu stratēģijas (ĢRS) grupas vadītāja, Dr. agr., docente Daina Jonkus;
4. ĢRS grupas pētniece, Dr. agr., asoc. prof. Daina Kairiša;
5. ĢRS grupas pētniece, Mg. ped., asistente Iveta Kļaviņa;
6. ĢRS grupas pētnieks, Mg. agr., asoc. prof. Guntis Rozītis;

7. Molekulāro metožu (MM) grupas vadītāja, Mg. chem., LF Molekulārās ģenētikas pētījumu (MĢP) laboratorijas vad. Viktorija Jemeļjanova;
8. MM grupas pētnieks, Mg. agr. MĢP laboratorijas inženieris Andris Bāliņš;
9. MM grupas pētniece, Mg. agr. lektore Laila Dubova;
10. MM grupas pētniece, LF 3.k. studente Jeļizaveta Ivanova;
11. MM grupas pētniece, LF 3.k. studente Indra Garsele;
12. MM grupas pētniece, LF 3.k. studente Dace Zariņa.
 Atbilstoši plānotajiem pētniecības uzdevumiem grupas ietvaros izveidojām divas darba apakšgrupas ar sekojošiem specializētiem pētniecības uzdevumiem.

a. Ģenētisko resursu stratēģijas (ĢRS) grupas galvenais uzdevums ir apkopot Lauksaimniecības dzīvnieku saglabāšanas un izmantošanas zinātniskās atziņas un praktisko pieredzi un izstrādāt mājdzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas stratēģisko plānu turpmākajiem 15 gadiem. Uzdevuma veikšanai jāanalizē pēdējos 3 gados zinātniskajos žurnālos publicētie tēmai atbilstošie zinātniskie raksti, informācija internetā un Baltijas , Rietumeiropas, Skandināvijas valstu un Krievijas pieredze šī darba koordinēšanā iepazīstoties ar attiecīgo valstu pieredzi uz vietām attiecīgajā valstī. Grupas uzdevumos ietilpst arī projektam nepieciešamā biomateriāla paraugu iegūšana no Latvijā interesējošajām zirgu, govju un aitu saglabājamajām populācijām, lai ekstraģētu no šiem paraugiem DNS. Saglabāšanas pasākumu plānošanā akcents liekams uz mūsdienīgu molekulāru metožu izmantošanu.

b. Molekulāro metožu (MM) grupas uzdevums ir apgūt LF Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijas aprīkojumā esošās iekārtas un aparatūru, to pētnieciskā pielietojuma iespējas un attiecīgās metodikas. 


Ģenētisko resursu atsevišķu dzīvnieku un to populāciju izpēte un tālāka raksturošana balstāma uz DNS mikrosatelītu tehnoloģijas izmantošanu, kuras galvenie posmi ir DNS iegūšana un novērtēšana, DNS fragmentu amplifikācija (PCR), dzīvnieku DNS tipēšana (profilēšana) un iegūto datu analīze un datu masīvu sagatavošana populāciju statistiskai analīzei. 


Mikrosatelītu analīzei paredzam izmantot kitus ar standarta praimeru komplektiem izcelšanās datu pareizības kontrolei zirgiem un govīm, tādējādi apgūstot un pieslīpējot praktiski ļoti svarīgo paternitātes kontroles DNS metodiku un tās laboratoriskās analīzes pielietošanas prasmi. 
2.2. Analizējamais materiāls un metodes
Paraugu iegūšana un glabāšana. Projekta uzdevumu izpildei plānojam iegūt biomateriālu (asinis un matu sīpoliņus) Latvijas zirgu šķirnei 100 paraugus, Latvijas brūnajai govju šķirnei 30 paraugus, Latvijas zilajai govju šķirnei 30 paraugus un Latvijas tumšgalves šķirnes aitām 40 paraugus. Iegūtos paraugus glabāt un izmantot DNS analīzēm.

Izstrādājām instrukciju paraugu ņemšanai, reģistrēšanai un glabāšanai (1.piel.). Katram laboratorijā saņemtajam biomateriāla (asins, mati) paraugam piešķiram identifikācijas numuru, ar kura palīdzību viegli var atrast iesniegtos datu par dzīvnieku, noskaidrot kādas darbības ar paraugu ir veiktas (izdalīta DNS, veikta PCR, iegūts DNS profils).

DNS paraugu dokumentēšana un marķējums. Katram DNS paraugam ir piešķirts  kodēts numurs, kura pirmā zīme atbilst dzīvnieka sugas nosaukuma pirmajam burtam angļu valodā (piem., C = cow (govs)), bet otrā zīme ir dzīvnieka kārtas numurs, ar kādu tas saņemts laboratorijā. Tā ir apzīmētas Ependorfa mēģenes, kurās uzglabā krājumu šķīdumus un darba šķīdumus. 

Dokumentācijas tabulās apkopoti dati par katru dzīvnieku, kuram ieguva DNS paraugu, tā DNS parauga kodu, DNS daudzums paraugā. Atsevišķi apkopoja DNS krājuma un darba koncentrācijas šķīdumus, gēla elektroforēzes fotogrāfijas ar aprakstiem.

DNS ekstraģēšana. Izmēģinājām vairākas DNS ekstraģēšanas metodikas, lai noskaidrotu šo metodiku ērtumu un piemērotību mūsu laboratorijas darba apstākļiem.

Kit # K0512. Kā vienu no plašāk pazīstamām metodikām izmantojam Lietuvas biopreparātu ražotājas firmas „Fermentas” izgatavoto kitu (Genomic DNA Purification Kit #K0512) [25]. Kits paredzēts genoma divu pavedienu DNS ekstraģēšanai no svaigām vai saldētām cilvēka vai dzīvnieka asinīm, šūnu kultūrām, dažādiem audiem (zīdītāji vai augi), gram-pozitīvām un gram-negatīvām baktērijām. Procedūra ilgst apmēram 20-25 minūtes. Strādājot ar šo metodiku DNS izdalīšana balstās uz šūnu lizēšanu un DNS secīgu selektīvu precipitāciju ar detergentu. Noslēgumā genoma DNS koncentrē un atsāļo precipitējot ar etanolu. Kā norādīts firmas skaidrojumā šāda DNS ir derīga visām molekulārām bioloģiskām operācijām, kā PCR, tipēšanai un sekvencēšanai. No 200μl svaigas asins parasti var iegūt ap 2-10μg DNS.


Kita sastāvā ir trīs galvenās sastāvdaļas: (1) lizēšanas šķīdums, 40ml lietošanai derīga šķīduma; (2) precipitēšanas šķīdums, 8ml 10x koncentrētā šķīdumā un (3) NaCl šķīdums, 10ml 1.2M nātrija hlorīds.


Asins paraugus izvieto vakutaineros ar EDTA vai citrāta konservantu, kas novērš asins sarecēšanu un DNS deģenerēšanos. Šiem mērķiem neder kā konservants heparīns.


Ja ir nepieciešams lielāks DNS daudzums, tad lizēšanai ņem 500μl asins, ko lizē ar 1ml ūdens, centrifugē (5000rpm, 2min) un iegūto zirnīti resuspendē 200μl TE bufera.
Protokols. 
1. Parauga (asins) 200μl sajauc ar 400μl lizēšanas šķīduma un inkubē 5 min. 65ºC temperatūrā. Ja lieto saldētu paraugu, tad lizēšanas šķīdumu pievieno pirms atkausēšanas un inkubē 10 min.65ºC temperatūrā, ik pa laikam mēģeni apgrozot.

2. Nekavējoties pievieno 600μl hloroforma, saudzīgi emuļģē apgrozot (3-5 reizes) un centrifugē 2min. pie 10 000rpm.

3. Sagatavo precipitācijas šķīdumu sajaucot 720μl sterila dejonizēta ūdens ar 80μl 10x koncentrēta precipitācijas šķīduma.

4. Apstrādājamā šķīduma augšējo ūdeņaino slāni, kas satur DNS, pārnes jaunā stobriņā un pievieno 800μl svaigi sagatavotā precipitācijas šķīduma, uzmanīgi sajauc 1-2 minūšu laikā vairākas reizes mēģeni apvēršot (istabas temperatūras apstākļos) un tad 2 minūtes centrifugē pie 10 000rpm.

5. Nolej uzmanīgi šķīdumu pilnībā (nepadarot sausu) un DNS lodīti (pellet) izšķīdina 100μl 1.2M NaCl šķīdumā maigi vorteksējot. Jāpārliecinās vai lodīte ir pilnībā izšķīdusi.
6. Pievieno 300μl auksta metanola, ļauj DNS precipitēties (10 min pie -20ºC ) un centrifugē (3-4min 10 000rpm). Novāc etanolu. Mazgā lodīti vēl reiz ar aukstu 70% etanolu un tad DNS izšķīdina 100μl sterila dejonizēta ūdens maigi vorteksējot.

Piezīmes: 

· Tā kā neliels daudzums DNS paliek serumā, tad šo DNS var precipitēt no 1 līdz 20 stundām -20ºC temperatūrā un izšķīdināt 20μl dejonizēta ūdens (6. solis).

· Lietošanai PCR procedūrām DNS mazgāšana 70% metanolā nav nepieciešama.

· Ja ir svarīgi lai DNS nesaturētu RNS, tad to var panākt apstrādājot paraugu ar ribonukleāzi A (#EN0531: 0.2mg/ μl), ko veic 6. solī pirms etanola pievienošanas. Maisa vorteksējot un incubē 10 min 37ºC.

7. Mēra DNS koncentrāciju spektrofotometriski vai vizuāli elektroforēzējot agarozes gelā. Pārbauda RNS prombūtni un nosaka iegūtās DNS vidējo garumu. Parasti no 200μl svaigām asinīm iegūst ap 2-10μg DNS ar vidējo garumu ap 50kb.
Piezīmes:
· DNS iznākums ir atkarīgs no leikocītu daudzuma asins paraugā;

· Lietojam 1-5μl DNS šķīduma katriem 50μl PCR maisījuma.

Chelex-100 ir viens no reaģentiem, ko lietojam DNS izdalīšanai no bioloģiskā substrāta (asinīm, matu sīpoliņiem).

Protokols:

1. Ņem 20-30μl asins no parauga un sajauc ar 200μl 5% Chelex-100 šķīduma.

2. Inkubē 30min līdz 1 stundai 65ºC (inkubācijas laiks ir atkarīgs no asins parauga kvalitātes).

3. Inkubē 5min 100ºC temperatūrā.

4. Centrifugē 5min pie 10 000rpm.

5. Iegūtā šķīduma augšējo, DNS saturošo slāni pārnes citā stobriņā.

Iegūtā DNS ir pietiekoši tīra, to nevajag atkārtoti attīrīt un to var izmantot tālākajām analīzēm. Iegūto DNS var arī uzglabāt -20 vai -70ºC temperatūrā. 

Mikrosatelītu marķieru lokusu amplificēšana. Vecāku un probanda genotipu noteikšana sākas ar mikrosatelītu marķieru amplifikāciju PCR procesā lietojot ar krāsu iezīmētus fluorescentus praimerus. Zirgu marķieru lokusu amplifikācijas PSR procesā lieto 17 praimeru komplektu, pa vienam katram mikrosatelītu marķierim. Tālākajā procedūrā sagatavo PCR norisi katram testējamajam dzīvniekam. 

PCR sagatavošanā veic sekojošos soļus.
1. Kombinē 0.2 vai 0.5mL mēģenē tālāk norādītos reaģentus, lai iegūtu 17-reakciju norisei vajadzīgo īpašo maisījumu (master mix).
2.2.1. tabula. PCR reaģentu tabula
	Komponenti
	Tilpums, μL

	
	vienam paraugam
	desmit paraugiem a

	StockMarks PCR buferis
	            2.5
	        27.5

	dNTP mix
	            4.0
	        44.0

	AmpliTag Gold® DNA Polymerase
	            0.5
	           5.5

	Amplification primer mix
	            4.0
	         33.0

	Dejonizēts ūdens
	            3.0
	         44.0

	Kopējais tilpums
	          14.0
	       154.0



Paskaidrojums:  a  -  Kopējais tilpums vienam reaģentam līdzinās tilpumam 
vienam paraugam pareizinātam ar paraugu skaitu, plus viens. Papildus tilpums domāts zudumiem, kādi rodas reaģentu pārnešanas laikā.
2. Maisījumu vorteksē.

3. Katram testējamajam dzīvniekam atsevišķā PCR mēģenē ar plānām sienām iepilda 14μL īpašmaisījuma.

Svarīgi! Jālieto atbilstošā tipa PCR termociklera mēģenes, kuras lietos realizējot PCR.
4. Sagatavo DNS šablonu:


a. Kontroles DNS šablonu, atšķaidot kontroles DNS kā 1:8.


b. Citiem DNS šabloniem, atšķaidot uzkrāto DNS 1-10ng/μL.


c. Iepilda 1μL DNS šablona katrā PCR mēģenē.


d. Aizvāko mēģenes.

Ievērosim: DNS koncentrācija var variēt. Pieskaņosim pievienojamā dejonizētā ūdens tilpumu šablona DNS daudzumam. Kopējam tilpumam, kurā norisēs PCR ir jābūt 15μL.

5. Nedaudz vorteksē.

6. Nedaudz centrifugē mikrocentrifugā, lai pārliecinātos, ka viss mēģenes saturs ir sastājies mēģenes dibenā.

PCR realizēšana


Jāiepazīstas ar rokas grāmatu, lai saņemtu padomus termociklera programmēšanai. PCR operāciju secība ir sekojoša:
1. Ievieto reakcijas mēģeni termociklerā.

2. Lieto šādus termociklera režīma nosacījumus:
2.2.2. tabula. Termocikla režīms
	Laiks un temperatūra

	Sākuma solis a)
	Katrā no 30 cikliem
	Noslēgums

	
	Kušanas
(Melt)
	Rūdīšanas
(Anneal)
	Izstiepšanas
(Extend)
	Izstiepšana
(Extension)
	Solis
(Step)

	10min
95ºC

1 cikls
	30sek.
95ºC


	30sek.
60ºC


	60sek.
72ºC


	60min
72ºC

1 cikls
	4ºC

auksts


a)  - Sākuma 10min 95ºC karsēšanas solis ir vajadzīgs, lai aktivizētu AmpliTaq Gold DNS polimerāzi.
3. Palaižam procesu.

4. Glabā PCR produktus 2-6ºC temperatūrā, līdz var veikt šo produktu analīzes.

DNS profilēšana


Noslēdzošais posms mikrosatelītu tehnoloģijā, kad iegūstam konkrētus datus par testējamo dzīvnieku ir PCR produktu apstrāde ar kādu no analizatoriem. Biežāk lietotie analizatori ir ABI Prism Genetic Analyzer 3100 vai 310. Iegūstam elektroferogrammu (2.2.1.att.), kur šajā gadījumā redzam marķieru HTG10, HTG7, HMS3 un HMS2. 
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2.2.1. attēls. Zirga DNS profils ar 3.grupas mikrosatelītu četru marķieru līknēm.
Tas ir fragments no 17 mikrosatelītu marķieru komplekta, ko izmantojam zirgu DNS profilēšanai. Procesa būtība ir tāda, ka ABI PRISM® instrumentā paraugs seko fluorescences detektoram, bet GeneScan® programma savāc signālus un izsaka katra parauga lielumu bāzu pāros (bp). Tad GeneScan datus pārnes tieši uz Genotyper® vai GeneMapperTM programmu genotipēšanas rezultātu analīzei. 
3. Pētījumu rezultāti
3.1. Metodiskie principi dzīvnieku molekulāro pētījumu rezultātu datu bāzes veidošanai un materiāla uzkrāšanai Latvijā
Biomateriāla paraugi ( 3.1.att., 1.) DNS iegūšanai varētu būt jebkurš substrāts, kas satur attiecīgā dzīvnieka nukleāro DNS. Mūsu pētījuma apstākļos mēs sākotnēji aprobežojāmies galvenokārt ar: (1) dzīvnieku venozās asins paraugiem (3ml vakutaineros, stabilizēti ar EDTA) un (2) apmatojuma paraugiem (30 – 50 matiņi ar matu sīpoliņiem, 5 x 10 cm aploksnītēs). Vēl varētu būt spermas paraugi, ko mums noteikti nāksies izmantot vaislas buļļiem, kuri vairs nav starp dzīvajiem. Varētu būt arī muskuļaudu un citu audu paraugi, kauli u.c. 

[image: image8]
3.1. attēls.  Biomateriāla un iegūto datu aprite
Paraugu iegūšanas un dokumentēšanas reglamentēšanai izstrādājām paraugu noņemšanas instrukciju (1.piel.) Iegūstot asins paraugu vakutaineri marķē, norādot parauga sākotnējo darba Nr., kādu tam piešķir paraugu noņemšanas partijā un dzīvnieka vārdu. Uz apmatojuma parauga aploksnītes ir ganāmpulka Nr. (piem., LV0246163) un dzīvnieka unikālais identifikācijas numurs (piem., LV024616010031). Parauga darba numuru lieto līdz brīdim, kad to piegādā laboratorijā. 

Paraugus uz laboratoriju piegādā kopā ar pavadošo dokumentu – Reģistrācijas pavadzīmi (4. piel.). Paraugus pieņemot laboratorijā aizpilda Paraugu pieņemšanas aktu (5. piel.). 
Saņemot paraugu laboratorijā katram paraugam piešķir kodētu laboratorijas numuru. Paraugus reģistrē laboratorijas žurnālos, kuri ir iekārtoti katras sugas dzīvnieku paraugu reģistrēšanai. Šos datus ieraksta arī datorā, saņemto paraugu failā. Parauga laboratorijas numuru lieto visās tālākajās apstrādes.
DNS izdalīšana ( 3.1. att. 3.) notiek uz vietas laboratorijā, saskaņā ar laboratorijā izstrādāto DNS paraugu izdalīšanas instrukciju (3. piel.). DNS paraugam lieto to pašu kodēto numuru, kādu tam piešķīra saņemot biomateriālu. Uzsākot biomateriāla parauga apstrādi, no sākotnējā parauga ņem DNS izdalīšanai nepieciešamo daudzumu (atkarībā no DNS ekstraģēšanas metodes) un tādu pat paraugu sagatavo atkārtotai analīzei (gadījumam, ja pirmais tālākas apstrādes mēģinājums būtu nesekmīgs). Atlikušo biomateriāla sākotnējā parauga daļu (3.1. att. 4.) sagatavo ilgstošai glabāšanai paraugu depozitārijā. Atbilstoši instrukcijai realizē DNS izdalīšanas protokolu. No biomateriāla parauga iegūto DNS paraugu pārbauda ar NanoDrop spektrofotometru, kur nosaka DNS klātbūtni un tās daudzumu (koncentrāciju), ng μL-1. 
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3.2. attēls. Iegūtā DNS parauga pārbaude ar spektrofotometru 
Daļa DNS izlietojas PCR apstrādei, bet daļu glabā kā neaizskaramu rezervi (DNS depozitārijs) ( 3.1. att., 4.). 
DNS PCR apstrāde (3.1. att., 5.) notiek uz vietas laboratorijā. PCR procedūra (atbilstoši metodikā norādītais darba protokols) sagatavo paraugus tālākai apstrādei ar ģenētisko analizatoru (Applied  Biosystems 3130 Genetic Analyzer, ABI PRISM ® 3100-Avant  Genetic Analyzer vai kādu citu tamlīdzīgu). PCR procedūrā DNS paraugu apstrādā ar iezīmētu fluorescentu multipraimeru komplektu: zirgiem StockMarks 17 praimeru komplektu, govīm – StockMarks 11 praimeru komplektu.

PCR darba sagatavošanas parametrus reģistrē PCR protokolā (6. piel.).
Amplifikantu analīze (3.1. att., 6.) mūsu situācijā notiek ārpus laboratorijas, jo mūsu laboratorijā nav Applied Biosystems  (3130 Genetic Analyzer  vai cita tamlīdzīga). Tādēļ šo analīžu veikšanai izmantojam citu laboratoriju pakalpojumus. 

Apstrāde ar ģenētisko analizatoru var notikt principiāli divējādi: (1) analizējot mikrosatelītu marķieru klātbūtni, kā tas notiek nosakot DNS profilus, piemēram, konkrētudzīvnieku identificēšanai, izcelšanās pārbaudei un (2) sekvencējot DNS fragmentu nukleotīdu secību.

ABI PRISM® instrumentā paraugu kapilāro elektroforēzi apseko detektors un, savukārt, GeneScan® programma savāc signālus un izsaka katra DNS parauga fragmenta lielumu bāzu pāros (bp). Programma automatizēti katram paraugam iegūtos analīzes rezultātus saformē *.fsa failā. Šie faili satur informāciju par fragmentu garumiem, pīķu raksturojumiem u.c.


No *.fsa failiem iegūto informāciju izmantojam DNS profilu iegūšanai (6. un 7. piel.) un iegūto rezultātu tālākai analīzei.

Rezultātu datu analīze notiek laboratorijā (3.1. att. 7.). Tā kā tāda programmatūra, kā Genotyper® vai GeneMapper® ir dārga, tad mūsu laboratorijas apstākļos rezultātu datu vienkāršākai analīzei varam izmantot tikai Applied Biosystems brīvi piedāvāto Peak ScannerTM programmatūru. Ar šo programmatūru jau ir iespējams importēt un analizēt fragmentu analīzes failus (*.fsa), ko formē šobrīd izmantojamie Applied Biosystems ģenētiskie analizatori. Apskatam un analizējam neapstrādātus un arī analizētus failus. Ar šo programmu var mērīt lielus, līdz 1200bp fragmentus.

Iegūtos DNS profilus reģistrē DNS profilu uzskaites sarakstos (7. vai 8. piel.) un uzkrāj datu bāzē (3.2.4. att.). 
3.2.  Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijas datu bāze
Laboratorijas datu bāzes formēšanai (3.1. att. 8.) izstrādājām speciālu datu bāzi apkalpojošu datora programmu, kura ieraksta datu bāzes failā sekojošus sākuma datus (3.2.1. un 3.2.2.att.): 

1.  Dzīvnieka unikālo identifikācijas numuru (ID), ar kādu dzīvnieks ierakstīts LDC
     datu bāzē;

2. Laboratorijas datu bāzē dzīvniekam piešķirtais laboratorijas iekšējais numurs 
     (DB), kas sākas ar 1. un iet pieaugošā kārtībā pēc kārtas, katram nākošajam
     dzīvniekam, kura biomateriāls ienāk laboratorijā, neatkarīgi no dzīvnieka sugas.

3. Izdalīšanas kods (Izd.kod.), kuru katram paraugam piešķir, ņemot to uz DNS izdalīšanu. Pirms ar cipariem izteiktā koda liek dzīvnieka sugas piederību noteicošo burtu (H - zirgi, C – govis, S - aita utt.) un tālāk raksta ciparu, kas norada uz materiāla veidu (asinis, mati sīpols utt.). Sīkāku informāciju par izdalīšanas kodu piešķiršanu atrodam DNS paraugu izdalīšanas instrukcijā (3. piel.);

4. Reģistrācijas numurs (Reģ. Nr.), kuru piešķir paraugam, reģistrējot paraugus reģistrācijas žurnālā.

Kā redzam no attēla (3.2.1. att.) izdalīšanas koda piemērs, ko mēs lietojam, ir burta un cipara kombinācija, kas sākas, šajā gadījumā ar „ H 1. – „ , kur aiz domu zīmēs tālāk liekam skaitļus pēc kārtas, paraugu veidošanas secībā. Burts nozīmē sugu, H – zirgs un 1. pirms domu zīmes nozīmē sākotnējā biomateriāla veidu – šajā piemērā tas nozīmē, ka DNS tiek ekstraģēta no šķidras asins. 

Kā tas ir redzams (3.2.1. att.) datu bāzes paraugu sākuma datu reģistrācijas saraksti ir veidoti atsevišķi katras sugas dzīvniekiem un mēs viegli varam pāriet uz citas sugas sarakstu pārslēdzot attiecīgo augšējo pogu.
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3.2.1. attēls. Datu bāzē reģistrējamie zirgu sākuma dati
Šajā attēlā (3.2.2. att.) redzam govju sākuma datu reģistrācijas sarakstu, kas ir identisks iepriekš aplūkotajam zirgu datu sarakstam. Mainās tikai konkrētās informācijas saturs. Vispirms jāatzīmē, ka dzīvnieka identifikācijas numurs šeit ir dots bez oficiāli numuram sākumā pierakstāmās burtu kombinācijas LV, kas ir valsts kods. Tālāk, aiz LV, atkarībā no rajona un saimniecības kodu lieluma, ID numuram var būt lielāks vai mazāks 0 zīmju daudzums. Zirgu datu sarakstā (3.2.1. att.) parādītais pirmais ID numurs pilnā pierakstā ir LV016044050013, tātad, 14 zīmīgs apzīmēšanas numurs, kura piektā zīme, skaitot no beigām, ir sugas kods, šajā gadījumā 5, kas nozīmē zirgus. Govju gadījumā sugas kods ir 1.
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3.2.2. att. Datu bāzē reģistrējamie govju sākuma dati 
Govīm (3.2.2. att.) izdalīšanas kods C 1.- norada, ka tie ir govju paraugi un DNS ir ekstraģēta no šķidras asinis sākuma parauga.

Datu bāzes paraugu reģistrācijas sarakstā tālākajās ailēs pie katrā parauga ieraksta DNS profilēšanas rezultātus, kas ir informācija par to, kas konkrētam dzīvniekam ir konstatēts attiecīgajā praimeru kontrolētajā lokusā, zirgiem 17 lokusos un govīm 11 lokusos (3.2.3.att.). Šajā attēlā redzam konkrēto praimeru nosaukumus, kuri šajā tabulā sākas TGLA227 un beidzas ar BM1824.
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3.2.3.attēls. Tabula govju 11 praimeru datu ierakstīšanai 
Pēc profila saņemšanas saraksta ailītes aizpilda ar konkrētās informācijas skaitļiem (3.2.4.att.). Redzam, ka katrs ieraksts sastāv no diviem skaitļiem, ar divām decimālām zīmēm aiz punkta, atdalītiem ar dalīšanas zīmi. Tā paraugam 016044050013 praimera VHL20 lokusā ir ieraksts 90.7/104.97. Nav grūti pamanīt, ka atsevišķos gadījumos šie skaitļi ir dažādi, kā aplūkotajā gadījumā, bet atsevišķos gadījumos tie ir vienādi.
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3.2.4.attēls. Aizpildīts zirga profilu saraksts
Ja abi skaitļi ir vienādi, kā tas mēģināts parādīt attēlā (3.2.5. att.), tad tas nozīmē, ka šajā lokusā abas alēles ir vienādas un šis ir homozigotātes gadījuma piemērs.  
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3.2.5. attēls. Homozigotātes gadījums lokusā HTG20
Tas, ka mēs ar šo metodisko pieeju spējam noteikt konkrētu lokusu homo- un heterozogotātes gadījums, parāda iespēju iegūt statistisku materiālu lai spriestu par šo alēļu biežumiem un ar to varētu raksturot attiecīgo dzīvnieku populāciju.

Lai ievestu skaitļus datu bāzē, nepieciešami divas reizes uzklikšķināt uz attiecīgo paraugu un atveras papildus logs „Labot” precizētas informācijas ievadīšanai (3.2.6.att.) datu bāzē. Šajā gadījumā, kad ievada tabulu Labot izsaucām uzklikšķinot noteiktam ierakstam, izsauktā „Labot” tabula satur visu iepriekš ievadīto informāciju un varam labot to ierakstu, kurā ir atklāta kļūda vai kurā trūkst kādas informācijas.
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3.2.6. attēls. Logs datu koriģēšanai
Lai datu bāzei pievienotu jauna parauga datus, ir jānospiež poga „Jauns ieraksts”, kas atrodas datu tabulas augšdaļā un atvērsies tukšs papildus logs (3.2.7. un 3.2.8.att.)
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3.2.7.attēls. Poga „Jauns ieraksts” jauna parauga ierakstīšanai
[image: image18.png]



3.2.8.att. Logs jauna parauga datu ierakstīšanai datu bāzē
Ar katru paraugu saistībā ir ģenētiskā analizatora izdotais *.fsa fails un dzīvnieka ciltskarte (3.2.9.att.). 
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3.2.9.attēls. Papildus datu ievadīšana
Kā redzam, logā „Datne” ir parādīts .fsa failam atbilstošā parauga nosaukums, šinī gadījumā, „A02_zirgi” un aiz tā dots arī parauga analīzes datums un faila nosaukuma paplašinājums „_083107_2007-08-31.fsa”.

3.3.  Analizējamā sākuma biomateriāla sagāde un glabāšanas iespējas
Fermu dzīvnieku DNS paraugu glabāšanas depozitārija izveide. No asinīm, matu sīpoliņiem vai spermas izdalīto DNS iespējams ilgstoši uzglabāt. Tas tiek veikts dažādiem mērķiem, vai nu tas būtu nākotnei, lai varētu veikt paternitātes analīzes, vai arī zinātnei attīstoties - no retākiem un unikāliem atsevišķu sugu pārstāvjiem iegūto DNS varētu izmantot to klonēšanai. DNS iegūšana un uzglabāšana varētu būt saistīta ar iespēju saglabāt vietējās līnijas vai šķirnes. Šajās līnijās var pastāvēt gēnu kombinācijas, kuras var būt perspektīvas specifiskiem mērķiem vai atšķirīgiem klimatiskiem apstākļiem. DNS uzglabāšanas mērķis ir saglabāt specifiskus gēnus. Tas būtu visvienkāršāk realizējamais mērķis, ja gēnu efekti būtu labi redzami, vai arī ja gēna DNS secība ir jau definēta.
Tāpēc esam aizsākuši Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijā iekārtot fermu dzīvnieku ģenētisko resursu depozitāriju DNS un sākotnējā biomateriāla ilgstošai uzglabāšanai. Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijā ir visa atbilstošā iekārta lai to varētu realizēt. Mums ir saldētava, kurā DNS var uzglabāt ilgstoši, nodrošinot -70ºC temperatūru. Gadījumā, kad DNS nav paredzēta ilgstošai uzglabāšanai, tad to var glabāt vienkārši ledusskapja saldētavā pie -20ºC temperatūras.

Projekta ietvaros mēs esam ieguvuši 70 zirgu, 21 govs un 45 aitu DNS paraugus. Vēl mēs esam ieguvuši 67 dažādu sugu un šķirņu ģenētisko resursu dzīvnieku asins paraugus, no kuriem DNS izdalījām pie mūsu sadarbības partnera LU BI Genomikas un bioinformātikas laboratorijā, Salaspilī. Minēto 67 DNS paraugu sastāvā ir 16 Latvijās brūnās, 15 Latvijas zilās, 8 Latvijas baltās šķirnes cūku, 16 Latvijas tumšgalves aitu un 12 Latvijas siltasiņu zirgu DNS paraugi. Paralēli mēs izmantojam arī otru biomateriāla veidu DNS ekstraģēšanai – matu (sīpoliņu) paraugus. Mums ir iegūti apmatojuma paraugi 126 Latvijas zilās šķirnes dzīvniekiem 61 ganāmpulkā. Biomateriāla iegūšana turpinās un mēs plānojam iegūt apmatojuma paraugus no visiem Latvijas brūnās un Latvijas zilās šķirnes ģenētisko resursu dzīvniekiem.. Viss iegūtais materiāls veido depozitārija sākumu.

Patreizējā projekta variantā metodiskais akcents ir likts uz tāda materiāla sagādi, kas ir piemērots izcelšanās datu pareizības pārbaudei. Tālākajā darbā depozitārijs būtu papildināms ar ģenētisko resursu dzīvnieku paraugiem. Resursu dzīvnieku glabājamais materiāls varētu būt pārstāvēts ar izlases veidā iegūtu paraugu vai arī pilnīgi visu resursu dzīvnieku DNS paraugiem. Šo apjomu noteiks finansējuma iespējas.

Tiesa, vēl pastāv risks, ka, piemēram, elektrības atslēgšanās rezultātā vai arī kādu citu tamlīdzīga rakstura faktoru ietekmē, primārajā DNS uzglabāšanas novietnē iegūtais materiāls varētu aizietu bojā.

Lai nodrošinātos pret dažādām tamlīdzīgām likstām un negadījumiem, šādus konkrētu fermu dzīvnieku DNS uzglabāšanas depozitārijus būtu nepieciešamas dublēt, proti, iekārtot arī cituviet.


Pilnvērtīgāku genoma sekvenču pieejamība pavērs iespēju novērtēt genoma saglabāto nekodējošo reģionu funkcijas. Datu bāzes nekodējošo un kodējošo (gēnu) sekvenču organizācija genomā ir materiāls bioinformātikai. DNS sekvenču vai proteīnu analizēšana ir pirmais posms. Pastāv vairākas datu bāzes ar DNS un proteīnu sekvencēm, piemēram, FASTA , PSI-BLAST. 

Projekta izpildei analizējamā biomateriāla sagāde un DNS izdalīšana. DNS ieguvei lietojam Fermentas Genomic DNA Purification Kit. Kā biomateriālu izmantojām 70 zirgu asinis. Pārbaudījām arī iespēju iegūt DNS no matu sīpoliņiem, kas būtu daudz vienkāršāk biomateriāla ieguves nozīmē. 
Strādājot ar asins paraugiem 200µl asins ievietojam Ependorfa mēģenē un pievienojam 400µl Lyzis solution. Mēģenes ievietojam ūdens vannītē 65ºC ūdens peldē uz 10 minūtēm.

Paraugam pievieno 600µl hloroforma, iegūto viegli sakrata un liek centrifūgā pie 10000 apgriezieniem uz 2 minūtēm.

Atsevišķās mēģenēs sagatavo precipitācijas šķīdumu, kas sastāv no 720µl dejonizēta ūdens un 80µl Precipitation solution. Iegūtajam šķīdumam pievieno centrifugētā materiāla augšējā frakcija. To visu apmaisa istabas temperatūrā un centrifugē 2 minūtes pie 10000 apgriezieniem minūtē.

Pēc centrifugēšanas augšējo frakciju (visu šķidrumu) nolej. Atkarībā no DNS daudzuma substrātā, to var pamanīt kā lielākas vai mazākas nogulsnes uz mēģenes sienām. Mēģenes apžāvē istabas temperatūrā.

Uz nogulsnēm mēģenēs uzlej 100µl NaCl šķīdumu. Nogulšņu izšķīdināšanai izmanto vorteksu. Pievienoti 300 µl ledusauksta etanola. Paraugus ievieto uz 20 minūtēm saldētavā -20ºC temperatūrā.

Kad paraugi ir izņemti no saldētavas, tos centrifugē 4 minūtes pie 10000 apgriezieniem.

Šķīdumu nolej un DNS paraugus apžāvē. DNS nogulsnēm uzlej 300µl 70% ledusauksta etanola. Pēc tam paraugus uz vorteksa mazgā un uz 3 minūtēm liek  centrifugēt pie 10000 apgriezieniem.

Etanolu nolej, paraugam ļauj apžūt un tad tam pievieno 100µl dejonizēta ūdens.

Paraugus ievieto saldētavā -20ºC temperatūrā līdz to nākamai apstrādei.

DNS koncentrācija. To noskaidro ar spektrofotometra palīdzību (3.3.1. tab.). DNS ir pietiekami tālākajām operācijām, ja tā ir robežās 1 - 10ng µl-1. DNS daudzumus nosakām ar NanoDrop 1000 spektrofotometru. Daļai no paraugiem DNS daudzums bija mazāks par 1 ng µl-1, bet tas nenozīmē, ka DNS nepietiek turpmākajām analīzēm.

3.3.1. tabula. Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijā iegūtās zirgu DNS koncentrācijas pārbaudes rezultāti

	N.p.k.
	Vārds
	DNS*
	N.p.k.
	Vārds
	DNS*
	N.p.k.
	Vārds
	DNS*

	1
	Avene
	0,8
	24
	Ralfa
	0,6
	47
	Emils Old
	16,9

	2
	Aura
	1,4
	25
	Playboy
	18,1
	48
	Digne
	1,2

	3
	Lords
	1,7
	26
	Apart
	7,8
	49
	Lotoss
	11,6

	4
	Dempsija
	0,7
	27
	Old Emiltons
	4,1
	50
	Gipsy Old
	7,9

	5
	Prima
	0,3
	28
	Airatons
	2,2
	51
	Lavīna
	0,1

	6
	Lagos
	2,1
	29
	Abholo
	2,8
	52
	Jana
	10

	7
	Deps
	1,9
	30
	Grims
	5,5
	53
	Kiborgs
	8,7

	8
	Loma
	1,9
	31
	Rendo
	11,9
	54
	Liderboy
	1,6

	9
	Kabare
	2
	32
	Flamenko
	6,6
	55
	Patoss
	12,1

	10
	Febija
	0,7
	33
	Karido
	4,9
	56
	Reina
	0,7

	11
	Līvis
	1,2
	34
	Rigo
	1
	57
	Liedags
	13,6

	12
	Bacada
	1,5
	35
	Ivo Old
	6
	58
	Lenors
	2,4

	13
	Abava
	1,7
	36
	Ludolfs
	7,6
	59
	Eksperts
	0,6

	14
	Lubāna
	1
	37
	Arsenals
	8,5
	60
	Autors
	1,7

	15
	Libert
	11,5
	38
	Rendijs
	11,5
	61
	Komandors
	8,1

	16
	Duglass
	0,6
	39
	Fanāls
	3
	62
	Gastons
	12,3

	17
	Lafross
	0,9
	40
	Arčibalds
	2,3
	63
	Aromats
	23,4

	18
	Leslijs
	1,6
	41
	Appolo
	8
	64
	Furioso
	6,5

	19
	Varonis
	0,8
	42
	Altei-Radim
	6,5
	65
	Palzano
	5,9

	20
	Laerna
	1,4
	43
	Calvado 87
	10,6
	66
	Dzirnava
	3,4

	21
	Rikse
	2
	44
	Loretto
	12,3
	67
	Mereline
	1,1

	22
	Livonija
	2,3
	45
	Renibo
	6,2
	68
	Sitija
	0,6

	23
	Milana
	1,1
	46
	Diamondo
	0,2
	69
	Alegro
	3

	
	
	
	
	
	
	70
	Fejs
	1,1


Paskaidrojums: * - DNS daudzums izteikts ng μL-1

Pēc DNS izdalīšanas no biomateriāla veicām iegūtās DNS primāro analīzi, kas mūsu gadījumā aprobežojās ar DNS koncentrācijas novērtēšanu izmantojot NanoDrop spektrofotometru. Pēc iegūtajiem pārbaudes rezultātiem (3.3.2.tab.) redzam, ka iegūtās DNS koncentrācija bija visai plašā diapazonā, robežās no 0.1 ng/μL līdz 23.4 ng/μL. Pašreiz mums vēl ir maz pieredzes lai izskaidrotu šīs svārstības. 

3.3.2. tabula. DNS koncentrācija pārbaudīto zirgu analizētajos paraugos

	DNS koncentrācija, ng/μL
	Paraugu skaits ar attiecīgo DNS koncentrāciju

	                     0.1 -   0.9
	13

	                     1.0 -   1.9
	17

	                     2.0 -   2.9
	8

	                     3.0 -   9.9
	19

	                   10.0 - 23.4
	13

	                        Kopā
	70



Uzskatām, ka zināma loma ir tam apstāklim, ka analīžu veicēji vienlaikus arī bija spiesti apgūt šo analīžu metodiku. Zināma loma bija arī tam faktoram, ka mēs izmēģinājām vairākas DNS ekstraģēšanas metodikas: firmas Fermentas standarta kitu un metodiku ar Chelex-100.


Par DNS izdalīšanas metodikām mēs īpašu pētījumus neveicām, bet izmantojām galveno kārt tipveida metodiku (Fermentas). Zināma interese mums, protams, radās lai rastu izskaidrojumu lielajām koncentrāciju svārstībām. Tuvākajā nākotnē mēs būtu ieinteresēti tam veltīt zināmu uzmanību.


Tālāk saskaņā ar mūsu metodikā paredzēto realizējām katra parauga apstrādi PCR iekārtā lai iegūtu amplikonus, ko tālāk izmantot attiecīgā parauga DNS tipēšanai (profila iegūšanai).
3.4. DNS profilēšanas rezultāti


DNS profilēšana ir dzīvniekam kontrolējamo mikrosatelītu marķieru darbības rezultātu automatizēts grafisks attēlojums (3.4.1.att.), ko veic DNS analizators (ABI PRISM 3100Genetic Analyzer, ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer vai kāda cita tamlīdzīga iekārta)


Kā redzam marķieri ir sagrupēti un attiecīgās grupas praimeri ir iezīmēti ar vienu grupai kopēju kodējošo krāsu un kā tas redzams attēla (3.4.1.att.), pirmais praimeru četrinieks: VHL20, HTG4, AHT4 un HMS7, ir iezīmēti ar zilo krāsu. Amplikonu analīzi veicam Latvijas ģenētisko resursu Molekulārās ģenētikas laboratorijā, Salaspilī, ar ABI PRISM analizatoru. 

[image: image20]
3.4.1. Zirgu DNS tipēšanas pirmā marķieru grupa, kas šajā kitā iezīmēti ar zilo krāsu

Katras marķieru grupas marķieri ir komplektēti vadoties no to lieluma (izteikta bāzu pāros, bp), tā lai tie katrs būtu savā lieluma diapazonā un savstarpēji nepārklātos.

Ja attiecīgajam dzīvniekam ir atbilstošais mikrosatelītu marķieris, tad tas atspoguļojas profila grafikā. Mēs izšķīrāmies pamatā izmantot divus komerciālus kitus: Applied Biosystems 17 paraimeru kitu zirgiem un 11 praimeru kitu govīm, kas paredzēti galvenokārt abu sugu dzīvnieku izcelšanās datu kontrolei pēc DNS marķieriem. Abu šo kitu praimeru izkārtojumu pa krāsām varam redzēt tabulās (3.4.1. un 3.4.2. tab.)


Zirgu mikrosatelītu marķieri ir sakārtoti pa četrām krāsu grupām: zila, zaļa, dzeltena un sarkana. Katrā krāsā ir izraudzīti mikrosatelītu komplekti, kuru lielumi bāzu pāru (bp) skaita ziņā aizņem reģionus pieaugošā secībā no 1 līdz apmēram 270, savstarpēji krāsas ietvaros nepārklājoties.

3.4.1.tabula. Zirgu specifiskie AB StockMarks® mikrosatelītu marķieri

	Lokusi
	Krāsu nosaukums
	Krāsas
	DNS fragmentu garums (bp)*

	VHL20
	6-FAM
	Blue/Zils
	83-102

	HTG4
	6-FAM
	Blue/Zils
	116-137

	AHT4
	6-FAM
	Blue/Zils
	140-166

	HMS7
	6-FAM
	Blue/Zils
	167-187

	HTG6
	VIC
	Green/Zaļš
	74-103


	AHT5
	VIC
	Green/Zaļš
	126-147

	HMS6
	VIC
	Green/Zaļš
	154-170

	ASB23
	VIC
	Green/Zaļš
	176-212

	ASB2
	VIC
	Green/Zaļš
	237-268

	HTG10
	NED
	Yellow/Dzeltens
	83-110

	HTG7
	NED
	Yellow/Dzeltens
	114-128

	HMS3
	NED
	Yellow/Dzeltens
	146-170

	HMS2
	NED
	Yellow/Dzeltens
	215-236

	ABS17
	PET
	Red/Sarkans
	104-116

	LEX3
	PET
	Red/Sarkans
	137-160

	HMS1
	PET
	Red/Sarkans
	166-178

	CA25
	PET
	Red/Sarkans
	224-247


* bp – bāzu pāri.


Analogi tas ir arī govju kita gadījumā, kur krāsu skaits ir izvēlēts mazāks kā zirgu kitā; tikai trīs krāsas: zila, zaļa un sarkana. Šeit pirmajā grupā ir izkārtojušies 5 marķieri, bet divās pārējās grupās ir tikai pa trim marķieriem. 
3.4.2. tabula. Govju AB StockMarks® mikrosatelītu marķieri

	 Lokusi
	Krāsu nosaukums
	Krāsas
	DNS fragmentu garums (bp)  *

	TGLA227
	FAM
	Blue/Zils
	64-115

	BM2113
	FAM
	Blue/Zils
	116-146

	TGLA53
	FAM
	Blue/Zils
	147-197

	ETH10
	FAM
	Blue/Zils
	198-234

	SPS115
	FAM
	Blue/Zils
	235-265

	TGLA126
	JOE
	Green/Zaļš
	104-131

	TGLA122
	JOE
	Green/Zaļš
	134-193

	INRA23
	JOE
	Green/Zaļš
	193-235

	ETH3
	NED
	Yellow/Dzeltens
	90-135

	ETH225
	NED
	Yellow/Dzeltens
	136-165

	BM1824
	NED
	Yellow/Dzeltens
	170-218


*    bp – bāzu pāri.
Tālāk aplūkosim ķēves Avene LV016044050013 iegūto DNS profilu. Profils sastāv no 17 praimeru analizētajiem DNS lokusiem. Pirmie 4 praimeri ( 3.4.2.att.) ir iezīmēti ar zilo krāsu. Grafiskajā daļā redzam t.s. „pīķus”, kuri pārstāv attiecīgā praimera konstatētā DNS fragmenta garumu bāzu pāros (bp). Tas nosaka izvietojumu redzamajā koordinātu sistēmā, kur var redzēt pīķa augstumu (oordināta) un attiecīgajam praimerim atbilstošo zonu (abscisa).
LV016044050013  
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3.4.2. attēls. Ķēves Avene LV016044050013 DNS profila pirmie 4 kontrolētie lokusi.
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3.4.3. attēls. Ķēves Avene LV016044050013 otra praimeru grupa
[image: image23.png][HTG1O ] HTGT ] [HS3 1 [l —
o
e IR





[image: image24.png]o

[BSBIT
0 1o

m

10

LEX3
1m0 160

m

200

210

20

[cAa25
20 240

250

200

_

e 112,44
feon

e 135,56
fe 2628

e 1779

e 1256

r
e z23.53
e 1526
I
)
e 3203
f 1215





3.4.3. attēls. Ķēves Avene LV016044050013 trešā un ceturtā  praimeru grupa

Zirgu DNS profilu analizē pēc 17 praimeriem un katra profila datus fiksē datu bāzē (3.2.4. att.). Iegūtie DNS profili (grafiskais attēls un skaitliskais raksturojums) ir unikāls dzīvnieka raksturojums, kas dzīvnieka dzīves laikā nemainās (unikāls un reproducējams). Tāpēc tos glabāsim gēnu bankā. Ķēvei Avenei LV016044050013 DNS profila konkrētie raksturojošie lielumi doti tabulā (3.4.3. tab.).
Analogi kā zirgiem, arī govīm nosakām DNS profilus (3.4.4. att.), ko principā iegūstam tāpat, kā zirgiem. Atšķiras tikai praimeru sastāvs un skaits. Praimeris ir noteiktu nukleotīdu virkne (3.4.3. tab.), kuras viena no otras atšķiras un ir raksturīgas tikai noteiktajam praimerim.

3.4.3. tabula. Zirgu praimera VHL20 nukleotīdu sekvence

	Mikrosatelīta lokuss
	Praimera sekvence (tiešā un reversā) 
	Avots

	VHL20
	5’-CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG-3’

5’-AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG-3’
	Van Haeringen et al. (1994)  [107]


3.4.3. tabula. Ķēves Avene LV016044050013 DNS profilu raksturojošie lielumi
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Dati par katru analizējamo dzīvnieku ir atrodami *.fsa failos, šo failu attēlojumos grafiskā veidā (3.4.1. – 3.4.3. att.) un MĢPL datu bāzē.
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3.4.4. attēls. Ķēves Avene dati LDC datu bāzē
Tālāk ir parādīts DNS profils LLU MPC Vecauce govij Patai LV012460212161 (3.4.5. att.)
Govs LV012460212161
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3.4.5. attēls. Govs Pata LV012460212161 DNS profils (11 praimeri)
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3.4.5. attēls. Govs Pata dati LDC datu bāzē
3.5. Ģenētisko resursu dzīvnieku molekulārie deskriptori

Ja baktērijām un vīrusiem visu DNS pārstāv tikai viena, atsevišķa tās molekula, tad augstākajiem organismiem, kas ir daudzšūnu veidojumi, DNS ir sadalīta pa vairākām DNS molekulām, kas maksimāli kompaktizētas, „iepakotas” ar attiecīgā proteīna (histonu) palīdzību, ir pazīstamas kā hromosomas. DNS molekula, kā zinām ir nukletīdu pāru virkne un, piemēram, cilvēka hromosomā vidēji ir ap 130 miljoni nukleotīdu pāru. Ja ņemam kopā visas šūnā esošās hromosomas, tad nukleotīdu pāru skaits sasniedz 6 miljardus un despiralizētā veidā, saliktas viena otrai galā, šo molekulu kopējais garums pārsniegtu 2 metrus. Ir saprotams, ka tādu nukleotīdu sekvenču garumu nav iespējams izmantot kā DNS „pirkstu nospiedumu” (DNA fingerprinting) un ir nepieciešams operēt ar kaut kādiem atpazīstamiem šo sekvenču nogriežņiem.

Individu identificēšanas tehnoloģiju, kas balstās uz nukleotīdu sekvenču izmantošanu sauc par DNS tipēšanu.  Šī metode balstās uz faktu, ka nukleotīdu secība DNS molekulā katram īpatnim ir atšķirīga, sava, oriģināla. Ģenētiskās atšķirības pakāpe šādā nozīmē ir atkarīga no salīdzināmo indivīdu radniecības pakāpes, proti, no gēniem, nukletīdu secībām, kas saņemtas no kopējiem priekštečiem. Identiskie dvīņi būs tik līdzīgi, ka būs grūti atrast kādas atšķirības starp to DNS. Parastajiem dvīņiem jau atradīsim daudz atšķirību.


DNS tipēšanas tehnoloģijas ir bijušas dažādas un tās ir pilnveidojušās un kļuvušas ērtākas lietošanai. Visas tās ir izmantojušas DNS fragmentus, kas ir unikāli indivīdam un atšķiras no citiem indivīdiem, proti, kuri ir polimorfi. DNS tipēšanā, jeb profilēšanā svarīgi ir atdalīt individuāli unikālos, polimorfos fragmentus no visiem kopējiem, svarīgas pazīmēs determinējošiem DNS posmiem. Viena no metodēm ko lietoja šiem mērķiem bija restrikcijas fragmentu garuma polomorfisma (RFLP – restriction fragment length polymorphism) izmantošana. Strādājot ar šo metodi lietoja restriktāzes, specifiskus bakteriālus fermentus, kas analizējamo DNS sagrieza gabalos, specifiskās vietās starp noteiktiem nukleotīdiem. Tad fragmentus šķiroja elektroforēzē. Īsākie fragmenti pārvietojās elektriskā laukā pa gēlu ātrāk un tālāk. Nākošais solis bija ultra plānas neilona membrānas (blota) izmantošana, ko uzklāja gēlam un kas caur kapilāriem piesūc klāt DNS fragmentus atbilstoši tam cik tālu tie bija aizgājuši. Lietojot sintētisku DNS, t.s. ģenētisko provi, kas piesaistījās tikai polimorfiem fragmentiem un tikai tiem, varēja atdalīt nost polimorfo DNS. Visa pārējā DNS tika noskalota prom, atstājot tikai unikālos fragmentus. Tā kā proves materiāls tika lietots radioaktīvs, ieguva fotogrāfijas, t.s. autoradiogrāfus ar pazīstamo „svītriņu kodu”, jeb DNS „fingerprint’u”, pēc kā var atšķirt konkrētus indivīdus.

Mēs lietojam mikrosatelītu marķieru PCR metodi, kas ir modernāka un ērtāka. Ar PCR veic amplifikāciju un praimeru piesaistīšanu, bet tipēšanai izmantojam ABI 373 automātisku genotipēšanas iekārtu. Analīzes gala rezultātā iegūstam īpatņa DNS profilu, kas ir specifisks tikai šim īpatnim un ir noderīgs īpatņa identificēšanai. Šos DNS profilus glabāsim datu bāzē, kā dzīvnieka molekulāru deskriptoru.

Mūsu izvēlētie mikrosatelītu marķieri ir orientēti uz dzīvnieku izcelšanās datu pareizības kontroli, vispirms paternitātes pareizības kontroli. Tajā pašā laikā iegūtie dati par to vai dzīvnieks ir heterozigots vai homozigots paver iespēju tālākai attiecīgās populācijas raksturošanai. Iegūstam līdzekļus lai varētu novērtēt ģenētisko daudzveidību, noskaidrot vai populācija ir Hardī-Veinberga ģenētiskā līdzsvarā, kā arī iegūt filoģenētiskus raksturojumus. 

Jēdziens „molekulārs deskriptors” ir visai specifisks[26.], ko plaši lieto fizikālajā ķīmijā, molekulārajā fizikā, organiskajā ķīmijā, kvantu ķīmijā, ķīmiskajā sintēzē, polimēru ķīmijā, medicīniskajā ķīmija u.c. Jēdziena satura galvenais akcents ir tas, ka tam jābūt informāciju saturošam (3.5.1. att.), tādam, kas sniedz jaunu informāciju par sistēmu, šajā gadījumā molekulu, kas ir sistēma, ar noteiktiem elementiem (ķīmiskiem elementiem, elementu grupām un noteiktu algebru, kas apraksta to mijiedarbību).

Par to, ka molekulāro deskriptoru problemātika ir aktuāla arī molekulārajā ģenētikā un mūsu gadījumā, šo deskriptoru pielietošanā dzīvnieku ģenētisko resursu raksturošanā, varam saprast no molekulāro deskriptoru eventuālās lomas fizikāli- ķīmisko īpašību un bioloģisko aktivitāšu izpratnē (3.5.2. att.) un savstarpējās attiecībās.


Molekulāro deskriptoru definīcijas atrodam dažādas, bet būtiskais ir to saistība ar molekulu struktūru. Molekulārais deskriptors ir vienkārši īpašību komplekts[27.], kas ir asociēts ar divu vai trīs dimensiju molekulāro struktūru. Šādi deskriptori ir lietojami lai raksturotu molekulas, kā arī lai meklētu vajadzīgo informāciju milzīgajās kompaudu bibliotēkās, atbilstoši vajadzīgajām ķīmiskajām, strukturālajām, kā arī farmakoloģiskajām īpašībām.
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3.5.1. attēls. Molekulārā deskriptora informatīvā būtība

Mūsu pētījumi par molekulāro deskriptoru izmantošanas iespējām dzīvnieku ģenētisko resursu raksturošanā ir vēl tikai procesā, kad analizējam pieejamo zinātnisko literatūru un citu valstu praktisko pieredzi. Līdz šim mums ir izdevies konstatēt tikai vispārējus ieteikumus. Tā Vācijas nacionālajā dzīvnieku ģenētisko resursu programmā [28.] atrodam norādi, ka turpmāk dokumentēs arī ģenētiskās īpatnības un ģenētiskās distances, ja tādas tiks pieteiktas („Ferner werden Angabe zu genetischen Besonderheiten und genetischen Distanzen dokumentiert, wenn solche gemeldet wurden”). Arī Apvienotās Karalistes dzīvnieku resursu saglabāšanas programmā atrodam līdzīgas piebildes[29.]. Programmas sadaļā kas veltīta molekulārai raksturošanai (Molecular Characterisation) norāda, ka molekulārie raksturojumi, kas vispārīgā veidā
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3.5.2. attēls. Molekulāro deskriptoru attiecības ar bioloģiskām aktivitātēm
mēra ģenētisko līdzību un distances starp šķirnēm un līnijām, ir veiktas vairākumam sugu (cūkām, aitām, govīm un zirgiem), ieskaitot arī daudzas vietējās šķirnes. Tomēr autori uzskata, ka šie raksturošanas pētījumi nav pietiekoši izsmeļoši, kā arī daudzas aitu un putnu šķirnes nav saņēmušas vajadzīgo uzmanību. 
3.6.  Ģenētisko resursu dzīvnieku molekulārā pasportizācija

Saskaņā ar mūsu ieceri molekulārās pasportizācijas jēdzienu bijām domājuši tādu, ka pēc kaut kādiem molekulāriem raksturotājiem varētu identificēt noteikto īpatni un viennozīmīgi atšķirt no jebkura cita. Tajā pašā laikā būtu vēlams, lai par noteikto īpatni būtu pieejama informācija par viņa molekulāriem raksturotājiem, kuri norāda uz viņa pozitīvām un arī negatīvām īpašībām. Šajā daļā pasportizācijas informācija varētu saskarties ar gēnu bankas un datu bāzes saturiem. Nebūtu lietderīgi ja šie saturu lauki pārāk pārklātos.


Projekta patreizējā fāzē molekulārajai pasportizācijai domājam izmantot :

1. DNS profilu. Zirgiem tas saturēs informāciju par 17 molekulārajiem marķieriem; govīm – 11 molekulārajiem marķieriem.

Tā būs konkrēto dzīvnieku identifikācijas informācija.

2. Informāciju par atsevišķiem gēniem. Tā varētu būt informācija par kādiem kaitīgiem gēniem (piemēram, BLAD gēnu (Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency gene; izlases veidā). Par tamlīdzīgu gēnu monitoringu mums vēl trūkst metodiskās pieredzes. Mums ir zināma iestrāde par miostatīna gēna identifikāciju un šajā virzienā uzskatam par lietderīgu darbus turpināt.

3. Grūti uztveramu pazīmju informācija. Te pirmajā kārtā ir meklējami molekulārie raksturotāji, kas atklāj adaptīvās un slimību rezistences īpašības.

Izcelšanās datu pārbaude. Zirgu iesūtītos biomateriāla paraugus izmantojām izcelšanās datu pareizības pārbaudei. To var veikt, ja iespējams DNS profilu iegūt probandam un tā vecākiem. Vienlaikus izmantojām sadarbības iespēju ar Viskrievijas Zirgkopības zinātniskās pētniecības institūta (VZZPI) Ģenētikas laboratoriju lai vienam un tam pašam dzīvniekam noteiktu izcelšanās datu pareizību pēc divām metodēm: (1) asins grupu metodes un (2) DNS profilu metodes. DNS profiliem izmantojām apmatojuma sīpoliņus. Vienlaicīgajai kontrolei izmantojām ķēvīti Kadriju un tās vecākus, tēvu, Kru-Kru līnijas ērzeli, Kangaru LV 039110150006, kas ir Latvijas siltasiņu ģenētisko resursu pārstāvis un māti ķēvi Rozemundu.

Paternitātes noteikšana VZZPI pēc asins grupām apstiprināja Kadrijas izcelšanās pareizību un mēs saņēmām apstiprinošu sertifikātu (10.piel.). DNS profilēšanas rezultāti VZZPI, izmantojot to pašu Equine17 praimeru kitu, apstiprināja faktu, ka kumeļš Kadrija ir piedzimis no vecākiem Kangara un Rozemundas (11. -  13. piel.)).

Paralēli tam arī mūsu laboratorijā ieguvām šo trīs zirgu DNS gan no asins paraugiem, gan no mati sīpoliņiem. Arī mūsu iegūtie DNS profili apstiprināja to pašu rezultātu (14.- 16. piel.). Kā tas ir redzams no grafikiem un skaitliskajiem raksturojumiem ( 3.6.1.tab.) mūsu laboratorijā iegūtie dati apstiprina Kadrijas izcelšanos no vēcākiem Kangars un Rozemunda . 

3.6.1.tab. Paternitātes dati

	
	Rozemunda (ķēve)
	Kadrija (kumeļš)
	Kangars (ērzelis)

	VHL20
	93.42/96.1
	93.1/96.1
	93.08/96.26

	HTG4
	126.3/136.85
	126.3/136.97
	136.2/136.2

	AHT4
	146.97/146.97
	147.43/147.43
	147.58/147.58

	HTG8
	85.13/95.1
	79.4/85.16
	79.34/96.8

	AHT5
	130.1/136.3
	136.1/137.3
	137.78/137.78

	ASB17
	111.44/115.17
	112.0/115.3
	111.5/115.7

	LEX3
	154.6/161.02
	153.1/154.6
	153.33/153.33


Šāda savstarpēja pārbaude dažādās laboratorijās dod pārliecību, ka metodes ko lietojam dod pareizu rezultātu. Mums tuvākajā perspektīvā nāksies piedalīties ISAG organizētajos testos, ja mēs vēlēsimies mūsu vērtējumiem dot starptautisku pamatojumu.


Tāpēc mums ir nepieciešams kļūt par ISAG (International Society of Animal Genetics) dalībnieku un rūpīgi sekot starptautiskajām norisēm šajā jomā.

Jaunajā pārskatā par dzīvnieku ģenētiskajiem resursiem pasaulē [104.] molekulārajai raksturošanai ir veltīts daudz uzmanības. Viss, kas teikts par aprakstīšanu, vairāk attiecās uz dzīvnieku kopām, bet mazāk uz atsevišķiem īpatņiem. 
Pamatkoncepcijas sadaļā (A sekcija) ir norāde, ka sakarā ar šo raksturojumu nozīmīguma palielināšanos molekulārās raksturošanas metožu aplūkošana ir izdalīta atsevišķi no citiem raksturošanas aspektiem (C sekcija). Šīs sekcijas virsraksts ir „Molekulārie marķieri – līdzeklis ģenētiskās daudzveidības izpētei”(Molecular markers – a tool for exploring genetic diversity).

Tātad akcents ir likts uz DNS marķieriem un te pamatā mikrosatelītu marķieri. Runājot par jaunajiem molekulārajiem līdzekļiem un iespējām identificēt gēnus, kuri ir iesaistīti daudzās pazīmēs, ieskaitot adaptīvās pazīmes un polimorfismus, kas ir atbildīgi par funkcionālu ģenētisku mainību. Runā par QTN – Quantitative Trait Nucleotides, par kuriem mums vēl nav atbilstošas informācijas.

Pārskatā ir izdalītas molekulārās raksturošanas trīs galvenās lomas:

Pirmā loma. Apstākļos, kad trūkst ticamas fenotipiska raksturojuma informācijas un  QTN datu ātrākais un efektīvākais ģenētiskās daudzveidības mērīšanas ceļš, kas būs anonīmo molekulāro ģenētisko marķieru lietošana. Anonīmie marķieri var dot netiešu informāciju par svarīgu pazīmju funkcionāliem gēniem. Unikālas populācijas ar atsevišķu evolūcijas vēsturi var saturēt neitrālus marķierus (sakarā ar senu izolāciju vai neatkarīgu domestikāciju). Molekulārās tehnoloģijas būs noderīgas fermu dzīvnieku izcelšanās un domesikācijas, kā arī atsevišķas migrācijas, radniecības sakaru informācijas iegūšanā.

Otra loma. Tā attiecas uz efektīvās populācijas (Ne) aspektiem. Tā ir raksturojums tam kā populācija atražojas un nodod gēnus nākošajām paaudzēm. Ne ir cieši saistīta ar inbrīdinga līmeni populācijā, ģenētisko dreifu un tādējādi ir kritisks indikators populācijas apdraudētības raksturošanai. Tradicionālie paņēmieni Ne noteikšanai audzēšanas populācijās balstās uz ciltsrakstu datiem. Arī šajā jomā molekulārās metodes var ienest lielāku pamatotību.

Trešā loma. Attiecas uz prioritātēm, kuras populācijas un dzīvnieki būtu saglabājami pirmajā kārtā un kāda secība nosakāma pārējām. Dzīvotspējas un slimību rezistences pazīmes ne vienmēr ir tik viegli uztveramas un izmērāmas un tādēļ molekulārās metodes te var dot lielu ieguldījumu. 

3.7.  Ģenētisko resursu dzīvnieku sākotnējā gēnu banka


Strādājot ar fermu dzīvnieku DNS paraugiem, apstrādājot tos ar marķieriem, iegūstam DNS fragmentus, kurus var saglabāt tālākai izmantošanai nākošajās analīzēs. Šādi fragmenti var būt gēni, ja ir zināma to funkcija, vai nekodējoši DNS fragmenti, kā, piemēram, mikrosatelīti. 


Internetā atrodam ļoti daudz informācijas par dažādām gēnu bankām, kuras glabā ģenētisku sekvenču anotētas kolekcijas. Viena no tādām ir Eiropas molekulārās bioloģijas laboratorijas (EMBL – European Molecular Biology Laboratory) gēnu banka. Otra tāda gēnu banka GenBank® ir ASV Nacionālā veselības institūta (NIH - National Institute of Health) gēnu banka. Trešā no lielākajām gēnu bankām ir Āzijas kontinentā un tā ir Japānas DNS Datu bāze (DDBJ – DNA DataBank of Japan). Šīs trīs lielākās gēnu bankas katru dienu savstarpēji apmainās ar jaunāko informāciju par saņemtajām anotētajām sekvencēm. 


Vairākums starptautisko zinātnisko žurnālu pieprasa lai publicējamā rakstā aplūkotā sekvence būtu reģistrēta GenBank®. Lai piedāvātu datu bāzei kādu jaunu izpētītu sekvenci, tai jābūt sekvencētai un anotētai atbilstoši datu bāzes noteiktajam formātam.


Tāpēc ja mēs vēlamies kaut ko glabāt savā lokālajā datu bāzē, tad mums jāstrādā pēc tiem pašiem principiem, pēc kādiem strādā šīs lielās datu bāzes. Minētās datu bāzes ir publiski pieejamas un tā ir nenovērtējama ērtība katram, kas interesējās par kādām DNS, RNS vai proteīna sekvencēm. 
3.8. Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas pieredzes apkopojums
NORVĒĢIJA. Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu banka (NGH). Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu banka (NGH) ar ģenētisko resursu programmu sāka darboties 1984. gadā (Norvēģijā), pirms tam, jau 1979. gadā sāka strādāt ar augu ģenētiskajiem resursiem (Zviedrijā).

Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu bankā apvienotas Norvēģija, Zviedrija, Somija, Dānija un Islande. Par lauksaimniecības dzīvnieku ģenētiskajiem resursiem uzskata dabiski audzētās vietējās šķirnes, bet ne mākslīgi izveidotās. Finansējums – 3 miljoni Norvēģijas kronu no valsts budžeta. Nākotnes plāni balstās uz: (1) Stratēģiju; (2) Finansu politiku Ziemeļvalstīs; (3) Ģenētisko resursu dzīvnieku praktisko pielietojumu.

Aktīvu darbu veic dzīvnieku audzētāju organizācijas. Izveidota dzīvnieku ģenētisko resursu darba grupa, kas katru gadu nosaka prioritātes un sadala no Zemkopības ministrijas piešķirtos līdzekļus. Norvēģijas lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu komisija, plāno veidot Nacionālo ģenētisko resursu centru. Lauksaimniecības dzīvnieku komisijā darbojas audzēšanas organizāciju un zinātnisko iestāžu pārstāvji. 

Finansējums: (1) 1,9 miljoni NOK no projektiem; (2) 0,5 atbalsts putnu ģenētiskiem resursiem; (3) 0,25 miljoni NOK audzēšanas organizācijām; (4) 0,15 miljoni liellopiem.

Kā izlieto doto finansējumu: 1. Datu bāzes veidošanai un uzturēšanai; 2. Veterinārās informācijas sniegšanai; 3. Audzēšanas organizācijām utt.

Uzskata, ka tirgus + ģenētiskie resursi= labs bizness!!! Tāpēc lielākā vērība – reklāmai: kvalitatīva produkcija un dabiskās vides saglabāšana.

Ir sagatavotas audzēšanas programmas visām sugām. Visa informācija nonāk datu centrā no:

Fermera; (2) Piena kvalitātes laboratorijas; (3) MAS; (4) Veterinārā dienesta; (5)Kautuves.

Līdz ar to audzēšanas organizācijām ir skaidrs, kas notiek ar katru no valstī audzētajām dzīvnieku šķirnē.

Ģenētisko resursu uzglabāšana notiek dzīvu eksemplāru veidā saimniecībās un MAS zemā temperatūrā saldēta bioprodukta vai embriju veidā. Norvēģijā ir viena mākslīgās apsēklošanas stacija. Uzkrāj maksimāli 3000 bioprodukta devas no katra buļļa, teķa vai āža. Tāpat saldē minēto sugu embrijus. Pārējām sugām sasaldētu bioproduktu neizmanto.

Stratēģiskais plāns 2004. – 2009. gadiem

Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu bankas stratēģija balstās uz: Lopkopības nozīmi Ziemeļu valstu lauksaimniecībā. Lopkopība veido apmēram 60% no Ziemeļu valstu lauksaimniecības ienākumiem (noteikts vidēji balstoties uz valstīs iegūtajiem rezultātiem).
Pieaugot Ziemeļu valstīs akcentam uz pārtikas drošību, lauksaimniecības dzīvnieku ģenētiskie resursi iegūst fundamentālu nozīmi, par cik apmēram 40% no pārtikas kaloriskās vērtības nāk no dzīvnieku produktiem. Ilgtermiņā ilgtspējīgas audzēšanas programmas veidos veselīgus dzīvniekus, novērsīs negatīvus ģenētiskus efektus un ļaus izaudzēt dzīvniekus, kas ir izturīgi pret slimībām. Nākošajiem produktu patērētājiem būs svarīgi, lai būtu pieejami produkti no klīniski veseliem dzīvniekiem, kas izaudzēti saskaņā ar labturības un ētikas principiem.

No lopkopības produktu kopējā pieauguma apmēram 50% būs sasniedzams pateicoties ģenētiskam uzlabojumam un šajā sakarā vitāli svarīgi ir pasargāt esošos ģenētiskos resursus lietošanai nākotnē.

Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu regulēšana Ziemeļu valstīs. Starptautisko Bioloģiskās daudzveidības konvenciju var uzskatīt par „konvenciju drošam pārtikas nodrošinājumam”. Šādā kontekstā, sabiedrība ir atkarīga no aktīvo fermu un ģenētisko resursu drošības, ietverot te apdraudētās šķirnes, ilgtermiņa audzēšanas programmas un vadības režīmus.

Ģenētiskie resursi ir daļa no starptautiskas tirdzniecības. Tiem var būt ietekme uz lauksaimniecības dzīvnieku populāciju ilgtermiņa adaptāciju konkrētos lokālos dabas apstākļos.

Ziemeļu valstis vadās no FAO globālās stratēģijas, kā arī realizē nacionālas dzīvnieku ģenētisko resursu vienošanās, atbilstoši plāniem un gadam paredzētajiem asignējumiem, ko panāk tā, ka

- nacionālās lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu komisijas uzstājas kā ģenētiskās saglabāšanas līdzekļu iniciatori;

- pateicoties Gēnu bankas aktivitātēm un citiem pūliņiem.

Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu bankas misija

Vīzijas

Ziemeļu valstu Lauksaimniecības dzīvnieku gēnu bankai jābūt:

- informācijas un ekspertīzes centram vērtību radīšanai balstoties uz ilgtspējīgu attīstību un lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanu;

- audzēšanas un ģenētisko resursu saglabāšanas organizāciju kooperācijas partnerim, kas nodrošina ilgtspējīgu attīstību un dzīvnieku ģenētisko resursu adekvātu pārvaldi.

Mērķi

Panākt aktīvu ieguldījumu lauksaimniecības dzīvnieku saglabāšanas un ilgtspējīgas attīstības nozīmes izpratnes palielināšanā;

Palīdzēt realizēt starptautisko Bioloģiskās daudzveidības konvenciju 

izvēršot ilgtspējīgu audzēšanas darbu aktīvās audzēšanas populācijās;

nosakot nacionālās vienošanās Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku šķirņu vadīšanā;

noskaidrojot principus, saskaņā ar kuriem noteikt tiesības piekļūšanai dzīvnieku ģenētiskajiem resursiem un to labumu izmantošanai.

Aktīvi kooperēties ar starptautiskiem forumiem, kā FAO un EU tā sasniedzot kopējus mērķus.

Atvieglot kooperāciju Ziemeļu valstīs starp dažādām grupām ģenētisko resursu, uzņēmējdarbības, jauno zināšanu attīstības, biznesa attīstības un politikas veidošanas jomās.

NGH sekretariātam nākotnē jākļūst par informācijas un ekspertīzes centru.

Prioritārās jomas: Informācija, komunikācija un zināšanu izplatīšana; R&D (pētniecība un attīstība) aktivitātes; Iespēju izvēršana; Sakaru tīkli; Administrēšana.

Turpmākajā stratēģiskajā periodā Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu banka stiprinās administratīvās un organizatoriskās attiecības starp Ziemeļu valstu un starptautiskajiem partneriem lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu jomā un turpinās strādāt prioritārajās jomās, ko iniciēja iepriekšējā periodā. NGH tagad sāk gūt atdevi no iepriekšējo periodu pūlēm un redz tās vajadzības, kam veltāmi vēl papildus ieguldījumi.

Informācija, komunikācija un zināšanu izplatīšana. Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku gēnu bankai:

Jādarbojas kā informācijas un ekspertīzes centram audzētāju organizācijām, privātajam biznesam, politikas veidotājiem, patērētājiem un visai sabiedrībai.

Rīcībai jābūt fokusētai uz lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu apsaimniekošanas informācijas izplatīšanu Ziemeļu valstīs;  Aktīvi jākooperējas ar citiem sektoriem (augi, meži un vide) ģenētisko resursu vadīšanas informācijas izplatīšanā.

Jāpārnes zināšanas no zinātniskās pētniecības un projektu izstrādes uz lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu praktisko jomu.

Jāiegūst un jāpārvada informācija no starptautiskajām organizācijām uz mērķa grupām Ziemeļu valstīs. Jāinformē starptautiskā sabiedrība par darbiem ko veic NGH.

Līdzekļi: Internets; Publikācijas (NGH-NYTT, NGH-genviten, NordicGENressurser un Mangfold); Brošūras/posteri/CD un citi mēdiji; Raksti zinātniskos žurnālos un avīzēs; Dažādi forumi (piem., darba grupas); Semināri, lekcijas, vizītes un citas tikšanās; R&D aktivitātes. NGH orientējas uz prioritāriem virzieniem: Pārtikas drošību; Ģenētiskā ietekme (ieskaitot audzēšanu) uz pārtikas drošību; Drošību dzīvniekiem, cilvēkiem un videi.

Ziemeļvalstu lopkopību:

- Noteikt apjomu un intensitāti vajadzībai pēc saglabāšanas pasākumiem dažādām šķirnēm – noteikt to katrai lauksaimniecības dzīvnieku sugai.

- Optimizēt apdraudēto šķirņu un populāciju apsaimniekošanu, noteikt to vajadzību pēc ģenētisko resursu vadīšanas un papilddarbiem realizējot FAO (2003) iesniegto nacionālo ziņojumu.

- Nodrošināt ilgtspējīgas audzēšanas programmas, kas garantēs pārtikas drošību.

Ekspertīzes nodrošināšana

- Ziemeļu valstu lauksaimniecības dzīvnieku šķirņu alternatīvai lietošanai;

- Lai noteiktu lopkopības lomu lauku turpmākā attīstībā.

- Citi pasākumi

Nodrošināt kooperāciju, mijiedarbību un koordināciju Ziemeļvalstu R&D aktivitātēs lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanā;

Izvērst projektu “ Tiesības uz ģenētiskajiem resursiem” katrā valstī.

NGH finansiālais atbalsts R&D projektiem būs atkarīgs no atbilstošajiem fondiem. 

Iespēju izvēršana. Ziemeļu valstu dzīvnieku gēnu bankas uzdevumos noteikts:

Palielināt pasākumos iesaistīto zināšanas ģenētikā, audzēšanā, ģenētisko resursu saglabāšanā, ģenētisko resursu izmantošanā, jaunu produktu pielietošanā un lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu jaunā pielietošanā;

Prioritārie apgabali

R&D aktivitātes (R&D institūti, pētnieki, studenti)

Ģenētisko resursu vadītāji (audzēšanas organizācijas un kompānijas, lopkopības fermeri, audzēšanas asociācijas u.c.)

Politikas veidotāji (ministrijas, sabiedriskas autoritātes un politiķi)

Drošu vērtību radīšana izmantojot ģenētiskos resursus dzīvnieku audzēšanai un bioprognozēšanai.

Dzīvnieku ģenētisko resursu mācību materiālu izstrādāšana skolām (no sākumskolas līdz universitātei)

Dažādu forumu veidošana ar nolūku izvērst iespējas dažādās lietotāju grupās

Sakaru tīkli

Ziemeļu valstu dzīvnieku gēnu bankai: 

- Regulāri jāveido tās sakaru tīkls (Ziemeļu valstīs, EU, EFRP, EAAP, FAO u.c.), ietverot: 

-R&D aktivitātes (R&D institūti, pētnieki, studenti)

- Ģenētisko resursu vadītājus ( audzēšanas organizācijas un kompānijas, dzīvnieku fermeri, audzēšanas asociācijas u.c.)

- Politikas veidotājus ( Ziemeļu valstu Ministru Padome, nacionālās ministrijas, sabiedriskas autoritātes un politiķi)

Jākooperējas, lai  

- Veidotu forumus kopēju izaicinājumu risinājumu atrašanai;
- Nodrošinātos tam, ka NGH saglabā pārskatu par Ziemeļu valstu un starptautiskām aktivitātēm, piedaloties kā novērotāji sanāksmēs un darba grupās;

- Jākooperējas projektos ar Ziemeļrietumu Krieviju un Baltijas valstīm atbilstoši Ziemeļu valstu ievirzei dotajos zināšanu virzienos.

Speciāli Ziemeļu valstīm:
- Jāveido semināri nacionālajām lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu komisijām un jāorganizē citus seminārus;
- Jāpilnveido autonomu apvidu (piem., Faēru salas) līdzdalība ģenētisko resursu saglabāšanas pasākumos;
- Cieši sadarboties ar citiem sektoriem (augi, meži un vide).

Administrēšana. Administrēšanas galvenie uzdevumi ir:
- Līdzdarboties kā partneriem audzēšanas un šķirņu saglabāšanas organizācijās;

- Stiprināt NGH lomu Ziemeļu valstīs un starptautiskā aspektā;

- Rūpēties par iespēju paplašināšanu visos NGH aktivitāšu apgabalos;

- Attīstīt NGH  kā bieži apmeklētu informācijas un ekspertīzes centru ;

- Stiprināt administratīvās un organizatoriskās saites starp NGH un Ziemeļu valstu Ministru Padomi, izmantojot tam Padomes konsultantus un Ziemeļu valstu Augstāko pārstāvju komiteju lauksaimnieciskos  un mežsaimnieciskos pasākumos (Committee of Senior Officials for Agricultural and Forestry Affairs)(NEJS)

Vadība (kā tas ir 2003). Direktors; Projektu koordinators; Informācijas vadītājs; Ārējie dienesti (Outsourced services)

Ziemeļvalstu ieguvumi no NGH aktivitātēm

- NGH kalpo kā dažādu sabiedrisko grupu pārstāvju satikšanās arēna. Ziemeļu valstu dzīvnieku gēnu banka funkcionē kā informācijas un ekspertīzes centrs.

- Pieaug sabiedrības autoritāšu un plašas sabiedrības uzticēšanās lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu nozīmīgumam.

- Palielinās jaunas zināšanas par nacionālām prioritātēm saistībā ar ģenētisko resursu saglabāšanu.

- Pieaug sadarbības efektivitāte vadības resursu un labāku tehnisko risinājumu uzlabotai izmantošanai.

- Aug zināšanas par patreizējiem rezultātiem no pētījumiem un projektiem.

- Uzlabojas audzētāju organizāciju un kompāniju sekmes ilgtspējīgu mērķu un uzdevumu realizēšanā, pateicoties 

- regulētai ilgtspējīgai ģenētisko resursu vadībai un

- jaunu zināšanu attīstībai (know-how development).

- Palielinās zināšanas un koordinācija un daudz efektīvāka kooperācija lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanā.

- Palielinās kooperācija starp Ziemeļu valstu un Baltijas valstu zinātnieku komandām.

Kontaktpersonas:

Erling Fimland, 

Direktor Nordic Gene Bank Farm Animals

Adrese: Postboks 5025/P.O.Box 5025

N-1432 As

Tlf./Phone:+4764965164/+4792698547

Fax.: +4764965101

E-mail: erling.fimland@nordgen.org.

Web: www.nordgen.org
Odd Vangen, PhD, Dr.Agric.

Professor of Animal Breeding and Genetics

Agricultural University of Norway

Department of Animal and Aquacultural Sciences

P.O.Box 5003

N-1432 Aas, Norway

Phone:+4764948040

Mobile: 4790624608

Fax.: +4764947960

E-mail: odd.vangen@nlh.no
VĀCIJA. Vācijā ir sastādīts Nacionālais ziņojums iesniegšanai FAO par DzĢR stāvokli valstī, kas ietver to nozīmi un apdraudētību valstī un galvenos veiktos pasākumus to saglabāšanai, kā arī izstrādāts un 2003. gadā izdots „Nacionālais pārvaldīšanas plāns DzĢR saglabāšanai un ilgtspējīgai izmantošanai”.

Runājot par valstī paveikto, pastāv centrālā datu bāze, kur tiek reģistrētas visas šķirnes dzīvnieku audzētāju organizācijas, oficiālie šķirņu apraksti un dati par dzīvniekiem, ieskaitot izcelšanos, izmantošanu, darbaspēju un eksterjera novērtējumu. Kuriem ir noteikti, tiek dokumentēti arī dati par to specifisko ģenētisko raksturojumu un ģenētiskajām atšķirībām.

Galvenās aktivitātes pašreiz ietver ikgadēju ciltsgrāmatās reģistrēto dzīvnieku statistikas salīdzināšanu. Statistika ir pieejama sākot ar 1997. gadu. Datubāze līdz ar to ļauj pārraudzīt visus vaislas dzīvniekus un noteikt apdraudētās šķirnes. 

Nākamā galvenā funkcija ir apsēklošanas centros esošās dziļi saldētās spermas, kā arī embriju dokumentēšana. 

Datu bāzē pašreiz nav pieejami dati par dzīvniekiem, kurus tur privātās audzēšanas kompānijas un kuri, nodrošinot vadošo krustošanas audzēšanas programmu prasības, neatrodas izzušanas riska grupā. 

Saglabāšanas programmas izveidošanai apdraudēto mājlopu šķirnēm ir nepieciešama individuāla identifikācija un dati, kas līdz šim ciltsrakstu datu bāzēs nav bijuši pieejami. 

Valstī darbojas nevalstiska organizācija Vecu un apdraudētu mājlopu šķirņu saglabāšanas sabiedrība, kas sākot ar 1981. gadu ir uzsākusi intensīvu darbu, nosakot apdraudēto šķirņu atlikušo dzīvnieku skaitu un to audzēšanas organizēšanu. Sadarbībā ar šķirnes audzētājiem un dzīvnieku sugu koordinatoriem, sabiedrība ir izveidojusi agrīnās brīdināšanas sistēmu apdraudētajiem dzīvniekiem, kas balstās uz esošo dzīvnieku skaitu, ganāmpulku struktūru un paredzamo attīstību nākamajos gados. Sabiedrība pašreiz ir vienīgā nacionāli aktīvā organizācija, kas rūpējas par DzĢR iesaistīšanu ekstensīvās un ekoloģiskās lauksaimniecības, ainavu pārvaldīšanas un dabas aizsardzības programmās.

Valstī notiek aktivitātes saistītas arī ar ex situ saglabāšanu. Spermas sasaldēšanas tehnoloģijas nodrošina visu 5 mājlopu sugu dzimstību 40-60% robežās, kas ir vairāk kā apmierinoši. Embriju iegūšana un uzglabāšana ir sarežģīta, īpaši cūkām, kur šo procesu pašreiz nevar raksturot kā izpildāmu. Zirgiem raksturīgā ovulācijas procesa dēļ praktiskas saglabāšanas programmas izmaksas būtu ārkārtīgi augstas. Apmierinošs rezultāts ir iespējams visām trim atgremotāju sugām, tādēļ sistemātiskas embriju saglabāšanas programmas ir iespējamas.

Sasaldētā uzglabāšana Vācijā ir notikusi vairāk vai mazāk sistemātiski. Aptuveni 20 dažādas institūcijas nodarbojas ar saldētās spermas uzglabāšanu, tomēr lielākai daļai programmu trūkst ļoti svarīgi dati, kā no katra individuāla dzīvnieka ņemto spermas devu skaits, atsevišķos gadījumos to identifikācija un izcelšanās. Ir nepieciešama ar dažādās saglabāšanas programmās iesaistīto institūciju funkciju noskaidrošana: kam un kādos apstākļos ir ļauta pieeja to uzglabātajai spermai un embrijiem un vai tos var ietvert jaunajā kopējā DzĢR saglabāšanas modelī. 

Vācijā jau vairākus gadus strādā pie mājdzīvnieku genofonda saglabāšanas, aizsardzības un attīstības. Saimniecības, kuras nodarbojas ar ģenētisko resursu saglabāšanu veido apvienības. Tiešu valsts atbalstu subsīdiju veidā audzētāji nesaņem. 

Apvienības veido dažkārt katrai saglabājamai dzīvnieku šķirnei atsevišķi ( 17.piel., 4.att.). Apvienības sadarbojas ar pārējo tās pašas sugas dzīvnieku audzēšanas organizāciju. Tādēļ produktivitātes uzskaite un ciltsvērtības noteikšana ir identiska, protams, ar zemākiem pazīmju vērtības kritērijiem. 

Valsts naudu saņem zinātniski pētnieciskie institūti, augstskolu katedru pētnieki, izstrādājot attiecīgus projektus kāda jautājuma izpētei, kas skar ģenētisko resursu saglabāšanu. Visbiežāk pēta genofonda dzīvnieku bioloģiju, ražotās produkcijas kvalitāti. Zinātnieki parāda, ar ko saglabājamās šķirnes dzīvnieki ir atšķirīgi no selekcionēto šķirņu dzīvniekiem, pierāda viņu produkcijas pārākumu pār izkopto šķirņu produkciju. Pētījumu datus publicē populāros preses izdevumos, lai iepazīstinātu plašāku sabiedrības daļu. Attiecībā par cūkkopību zinātnieki pierāda, veco šķirņu cūku (Angleras sedlu un Švābu gaišo) gaļa ir stingrāka, stiprāka šūnu struktūra, kas garantē labu mitrumnoturību un sulīgumu. Taukaudi satur vairāk nepiesātināto taukskābju un ēteriskās eļļas – tas dod cūkgaļai tipisko aromātu, kas atbilst patērētāju vēlmēm. Šādi pētījumi palielina pieprasījumu pēc attiecīgas produkcijas.

Ģenētisko resursu dzīvniekus tur atbilstoši viņu sugai, dabīgos apstākļos. Vasarā- laukā, lai dzīvnieki nonāk saskarē ar augsni, uzņem dabīgu nepārstrādāt barību, saņem saules labvēlīgo iedarbību. Ziemā novietnē paredz uz vienu dzīvnieku lielāku platību, lieto salmu pakaišus. Turot dzīvniekus laukā, veidojas viņiem augsts veselības status. Vide veicina labu aizsardzību, tas ir, imunitāti pret slimībām. Šāda turēšanas sistēma prasa mazāk investīciju dzīvnieku turēšanai. Barībā iekļauj miežus, zirņus, pupas, kas cūkgaļas kvalitāti uzlabo. Augšanas stimulatori, konservanti un citas ķīmiskas barības piedevas nelieto, izņemot kalciju un dažus vitamīnus. Ārstniecības medikamentu lietošana minimāla. Viss minētais atbilst patērētāju prasībai iegādāties pārtiku garšīgu, ar pārbaudītu kvalitāti, veselībai nekaitīgu.

Plaši izvērsts menedžments ar reklāmu, atbilstošs produkta iesaiņojums, lai pircējs viegli to atpazītu. Produkta izcelšanās vieta ir zināma, kas ir garants tās augstai kvalitātei. Produkcijas, ko iegūst no ģenētisko resursu dzīvniekiem, cena ir augstāka kā pārējā šīs sugas dzīvnieku produkcija. Vairākām apvienībām ir savi veikali lielākajās pilsētās un tiem ir savs noteikts klientu loks. Tādēļ audzētāju interese par vecajām šķirnēm saglabājas un materiāli viņi nezaudē. Neitrāla institūcija šo saimniecību darbību uzrauga, kas vēl pastiprina produkta drošību, tā nekaitīgumu.

Vācijā zinātnieki uzskata, ka mājdzīvnieku ģenētiskos resursus jāsaglabā un jāattīsta, jo nākotnē tie var būt kā tālākas attīstības avots pārējiem. Genofonda resursu saglabāšana jāsaista ar bioloģisko saimniekošanu un tūrismu. Nav svarīgi savairot dzīvniekus šais populācijās, bet gan saglabāt to tīru bez citu šķirņu piejaukuma. Tā saglabāsies nākošajām paaudzēm dzīvnieku bioloģiskā daudzveidība.

FRANCIJA. Dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas darbs uzsākts jau vairāk kā 20 gadus atpakaļ, kad Francijas pieredze liecināja, ka Pireneju apvidū nav iespējams strādāt ar lieliem ganāmpulkiem un apsaimniekot lielas zemes platības, lai arī viņi sākotnēji pakļaujoties ASV zinātnieku ieteikumiem centās veidot un atbalstīt lielas saimniecības. Tas noveda pie tā, ka mazajās saimniecībās samazinājās ienākumi, jaunieši aizplūda no laukiem, jo tajos netika attīstīta infrastruktūra. Latvija ir tieši šādā situācijā tagad. Mums būtu jāmācās no Francijas pieredzes un jāpārlec šim posmam pāri, lai varam kļūt par līdzvērtīgiem partneriem. 

Bija vajadzīgs ilgs darbs, lai vēstures materiālos izpētītu, kādas šķirnes dzīvniekus Francijā audzēja senāk, kādu produkciju un ar kādām metodēm gatavoja. Tas tika izdarīts un tagad tiek strādāts pie vietējo šķirņu atjaunošanas, produkcijas īpašību izpētes, lai varētu saņemt savu kvalitātes sertifikātu, kas patērētājiem dod pārliecību par produkta izcelsmes vietu un kvalitāti. Tā, piemēram, Bigoras cūkas ( 17.piel., 1.att.). Tās ir melnas krāsas cūkas, kuras tiek audzētas vairāk kā gadu, ļoti ekstensīvi: ganītas un ēdinātas ar zīlēm un kastaņiem, kas dod gaļai specifisku garšu. Tad šo cūku gaļu speciāli sagatavo – šķiņķi kaltē līdz 18 mēnešus. 

Bigoras cūku audzētāju organizācijā ir apvienoti visi trīs posmi: izaudzēšana, pārstrāde un tirdzniecība, līdz ar to ir skaidrs, ka nevienā vietā nav iespējama citas šķirnes cūku gaļas piejaukums. Audzētāji paši ir izveidojuši pārstrādes cehu, jo katram savu kautuvi ierīkot nav iespējams lielo izmaksu dēļ. Lielu daļu gaļas safasētā veidā saimnieki paņem atpakaļ, jo nodarbojas ar tiešo tirdzniecību. To, ko nepieņem sagatavo konservos, kur sastāvdaļas arī ir Francijas izcelsmes: pipari, Taras pupas utt. 

Līdzīgi strādā arī Mirandas govju audzētāji. Audzē gaļai, bet kauj vēršus 4-5 gadu vecumā, kad ir labākā gaļas kvalitāte.

Tagad tiek strādāts pie Gaskonas vistu ( 17.piel., 3.att.) kvalitātes zīmes. Pagaidām notiek produkcijas kvalitātes izpēte un tad būs jāstrādā pie reklāmas, lai pircējus iepazīstinātu un pārliecinātu par šo vistu gaļas kvalitāti.

Audzētāju organizācijas ir tās, kas apseko savus audzētājus un pārbauda prasību izpildi konkrētā saimniecībā, jo ir noteikts, kā dzīvnieki jāēdina, jātur, kāda audzēšanas tehnoloģija jāpielieto.

Apmeklējām 2 lauksaimniecības kolas.

Licejs, kurā mācās no 12 līdz 20 gadu vecumam. 300 skolnieki. Lielākā interese par vides zinībām. Bija arī Latvijā, lai apsekotu Teiču purvu (Francijā purvu nav).

Lai praktiski apmācītu skolēnus lauksaimniecības darbiem, skolai ir saimniecība, kuru valsts neuztur, tā iztiek no saviem ražojumiem un pašvaldības finansējuma. Ir 120 ha zemes, no tiem 50% pļavas un ganības. Audzē Holšteinas govis (plānots tās vairs neaudzēt, jo nav piemērotas sausajam klimatam), Bigoras cūkas, Mirandas govis un Gaskonas vistas un pīles. Ir arī zirgi, lai jaunieši varētu nodarboties ar jātnieku sportu – Angļu. Saimniecībā ir 4.5 štata vietas.

Cūku audzēšana:

Vaļējā tipa mītne – nojume. Sivēnmātes uz atnešanos ievieto atnešanās aizgaldā un nofiksē līdz 5 dienas. Sivēnus atšķir 1-1.5 mēnešu vecumā. Vienā metienā 7-8 sivēni, iegūst 2.2 metienus gadā. Dabīgā lecināšana. Sivēnmātes tur līdz 4-5 gadu vecumam. Līdz 6 mēnešu vecumam tur nojumē grupās, tad no 6 mēneši līdz 1 gadam ganībās. Uz 1 ha 20 cūkas. Aug lēni, bet gaļa kvalitatīva. 1 kg gaļas maksā 2.8 EUR. Ap 360 EUR par dzīvnieku. Iegūto produkciju sūta uz Portugāli un Spāniju.

Govju audzēšana:

Mirandas govis sākotnēji bija izmantotas kā vilcējspēks ( 17.piel. 2.att.). Sevišķi vērši un kauti tikai 4-5 gadu vecumā, taču gaļa ir bijusi ļoti kvalitatīva. 

Tagad vēršus vairs neizmanto darbam un neiegūst tādu gaļu kāda tā varētu būt. Mirandas govīm nav tik labi izkaušanas rādītāji, kā Blondai Akvitānes šķirnei, taču tā labi piemērota sausajiem vasaras apstākļiem. Pavasarī tās uzņem barības vielas, kuras vēlāk veiksmīgi izmanto trūcīgos ēdināšanas apstākļos. Ir pienīgākas kā Akvitānes šķirne, līdz ar to nav vajadzīga teļu piebarošana ar pienu. Pirms kaušanas ļoti labi ēdina, lai izveidotos taukaudu kārta un intramuskulārie tauki, kas piedod gaļai labu garšu. Gaļu gatavina 7-15 dienas un izmanto cepešiem, sautējumiem utt.

Liemeņa iznākums – 55-60%. Kautuvē nokauj un safasē pa 5 kg, 3 kg ļoti labas un 2 kg vidējas kvalitātes gabali. Tādas pakas cena – 11.50 EUR. 

Lai šķirnes saimniecība iegūtu audzētavas statusu, tai jāatbilst noteiktām prasībām:

1. Šķirnes piesaiste noteiktai lauku teritorijai. Tas nozīmē, ka noteikta dzīvnieku šķirne ir atrodama un audzējama tikai šajā noteiktajā teritorijā, kas ļauj produkcijai piešķirt kvalitātes zīmolu, iekļaujot tajā noteiktas teritorijas nosaukumu (piemēram – Bigoras šķiņķis).

2. Audzēšanas gaita. Dzīvniekus audzē ievērojot to dabīgās vajadzības un šķirnei raksturīgo augšanas un barošanās tempus (ekstensīvā audzēšana), rezultātā iegūstot kvalitatīvu un bioloģisku produktu. Liels uzsvars uzlikts uz kvalitāti – pārdod kvalitāti.

3. Ēdināšana. Ģenētisko resursu šķirnes ir ļoti izturīgas un mazprasīgas, kuras ir labi pielāgojušās vietējā klimata apstākļiem un karstajās vasarās spēj iztikt ar vietējo nokaltušo zāli. 

Turpmākā sadarbība varētu veidoties ar Jeanu Amblardu, kurš darbojas SIA „Grašu ferma” Cesvainē. Viņam ir liela pieredze dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas un izpētes darbā. 

E-pasts jean.amblard@free.fr vai SIA Grašu ferma, Madonas rajons, Cesvaine, LV – 4871.

J. Amblard informē, ka viņš pēdējo 20 gadu laikā aktīvi piedalās dzīvnieku ģenētisko resursu apzināšanas un saglabāšanas pasākumu plānošanā un realizēšanā Francijas Ziemeļu Pireneju novadā. J. Amblard savā personīgajā saimniecībā ir izveidojis retu, izzūdošu vistu un citu mājputnu saglabājamas populācijas. Viņš ir saglābis un nostiprinājis vietējo Gaskonas melno cūku populāciju, kurā tagad ir 89 īpatņi, bet to skaits bija samazinājies līdz 2 dzīvniekiem. 

Savu pieredzi dzīvnieku populāciju saglābšanā un tālākā ilgtspējīgā saglabāšanā J. Amblard izmanto pedagoģiskajā darba strādājot par augstskolas pasniedzēju un daloties ar šo pieredzi strādājot pie Pedagoģiskas fermas projekta Latvijā, Madonas pusē, „Grašu pils” projekta ietvaros. Šeit projektējamo Pedagoģisko fermu domāts veidot kā dzīvu dzīvnieku kolekciju, kurā būtu pārstāvētas visas Latvijā sastopamās vietējās un Latvijā izveidotās mājdzīvnieku šķirnes. Ar J. Amblard un Grašu pils direktora Kristofa Alexander gādību uz Latviju tika uzaicināta Lucie Markey, Liona-Isara augstskolas izlaiduma kursa studente, kas 6 mēnešus strādā pie sava diplomdarba par Latvijas zilās šķirnes populācijas demogrāfiskajām un audzēšanas darba problēmām.   


Ziemeļu Pireneju novadā katru no vietējām šķirnēm pārstāv sabiedriska organizācija un visas tās ir apvienojušās vienā kopējā apvienībā (Conservatoire). Viņi atzīst, ka šādai apvienībai ir gluži citas, daudz lielākas iespējas, nekā katrai no tam atsevišķi ņemtām. Jautājumā par valsts finansiālo atbalstu, J. Amblard atzīmē, ka zināms atbalsts ir audzētāju organizācijām, bet atsevišķiem audzētājiem tieši maksājumi nenotiek. 


Mūsu novadā kā organizatoriska struktūra darbojas animators, kuram ir arī savs neliels dienests. Tas ir speciālists, kas interesējas par ģenētisko resursu saglabāšanas teorētiskajiem aspektiem, bet viņa tiešais uzdevums ir apsekot visu sugu resursus novadā (tajā skaitā arī augkopībā), sekot to stāvoklim un saglabāšanas gaitai. 


Retās, saglabājamās populācijas audzētāju ieinteresētību panāk saistot to ar augstākas, bioloģiski augstvērtīgākas, ekoloģiski tīras produkcijas ražošanu, par ko pienākas augstāka samaksa par produkcijas vienību. Šeit jau ir ieguldīts liels organizatoriskais darbs, izveidojot ieinteresēto līdzdalībnieku produkcijas aprites shēmas: audzētājs – kautuves, pārstrādātājs – tirgotājs, restorānu tīkls – patērētājs. Paralēli tam pārdomāti tiek izmantotas lauku tūrisma organizēšanas iespējas saistībā ar šo reto, saglabājamo dzīvnieku ģenētisko resursu izmantošanu.  


Ģenētisko resursu saglabāšanas lokālās organizācijas strādā ciešā kontaktā ar Francijas zinātniskās pētniecības institūcijām (INRA), augstskolām un universitātēm, kuras kalpo kā metodiskie un zinātniskie centri. Ģenētisko resursu saglabāšana ir studiju priekšmets augstskolās un universitātēs. 


Ģenētisko resursu problemātika ir prioritārs jautājums zinātniskajā pētniecībā lauksaimniecībā un šo zināšanu izsējai tiek veltīti līdzekļi un pūles.

SPĀNIJA. Spānijā ir 18 reģioni, kuru darbību koordināt Zemkopības ministrija. Tās pakļautībā ir 2 laboratorijas, no kurām viena ir ģenētikas un veselības laboratorija.

Valstī lielākais skaits ir zirgi, aitas un kazas. Ir atsevišķa cūkkopības un aitkopības direkcija. Pēc Spānijas ZM pārstāves domām, faktori, kas ietekmē ražošanu ir:

kopējā lauksaimniecības politika;

dzīvnieku veselības un higiēnas prasības;

biodegvielas ražošanas kāpināšana.

Zootehnikas nodaļa darbība pamatota ar :

ES normatīviem (ICARa prasības, produkcijas ieguves un kvalitātes kontrole, identifikācijas metodes, ģenētiskā kontrole utt.

Nacionālā likumdošana (balstoties uz ES normatīviem).


Spānijā ir izveidots dažādu sugu dzīvnieku šķirņu reģistrs. Tajā ir iekļauti visas šķirnes, arī tās, kuras iekļautas ģenētisko resursu skaitā. 

Ar ģenētisko resursu šķirnēm sāka nodarboties jau 1979. gadā. Ģenētisko resursu grupā ieskaitītas vairāk kā 120 dzīvnieku šķirnes. Jaunas šķirnes reģistrā iekļauj pēc šķirņu komisijas lēmuma. Par ģenētiskiem resursiem uzskata visas šķirnes, kuras audzētas Spānijā pēdējo 30 gadu laikā, arī Holšteinas, kuras cēlušās Spānijā. 

Ģenētisko resursu šķirnes iedalītas divās grupās: apdraudētās un neapdraudētās šķirnes. Pirmā grupa ir izzūdošās vietējās šķirnes, kuru saglabāšanai ir valstiska pieeja. Strādā pie tā, lai šķirnes būtu „tīras” un augstas kvalitātes. Katrai šķirnei ir sava nevalstiskā organizācija, kas nodarbojās ar tās audzēšanu, programmas izstrādi un realizāciju. Šī organizācija arī reģistrē šķirni katalogā. Tā arī nosaka, cik dzīvniekiem ir jābūt, lai šķirni reģistrētu. Uzskata, ka viena organizācija nevar nodarboties ar komerciālu un izzūdošo šķirņu audzēšanas darbu. Asociācijas ir apvienojušās asociāciju federācijā.

Finansējumu piešķir organizācijām konkrētās programmas realizācijai, bet ne dzīvnieka īpašniekam. Organizāciju finansējums sastādās no tiešā ZM finansējuma, kā arī no finansējuma, ko piešķir noteiktā reģiona pašvaldības, kurās konkrētās šķirnes dzīvnieki tiek audzēti. Būtībā darbs organizēts līdzīgi kā Francijā. 

Zemkopības ministrijas pakļautībā esošajā molekulārās ģenētikas laboratorijā nodarbojas ar slimību izpēti, dzīvnieku izcelšanās datu precizēšanai.

Vietējo gaļas liellopu šķirņu audzēšana. 

Vietējo gaļas šķirnes govju ganāmpulks (Retinto). Reģistrēti vairāk kā 25000 dzīvnieku. Raksturojošie rādītāji:

Ilgmūžība – līdz 22 gadiem spēj dot pēcnācējus;

Auglība – 95%;

Labs pienīgums un ātraudzība – 6 – 8 mēnešu vecumā teļi sasniedz 250 – 300 kg dzīvmasu

Pirmo reizi atnesās 3 gadu vecumā;

Novērtē dzīvmasu, ķermeņa garumu, krūšu un vēdera apkārtmēru;

Laboratorijā nosaka gēnus, kas ietekmē gaļas kvalitāti (mīkstumu).

Apmeklētajā saimniecība bija 50 govis un 3 vaislas buļļi (17.piel., 5.att.). Zemes platība – 150 ha, kas tiek apsaimniekoti ļoti ekstensīvi (skat. 17.pielikuma 5.att.). 

MAS un kontrolizaudzēšanas stacija pieder reģioniem. Nodarbojas ar dažādu sugu dzīvnieku spermas ieguvi un uzglabāšanu. Ir līgumi ar organizācijām par spermas ieguvi un glabāšanu, bet to tirgo pašas organizācijas. Stacijā plaši pārstāvētas dažādu šķirņu aitas un teķi (skat. 17. piel., 6. att.). Nodarbojas arī ar DNS izdalīšanu un uzglabāšanu. Ko un cik glabāt, nosaka organizācijas. Kontrolizaudzēšanas stacijā novērtē buļļu augšanas intensitāti un barības izmantošanas efektivitāti. Dažādu vaislas buļļu 4 – 5 pēcnācējus 6 – 8 mēnešu vecumā nogādā stacijā. Pārbaudi veic 5 mēnešus, tad tos novērtē pēc fenotipiskajām pazīmēm un piedāvā izsolē, ka notiek telpās, kas atrodas blakus stacijai.

Zirgkopība. No 2007. gada arī zirgkopība ir ZM pārziņa, līdz tam Aizsardzības ministrijā.

Spānijā audzē dažādu šķirņu zirgus, bet populārākie ir Spānijas šķirnes zirgi. Apmeklējām vienu no lielākajām šķirnes audzēšanas saimniecībām (skat. 17. pielikuma 7. att.). Saimniecībā 68 ķēves, bet kopā nedaudz vairāk kā 120 zirgi (plānots bija līdz 300 zirgiem), 250 ha zemes un 15 darbinieki. Zirgi mierīga rakstura. Ļoti pieprasīti. Pārdod 3 – 5 gadus vecus, vidējā cena 10 – 30 000 EUR. Veic gan dabīgo lecināšanu, gan mākslīgo apsēklošanu.

Aitkopība Spānijā ir ļoti populāra. Audzē ļoti dažādas aitu šķirnes, bet mēs apskatījām vietējās piena aitu šķirnes saimniecību. Tajā kopā vairāk kā 600 aitas. Zemes platība – 200 ha, no kurām 20 ha laistāmās ganības. Aitu raksturojums:

Auglība – 200%;

Ilgmūžīgas – līdz 8 gadi;

Pienīgas – 2- 4 kg piena dienā (slauc 2 reizes dienā);

Laktācija – 5 mēneši;

Jērus atšķir 25 dienu vecumā un pārdod gaļai (12 kg dzīvmasas) 36 – 50 EUR par jēru

Atnešanos organizē pa sezonām. Pēc atnešanās aitu māti ar jēriem līdz 5 dienas tur atsevišķi, tad grupās(skat. 17. pielikuma 8. att.). Ēdina bagātīgi – līdz 2 kg spēkbarības dienā. Pamatbarība ganības un lucernas siens. Spēkbarība = graudi, kukurūza, saulespuķu sēklas. 

Apzīmē ar krāsu uzkrāsojot Nr. uz sāna. Krotālijas liek tikai audzēšanai atstātajiem dzīvniekiem gada vecumā.

Veterinārā un molekulārās ģenētikas laboratorija:

Genotips un tā izturība pret slimībām;

Zirgu izcelšanās noteikšana;

Ģenētiskā materiāla glabāšana ( skat. 17. pielikuma 11. att.).

Laboratorija darbojas jau 5 gadus. Tajā ir izveidotas 4 datu bāzes, no kurām viena ir ģenētikas datu bāze. Datu bāzes ir saistītas ar ZM datu bāzi. Organizācijas informāciju saņem caur internetu. Zinātniski pētniecisko un kvalitātes izpētes darbu veic Molekulārās ģenētikas laboratorijas, kas atrodas augstskolās.

NĪDERLANDE. Pēc FAO pasūtījuma Ģenētisko resursu centrs Vāgeningenas universitātē un Zinātnes centrā 2006. gadā sagatavojis ziņojumu „Dzīvnieku ģenētisko resursu apmaiņa (exchange), izmantošana un saglabāšana”. Ziņojuma mērķis bija atbalstīt informētu un uz skaidriem pierādījumiem balstītu lēmumu pieņemšanu, izpētot dažādu ar DzĢR apmaiņu, izmantošanu un saglabāšanu saistītu politiku un uz likumdošanu balstītas iespējas.

Gadsimtu laikā notikusī selektīvā audzēšana un dzīvnieku vai ģenētiskā materiāla (germpasm) apmaiņa lietotāju starpā valstu robežās un starp tām ir radījusi pašreizējo šķirņu daudzveidību un ģenētisko daudzveidību šķirņu ietvaros. Lai arī nav pieejami detalizēti kvantitatīvi dati par gēnu kustību starp valstīm un kontinentiem, lielā mērā iespējams raksturot dažādus DzĢR kustību virzienus. Pastāv milzīga apmēra ģenētiskā materiāla apmaiņa starp attīstītajām valstīm (no ziemeļiem uz ziemeļiem) un globalizācijas rezultātā augstražīgas šķirnes tiek eksportētas no ziemeļiem uz dienvidiem. Plaša, lai arī mazāk dokumentēta, ir bijusi arī apmaiņa no dienvidiem uz dienvidiem un tai ir ļoti liela nozīme lopkopības attīstībā. Dzīvnieku un ģenētiskā materiāla kustība no dienvidiem uz ziemeļiem pēdējā gadsimta laikā bijusi neliela un lielākajā daļā gadījumu ekonomiskais labums abām pusēm bijis salīdzinoši mazs. 

Nepietiek ar pašreizējās situācijas analīzi. Parādās problēmas, kas noteikti ietekmēs mājlopu apmaiņu, audzēšanu un attīstību nākotnē. Pētījumā un nākotnes scenārijos tika noteiktas četras galvenās problēmas: globalizācija, biotehnoloģija, klimata izmaiņas un slimības. Rodas nepieciešamība ieviest izmaiņas DzĢŖ likumdošanas struktūrā. Lai novērtētu nepieciešamību pēc jebkādiem specifiskiem ar DzĢR saistītiem darbības plāniem un likumdošanas, tika noteiktas galvenās atšķirības starp augu ģenētiskajiem resursiem un DzĢR. Tās ietvēra svarīgas bioloģiskas, vēsturiskas, socioloģiski ekonomiskas un institucionālas atšķirības, kuras nepieciešams izprast un iekļaut likumdošanas, juridisko un politikas izstrādes jautājumu apspriešanā.

Pētījumā politikas un likumdošanas iespējas tika novērtētas attiecībā uz to atbilstību, priekšrocībām un trūkumiem, kā arī iespējamā satura un formas nozīmē. Ārkārtīgi noderīga būtu globāla iniciatīva, kas nostādītu DzĢR politiskā gaismā un kas vai nu radītu specifiskus likumus starptautiskā līmenī, vai arī liktu lielāku uzsvaru uz DzĢR nacionālā un vietējā līmenī. Ir nepieciešams veidot starptautisku (voluntary) instrumentu atbildīgai DzĢR apmaiņai. Tas veicinās starptautiskas vienprātības sasniegšanu DzĢR saglabāšanā, ilgtspējīgā izmantošanā un kustībā, lai maksimizētu to izmantošanas radīto labumu sadali tagadējām un nākotnes paaudzēm. Tas var veicināt principu veidošanu resursu izmantošanā un apmaiņā saskaņā ar starptautisko saistīto likumdošanu, ņemot vērā visus saistītos bioloģiskos, tehniskos, ekonomiskos, sociālos, vides un komerciālos aspektus. Var noteikt principus un kritērijus nacionālo politiku izstrādei un īstenošanai. 

Problēmas rada arī augošā nelīdzsvarotība ieinteresēto pušu attiecībās. Globalizācija un biznesa organizācijas izmaiņas rada pastiprinātas bažas par objektivitāti un mājlopu turētāju un sīksaimnieku pozīciju un tiesībām. DzĢR atrodas galvenokārt privātā kontrolē un īpašumā un pamatā nevar tikt uzskatīti par publisku īpašumu. Komerciālie audzētāji aizsargā savas investīcijas „esot priekšā” konkurentiem un fiziski kontrolējot savu visvērtīgāko vaislas dzīvnieku izmantošanu. DzĢR apmaiņa starp privātpersonām lielākoties notiek ar privātu līgumu palīdzību. Intelektuālā īpašuma tiesību izmantošana dzīvnieku audzēšanā galvenokārt tiek koncentrēta uz šķirni. Kolektīvajās sistēmās vaislas dzīvnieku sadali regulē attiecīgie likumi. Augošs saspīlējums ir vērojams starp DzĢR fiziskajām īpašumtiesībām un patentu sistēmas veidošanos. Īpašumtiesības var ietekmēt arī konkrētās valsts likumdošana. Jaunas audzēšanas tehnoloģijas ir radījušas iespēju tiešāk izmantot mājlopu ģenētiskās daudzveidības priekšrocības un investīcijas varētu tikt aizsargātas ar patentiem. Ir radušās bažas, ka liels pretenziju skaits un plašs to diapazons varētu radīt lielu zināšanu un audzēšanas tehnoloģiju izņēmuma tiesību kopumu, kam būtu būtiska ietekme uz DzĢR izmantošanu. Lai to līdzsvarotu, ir paredzētas vairākas iespējas, piemēram, aizsargātas publikācijas, DzĢR jauninājumu vadlīniju priekšlikumi patentu birojiem vai izņēmumi nacionālajos patentu likumos. 

LIELBRITĀNIJA. Dzīvnieku ģenētisko resursu (DzĢR) saglabāšanai Lielbritānija ir veikusi divus galvenos pasākumus: (1) izveidojusi Nacionālo dzīvnieku ģenētisko resursu komiteju plāna izstrādāšanai, kas darbojas 2 gadus sākot no 2004. gada un (2) izstrādājusi un 2006. gada novembrī izdevusi Nacionālo Darbības plānu lauksaimniecības dzīvnieku ģenētiskajiem resursiem.

Plāns ietver 38 ieteicamās darbības ģenētisko resursu saglabāšanai un ilgtspējīgai izmantošanai. Galvenās no tām ir:

Nacionālo šķirņu datubāzi pārveidot par Nacionālo šķirņu reģistru, izmantojot Eiropas Lauksaimniecības dzīvnieku bioloģiskās daudzveidības informācijas sistēmu (EFABIS), lai nodrošinātu tās saderību ar Eiropas un Apvienoto Nāciju Pārtikas un lauksaimniecības organizācijas (FAO) Mājdzīvnieku daudzveidības informācijas sistēmas (DAD-IS) datubāzēm. 

Nepieciešams precīzāks zinātnisks to šķirņu raksturojums, kas iekļaujamas Nacionālajā šķirņu reģistrā, izvērtējot un salīdzinot vienas vides vairākas šķirnes, liekot uzsvaru uz 

imunitāti pret slimībām;

gaļas un citu produktu kvalitāti;

uzvedības vai psiholoģiskām atšķirībām, kas nodrošina „atbilstību” specifiskai videi vai turēšanas apstākļiem, piemēram, dabisko ganību uzturēšanai.

Nepieciešams īss pārskats par pētījumiem mājlopu molekulārajā raksturojumā, ietverot to atbilstību Molekulārās mājdzīvnieku daudzveidības pētījumu metodēm, kā arī ieteikumus turpmākiem pētījumiem.

Lielākai daļai sugu (cūkas, aitas, govis un zirgi), ieskaitot vairākas nacionālās šķirnes, ir veikts molekulārais raksturojums, iegūstot vispārinātus mērus (measures) ģenētiskai līdzībai un atšķirībai starp šķirnēm un pasugām. Pētījumu rezultāti var ietekmēt saglabāšanas pasākumu prioritātes, kā arī dot ieskatu šķirņu vēsturē un radniecībā. Molekulārais raksturojums var palīdzēt nodrošināt efektīvāku fenotipiskā raksturojuma pētījumu mērķu formulēšanu.

Nepieciešams standartizēt datu ieguves procedūru no audzētāju organizācijām.

 Audzētāju organizācijām ir nepieciešams ciltsgrāmatas veidot elektroniski, lai nodrošinātu pārraudzības informācijas augšupielādi Nacionālajā šķirņu reģistrā.

Jāuzsāk projekts, lai izveidotu un definētu:

Pamatīgu audzēšanas šūnas kodolu novērtējumu (qualifications), kas ir nozīmīgi šķirnes izdzīvošanai ar vai bez sasaldētā ģenētiskā materiāla rezervēm, un īpaši, ja šķirne ir ģeogrāfiski koncentrēta;

Kā labāk noteikt koncentrācijas pakāpi un slieksni, kad jāuzsāk saglabāšana (preservation);

Nepieciešamo datu, ieskaitot populācijas lielumu un atrašanās vietu, apkopošanas iespējas un praktiskumu;

Šķirnes, kas atrodas riska grupā ģeogrāfiskās koncentrācijas dēļ, izmatojot iepriekš definētos ieteicamos lielumus. 

7. Jāveic dzīvnieku ģenētisko resursu izmaksu un labuma analīzi lauksamniecības ekonomikā, ietverot visu lauksaimniecības dzīvnieku lomu lauksaimniecības uzņēmējdarbībā, atpūtā un tūrismā. Rezultāti jāizmanto saglabāšanas darbību prioritāšu noteikšanā. 

8. Jānosaka šķirņu saglabāšanas darbību prioritāšu līmeņi, izmantojot zinātniski pamatotus kritērijus. Precīzāk jādefinē sliekšņi ģeogrāfiskajai koncentrācijai, pielāgošanās spējai vietējiem apstākļiem, šķirnes iezīmībai, ietverot citu šķirņu vai pasugu izmantošanu.

9. Jāuzsāk projekts koordinētai in situ un ex situ Nacionālās DzĢR saglabāšanas stratēģijas izstrādāšanai riska šķirnēm, kā arī galvenajām šķirnēm, kas iekļautas prioritāro darbību grupā. Projektam jāiekļauj alternatīvo pieeju izmaksu un labuma novērtējumu.

Par riska šķirnēm tiek uzskatītas šķirnes, kurām ir neliela populācija, tām ir zema ģenētiskā mainība, šaura ģeogrāfiskā koncentrācija vai tās spēj pielāgoties ļoti specifiskai videi.

10. Sadarbībā ar nozares ieinteresētajām pusēm nepieciešams veidot apmācības kursu programmu saistītu ar DzĢR, rast tiem iespējamo finansējumu un noteikt mērķauditoriju.

11. Saistībā ar Mutes un nagu sērgas direktīvu, nepieciešams pamatīgi un likumīgi definēt šūnas kodola vienību/moduli (unit), kas ir būtiski svarīgs šķirnes saglabāšanai ar vai bez sasaldētā ģenētiskā materiāla nodrošinājuma, galvenokārt gadījumos, kad šķirne nav ar mazu populāciju, bet ir ģeogrāfiski koncentrēta.

12. Pārraudzīt un iesaistīties mājlopu slimību kontroles darbības plānu, kas var ietekmēt DzĢR, veidošanā.

13. Turpināt aktīvi iesaistīties ilgtspējīgas mājlopu ģenētiskā daudzveidības politikas veidošanā globālā un Eiropas reģionālā līmenī, iesaistoties esošajās FAO struktūrās.
Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu pieredzes apkopojums dots 19.pielikumā.

3.9. Priekšlikumi Latvijas fermu dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas stratēģijai un atbalsta pasākumu sistēmai

Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas un izmantošanas stratēģijai jābalstās uz:

Lopkopības nozīmi lauksaimniecības sektorā
· Lopkopība 2006. gadā veidoja apmēram 47% no valsts lauksaimniecības ienākumiem.

· Pieaugot akcentam uz pārtikas drošību, lauksaimniecības dzīvnieku ģenētiskie resursi iegūst fundamentālu nozīmi, par cik apmēram 40% no pārtikas kaloriskās vērtības nāk no dzīvnieku produktiem. Ilgtermiņā ilgtspējīgas audzēšanas programmas veidos veselīgus dzīvniekus, novērsīs negatīvus ģenētiskus efektus un ļaus izaudzēt dzīvniekus, kuri ir izturīgi pret slimībām. Nākošajiem produktu patērētājiem būs svarīgi, lai būtu pieejami produkti no klīniski veseliem dzīvniekiem, kas izaudzēti saskaņā ar labturības un ētikas principiem. Pamatojoties uz to, ģenētisko resursu dzīvnieku audzēšana ir piemērota bioloģiskās lauksaimniecības sistēmā.

· No lopkopības produktu kopējā pieauguma apmēram 50% būs sasniedzams, pateicoties ģenētiskam uzlabojumam un šajā sakarā vitāli svarīgi ir pasargāt esošos ģenētiskos resursus lietošanai nākotnē.

Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu regulēšana:

· Starptautisko Bioloģiskās daudzveidības konvenciju var uzskatīt par „konvenciju drošam pārtikas nodrošinājumam”. Šādā kontekstā, sabiedrība ir atkarīga no aktīvo fermu un ģenētisko resursu drošības, ietverot te apdraudētās šķirnes, ilgtermiņa audzēšanas programmas un vadības režīmus.

· Ģenētiskie resursi ir daļa no starptautiskās tirdzniecības. Tiem var būt ietekme uz lauksaimniecības dzīvnieku populāciju ilgtermiņa adaptāciju konkrētos lokālos dabas apstākļos.

· Ziemeļu valstis vadās no FAO globālās stratēģijas, kā arī realizē nacionālas dzīvnieku ģenētisko resursu vienošanās, atbilstoši plāniem un gadam paredzētajiem asignējumiem, ko panāk tā, ka

· nacionālās lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu komisijas uzstājas kā ģenētiskās saglabāšanas līdzekļu iniciatori;

· pateicoties Gēnu bankas aktivitātēm un citiem pūliņiem.

Galvenie uzdevumi: 

1. Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu organizatoriskās struktūras izveide.

2. Pilnveidot Latvijā audzēto lauksaimniecības dzīvniekuetijas brūnās un Latvijas zilās 































































































 vietējo šķirņu datu bāzi un nodrošināt tās funkcionēšanu un apstrādāto materiālu izplatīšanu (materiāli tehniskā pilnveidošana).

3. Papildināt datus par Latvijas brūnās un Latvijas zilās govju, Latvijas balto cūku, Latvijas tumšgalves aitu, Latvijas braucamā tipa zirgu, Latvijas vietējo kazu un vietējo bišu populāciju, to raksturojošiem rādītājiem.

4. Izstrādāt projektu un nodrošināt tā realizāciju gēnu rezerves ganāmpulku izveidošanai Latvijā selekcionētām šķirnēm: Latvijas brūnās govis, Latvijas zilās govis, Latvijas baltās cūkas, Latvijas tumšgalves aitas, Latvijas zirgu, vietējo kazu un bišu populācijām

5. Ģenētisko resursu gēnu bankas izveidošana, iekārtošana un atbilstošu iekārtu iegāde. 

6. Molekulārās ģenētikas laboratorijas materiāli tehniskā pilnveidošana un stabilas darbības nodrošināšana.

7. Materiāli tehniskās bāzes pilnveidošana un paplašināšana lauksaimniecības dzīvnieku kolekciju uzturēšanas un izpētes vietās.

8. Tirgus pētījumu un reklāmas pasākumu organizēšana (Uzskata, ka tirgus + ģenētiskie resursi= labs bizness!!! Tāpēc lielākā vērība – reklāmai: kvalitatīva produkcija un dabiskās vides saglabāšana). 

Arī Latvijā jāveic no ģenētisko resursu dzīvniekiem iegūtās produkcijas popularizēšana, tādā veidā palielinot piedāvāto pārtikas preču pieprasījumu. Pirmajā gadā varētu paredzēt biškopības produkcijas reklāmas pasākumus (Ls 5000.00), bet vēlāk, pēc iegūtās produkcijas kvalitātes izpētes, arī citu produktu reklāmu. 

3.8.1.tabula. Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabājamās sugas un šķirnes

	Nr. p.k.
	Suga
	Šķirne
	Saglabājamais apjoms

	1.
	Govis
	Latvijas brūnā
	200 govis un 40 buļļi

	
	
	Latvijas zilā
	150 govis un 30 buļļi

	2.
	Cūkas
	Latvijas baltā
	700 dzīvnieki

	3.
	Zirgi
	Latvijas zirgu šķirne – braucamais tips
	500 dzīvnieki

	4.
	Aitas
	Latvijas tumšgalves
	500 aitu mātes un 50 teķi

	6.
	Kazas
	Latvijas vietējā
	500 kazu mātes un 30 āži

	7. 
	Bites
	Latvijas vietējās pasugas 
	300 saimes



Lauksaimniecības datu centrā ir izveidots lauksaimniecības ģenētisko resursu dzīvnieku reģistrs, kuru katru gadu papildina atbildīgās dzīvnieku audzētāju organizācijas pārstāvis. Vairākumā gadījumu jau ir izlasīts nepieciešamais dzīvnieku skaits, taču nepieciešamā informācija nav ievadīta LDC datu bāzē. 

Vēl arvien nepietiekams skaits ir Latvijas brūnās govju šķirnes dzīvnieku un pētījumi liecina, ka to skaits samazinās. Arī Latvijas vietējo kazu, Latvijas balto cūku šķirnes un Latvijas zirgu šķirnes izlasīto dzīvnieku skaits vēl arvien nav sasniedzis plānoto. Tas saistīts ar to, ka dzīvnieku audzētāji nevēlās uzņemties saistības uz 5 gadiem kā to prasa ES normatīvi. 
Dzīvnieku izlasi un uzraudzību veic konkrētās dzīvnieku sugas un šķirnes audzētāju organizācijas, kuru finansējums gadā Ls varētu būt atkarīgs no saglabājamo dzīvnieku skaita un datu bāzes sagatavotības līmeņa:

· Latvijas zilo govju 


– 1800.00 

· Latvijas brūno govju 


– 2400.00

· Latvijas šķirnes zirgu


- 5000.00

· Latvijas balto cūku 


- 7000.00

· Latvijas tumšgalves aitu

- 5500.00

· Latvijas vietējo kazu


- 5300.00

· Latvijas vietējās populācijas bites
- 3000.00

Kopā





- 30000.00

Dzīvnieku audzētāju organizācijām jāpārdomā kritiskās populācijas apjoms.
Nevienā no saglabājamajām populācijām saglabājamo vaislinieču skaitam nav jābūt lielākam par 150 – 200, bet jābūt vismaz 20 – 30 savstarpēji neradniecīgiem vaisliniekiem. 
Uzglabāšanas vieta un veids

Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu programmas prasībām atbilstošie dzīvnieki arī turpmāk pamatā atradīsies privātajās saimniecībās, kā tas ir vairumā Eiropas Savienības valstu. 


Neliels skaits Latvijas šķirnes braucamā tipa zirgu ir LLU īpašums un atrodas Lauksaimniecības fakultātes ZMC „Mušķi”.


Bišu ģenētisko resursu drava atrodas LLU Lauksaimniecības fakultātes Agrobiotehnoloģijas institūtā.

Ciltslietu un mākslīgās apsēklošanas stacijas ir vieta, kur var uzglabāt kriogēno ģenētisko materiālu: spermu, embrijus un citu somatisko šūnu materiālu. 

Kurzemes CMAS ir saglabājusies spermas banka Latvijas šķirnes braucamā tipa zirgu atsevišķu līniju vaisliniekiem. Latvijas brūnās šķirnes buļļu spermas banka ir arī Latgales un Siguldas CMAS. 

Nav izveidota Latvijas zilo govju, Latvijas tumšgalves aitu un Latvijas vietējo kazu spermas banka. Ir uzsākts darbs pie aitu mākslīgās apsēklošanas punkta izveides Viļānu CMAS. Tur arī plānots iegūt un uzglabāt aitu ģenētisko materiālu - spermu. 
Lai ieinteresētu CMAS izveidot visu Latvijas izcelsmes dzīvnieku gēnu banku, ir nepieciešams valsts atbalsts, kas varētu gadā sastādīt aptuveni Ls 15000.00. No tā daļa tiks novirzīta transporta izdevumu segšanai. Sākotnējā ģenētiskā materiāla ieguvei un uzglabāšanai LF molekulārās ģenētikas laboratorijai jāparedz ap Ls 10000.00 gadā.

Norvēģijā ir viena mākslīgās apsēklošanas stacija. Uzkrāj maksimāli 3000 bioprodukta devas no katra buļļa, teķa vai āža. Tāpat saldē minēto sugu embrijus. Pārējām sugām sasaldētu bioproduktu neizmanto.
Latvijā ir jāveido lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu ganāmpulki pie zinātniski pētnieciskām iestādēm, tādejādi novēršot risku, ka samazinoties valsts atbalstam, atlasītie dzīvnieki tiek izslēgti no privātajiem ganāmpulkiem un vairs netiek saglabāti. 

Perspektīvā gēnu rezerves ganāmpulku izveidošanas un uzturēšanas vieta varētu būt LLU MPS „Vecauce” un LLU ZMC „Mušķi”. Lai to izveidotu ir jāparedz Ls 29000.00.
Pagaidām nepieciešams paredzēt arī kompensācijas mehānismu, kas nosegs audzētājiem radušos zaudējumus par neiegūtās produkcijas apjomu vai kvalitāti, salīdzinot ar citām Latvijā audzētām lauksaimniecības dzīvnieku šķirnēm.

Nepieciešamais finansējums, Ls:

· Latvijas zilo govju 


– 64000.00

· Latvijas brūno govju 


– 72000.00

· Latvijas šķirnes zirgu


- 100000.00

· Latvijas balto cūku 


- 103000.00

· Latvijas tumšgalves aitu

- 27500.00

· Latvijas vietējo kazu


- 26500.00

· Latvijas vietējās populācijas bites
- 5400.00


Kopā:





- 398400.00 

(būs nepieciešami pēc ES subsīdiju samaksas pārtraukšanas)

Turpmāk, kad būs izveidots Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu centrs, tas ar visām iepriekšminētajiem dzīvnieku turētājiem un gēnu bankām slēgs ilgtermiņa līgumus, kas paredzēs nopietnas sankcijas līgumu neievērošanas gadījumā.

Saglabājamā materiāla raksturošana un datu uzskaite

Saglabājamai ģenētiskais materiāls tiek aprakstīts pēc fenotipiskām pazīmēm, kā galvenos marķierus izmantojot: krāsu, ragainību vai tolumu, atsevišķus ķermeņa izmērus un produktivitātes rādītājus.

Izcelsme tiek novērtēta, izmantojot ciltsdokumentu ierakstus, bet govīm arī imunoģenētiskos testus.

Visām sugām Lauksaimniecības datu centrā ir izveidots dzīvnieku un novietņu reģistrs. Govīm jau vairākus gadus darbojas pārraudzības programma, kuras rezultāts ir dzīvnieku individuālās produktivitātes novērtēšana. Ir izveidota un darbojas pārraudzības programma kazkopībā. 2007. gadā ir uzsākts darbs pie aitkopības pārraudzības datu uzskaites. Cūkkopības pārraudzību veic Cūku Ciltsdarba centrs un līdz ar to visa datu bāze ir tur. Zirgkopības pārraudzības programma ir abās Zirgu audzētāju organizācijās, līdz ar to katra uzkrāj tikai viņu organizācijas biedru dzīvnieku datus.

Lauksaimniecības datu centrā ir uzsākta vienotas, visu lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu datu bāzes izveide. Katrai dzīvnieku audzētāju organizācijai ir jāievada to dzīvnieku dati, kuri ir saņēmuši atzinumu par atbilstību izvirzītajām prasībām. Sākotnējo informāciju selekcijas darba veikšanai (īpašnieku iesniegumus, vērtējumus, atzinumus utt.) uzkrās un uzglabās attiecīgās sugas un šķirnes selekcijas organizācijas. 

Lai audzēšanas organizācijām būtu skaidrs, kas notiek ar katru no valstī audzētajām dzīvnieku šķirnēm, informācijai datu centrā jānonāk no:

· Fermera;

· Piena kvalitātes laboratorijas;

· CMAS;

· Veterinārā dienesta;

· Kautuves.

Datu uzkrāšanai un saglabāšanai LDC sākotnēji jāparedz aptuveni Ls 15000.00 gadā, bet vēlāk Ls 10000.00.

Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu izpēte
Lai veiktu jebkādā materiāla izpēti ir nepieciešams noteiktu pazīmju kopums un tā skaitliskās vērtības. Latvijā esošais materiāli tehniskais nodrošinājums, pamatā dod iespēju darboties ar tām pazīmēm, kuras mums ir pieejamas un vairumā gadījumu tie ir produktivitātes apjoma un neliels skaits kvalitātes rādītāju, kurus iesūta Lauksaimniecības datu centram piena kvalitātes laboratorijas, saimniecībās strādājošie pārraugi un citi speciālisti. LLU Lauksaimniecības fakultātes kvantitatīvās ģenētikas laboratorijā, izmantojot esošās iespējas darbojās ar selekcijas programmām. Izveidotā molekulārās ģenētikas laboratorija specializējas darbam ar lauksaimniecības bioloģisku objektu nukleīnskābēm, kā ģenētiskās informācijas nesējām un realizētājām. Laboratorijas plānotie darbības virzieni:

1. Mikrosatelītu marķieru izmantošana ģenētisko resursu raksturošanai, izcelšanās datu pārbaudei;

2. Atsevišķi gēnu izpēte (miostatīns, zirgu imūndeficīta gēns, kriprorhisma gēns u.c.

Plānots, ka laboratorija sniegs nepieciešamos pakalpojumus dzīvnieku audzētāju organizācijām, pētniecības projektu izstrādei, kā arī studentu apmācībai.
Katru gadu Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu centrs, sadarbībā ar ģenētisko resursu padomi un selekcijas organizācijām noteiks rīcības plānu un pētījumu objektu un apjomus, taču ģenētisko resursu izpētei sākotnēji jāparedz vismaz 52000.00 Ls.

Zinātnisko pētījumu finanšu apjoms ļauj veikt tikai nelielu skaitu padziļinātu kvalitātes rādītāju analīzi pienam, gaļai, medum. Lai veiktu iegūstamās produkcijas kvalitātes izpēti regulāri jāieplāno vismaz- Ls 50000.00. Tos apgūs uz izsludinātā konkursa pamata.
Organizatoriskā struktūra

Lai veiksmīgi risinātus Latvijas valstij uzliktos pienākumus dabas ģenētiskās daudzveidības saglabāšanā ir nepieciešams izveidot darboties spējīgu struktūru.










3.8.1. att. Organizatoriskā struktūra.

Zemkopības ministrijas ģenētisko resursu padome ir konsultatīva institūcija, kas ar savu darbību veicina zinātniski pamatotas ģenētisko resursu saglabāšanas, dokumentēšanas, raksturošanas un izpētes sistēmas veidošanu Latvijā. Tās sastāvā ir Zemkopības ministrijas par ģenētiskiem resursiem atbildīgās amatpersonas, ar ģenētisko resursu saglabāšanu, izmantošanu un izpēti saistīto zinātnisko un selekcijas iestāžu pārstāvji, t. sk. ģenētisko resursu nodaļas vadītājs un ģenētisko resursu kolekciju eksperti (kuratori). Pie padomes būs attiecīgo nozaru (augi, meži, dzīvnieki un zivis) ģenētisko resursu ekspertu darba grupas ar plašāku nozares pārstāvniecību (pārstāvētas visas attiecīgās grupas ģenētisko resursu darbā iesaistītas institūcijas).
Pie ZM jāveido arī Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu centrs, kurā darbosies dzīvnieku audzētāju organizāciju un zinātnisko iestāžu pārstāvji. 

DzĢRC slēgs līgumus par konkrēta darba veikšanu ar tā struktūrā neietilpstošām organizācijām: LDC, CMAS, Selekcijas organizācijām, piena un medus kvalitātes laboratorijām, kautuvēm, PVD un citām, ja tas nepieciešams.

Visa informācijā par veikto darbu nonāks LDC no kurienes DzĢRC regulāri saņems tam nepieciešamo informāciju. 

Finansējums no ZM nonāks Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu centrā, kur balstoties uz ikgadējiem plāniem un Ģenētisko resursu padomes ieteikuma, uz līguma pamata tiks sadalīts iesaistītajām organizācijām (skat.18.piel.). 

Galvenie programmas realizācijā iesaistīto organizāciju uzdevumi :

Dzīvnieku audzētāju organizācijas:

· sagatavo un realizē dzīvnieku audzēšanas programmu;

· reģistrē šķirni Šķirņu reģistrā;

· izlasa prasībām atbilstošos dzīvniekus;

· veic dzīvnieku fenotipisko pazīmju uzskaiti un reģistrēšanu Lauksaimniecības datu centra reģistrā;

· iesūta bioloģisko materiālu molekulārās ģenētikas laboratorijā.

Lauksaimniecības datu centrs saņem un reģistrē datu bāzēs:
· informāciju par dzīvnieku dzimšanu un pārraudzību (dzīvnieku audzētāji, pārraugi);

· produkcijas kvalitātes rādītājus (piena laboratorijas, kautuves);

· dzīvnieku veterinārās izmeklēšanas rezultātus (Veterinārās diagnostikas centrs);

· bioprodukta uzkrāšanas un izmantošanas vietu un apjomu (CMAS);

· molekulāro analīžu rezultātus.

Molekulārās ģenētikas laboratorija:

· reģistrē un uzglabā iesūtīto ģenētisko materiālu, veidojot sākotnējo gēnu banku (asinis, matiņi);

· no iesūtītā materiāla izdala DNS, veic to reģistru datu bāzē, veido DNS kolekcijas un tās uzglabā;

· veic dzīvnieku ģenētiskās daudzveidības novērtēšanu pēc iegūtajiem ģenētiskajiem marķieriem, reģistrē informāciju datu bāzē;

· veic ģenētiskās izcelsmes precizēšanu (pēc tam, kad jau būs sagatavota datu bāze par vecākiem);

· veic specifisko gēnu identificēšanu (piena proteīna, miostatīna, BLAD un citi);

· sadarbojas ar LDC, dzīvnieku audzētāju organizācijām un zinātniekiem.

Ciltsdarba un mākslīgās apsēklošanas stacijas:

· iegūst un uzglabā ģenētisko resursu programmā iekļauto vaislinieku spermu (apjomu nosaka dzīvnieku audzētāju organizācija);

· piegādā spermu un veic apsēklošanas pakalpojumu dzīvnieku turētājiem;

· sniedz informāciju LDC par iegūtās un izmantotās spermas apjomu un konkrēto vaislinieku. 

Secinājumi

1. Analizēta zinātniskā literatūra (110 avoti) par molekulāro metožu pielietošanu nukleīnskābju (DNS, RNS) un proteīnu sekvenču analīzi. Akcents molekulāro metožu izmantošanā likts uz mikrosatelītu polimorfisma izmantošanu.

2. Izstrādāta un laboratorijas mājas lapā padarīta plaši pieejama instrukcija biomateriāla paraugu noņemšanai DNS iegūšanai un pavadzīmes veidlapa paraugu iesniegšanai laboratorijā. Instrukcijā doti nosacījumi kā jasagatavo paraugi paternitātes noteikšanai.
3. Apgūta un praktiski pārbaudīta Aplied Biosystems StockMarks 17 zirgu praimeru metodika un 11 praimeru govju metodika zirgu un govju DNS profilēšanai un izcelšanās pareizības pārbaudei. Sekmīgi iegūti 70 zirgu un        govju DNS profili.
4. Zirgu izcelšanās testu apguves kontrolei rezultāti vieniem un tiem pašiem īpatņiem pārbaudīti pēc asins grupām un DNS profiliem divās dažādās laboratorijās – Molekulārās ģenētikas pētījumu laboratorijā LLU un Ģenētikas laboratorijā VZZPI. 
5. Projekta izpildes gaitā ir sekmīgi apgūta un realizēta fermu dzīvnieku – zirgu un govju DNS ekstraģēšanas metodika izmantojot tam dažādus biomateriāla substrātus (asinis un apmatojumu) un dažādas DNS ekstraģēšanas metodes, kā firmas Fermentas standarta metodiku un metodi ar Chelex-100 .
6. Apgūstot pilnībā AB StockMarks 17 praimeru kita zirgiem un 11 praimeru kita govīm izmantošanu, varam ne vien testēt izcelšanās (galvenokārt paternitātes) datu pareizību, bet esam jau uzsākuši sākuma datu iegūšanu, lai analizētu īpatņu homo- un heterozigotāti, vērtētu populāciju savstarpējo ģenētisko līdzību, ģenētiskās distances u.c. tamlīdzīgus populāciju raksturojumus.

7. Uzsākta fermu dzīvnieku gēnu bankas un datu bāzes izveidošana. Izstrādāta datorprogramma datu bāzes apkalpošanai. Biomateriāla depozitārijā jau glabājas 70 zirgu, 60 govju, 40 aitu asins paraugi, no kuriem visiem zirgu paraugiem un 30 govju paraugiem jau iegūti DNS profili. Latvijas zilās šķirnes 61 ganāmpulka 126 ģenētisko resursu dzīvniekiem glabājas apmatojuma paraugi DNS iegūšanai. 
8. Apkopota Apvienotās Karalistes, Nīderlandes, Vācijas, Francijas, Spānijas un Ziemeļu valstu pieredze fermu dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanā un izmantošanā un sagatavoti priekšlikumi Latvijas apstākļiem piemērotas saglabāšanas un izmantošanas stratēģijas izstrādei. 
9. Kaut arī atzīstam, ka principā galvenās darba metodes, ko paredzējām metodikā, ir apgūtas, tomēr šis molekulāro tehnoloģiju process ir pietiekoši komplicēts un ir nopietni jāturpina laboratorijas pētnieku kolektīva veidošana un zinātniskās kompetences paaugstināšana. 
10. Noslēgts zinātniskās sadarbības līgums ar Viskrievijas Zirgkopības zinātniskās pētniecības institūtu par sadarbību molekulārās ģenētikas metožu apgūšanā un pielietošanā zirgu vietējo šķirņu ģenētisko resursu izpētē, laboratoriju darba pieredzes apmaiņā, studentu, maģistrantu un doktorantu sagatavošanā, savstarpēji apmainoties ar stažieriem.
Literatūra

1. Secondary Guidelines for Development of National Farm Animal Genetic Resources Management Plans (1998). Measurement of Domestic Animal Diversity (MoDAD): Recommended Microsatellite Markers. FAO, UNEP: 24 p.

2. Report (1993) “An integrated global programme to establish the genetic relationships among the breeds of the each domestic animal species”, of Animal Production and Health Division, FAO, ISBN No. 1 86389 060 2.

3. Agreement (2000) the two parties (a Nordic consortium of scientists and Dr Van Haeringen Laboratorium b.v., represented by Dr.H. van Haeringen) to sign an agreement for a project „Analysis and Comparison of Genetic Diversity in Cattle Breeds of the Northern European Area”(Short named: N-EURO-CAD) about DNA typing in cattle with the purpose to investigate the biodiversity, 19.10.2000; Addendum1: 20 microsatellites mentioned in addendum1.

4. StockMarks® Horse, Cattle, and Dog Genotyping Kits. Protocol.(2005) AB Applied Biosystems, Part Number 4346135 Rev.C, 06/2005, 70p.

5. Izstrādāt ģenētisko marķieru aprakstīšanas metodiku lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu šķirnēm (2006). Līguma Nr. 201006/C-266 par valsts subsīdiju saņemšanu Latvijas mājdzīvnieku ģenētisko resursu izpētei un saglabāšanai izpildes Gala pārskats.-Jelgava, 71 lpp.

6. Barendse, W., Armitage, S.M. (1994) A genetic linkage map of the bovine genome//Nature Genetics 6: 227-235.

7. Bishop, M.D., Kappes, S. M. (1994) A genetic linkage map for cattle//Genetics 136: 619-639.

8. Brezinsky, L.S., Kemp, J., Teale, A.J. (1993a) ILSTS005: a polymorphic bovine microsatellite//Anim. Genet. 24: 73.

9. Brezinsky, L.S., Kemp, J., Teale, A.J. (1993b) ILSTS006: a polymorphic bovine microsatellite//Anim. Genet. 24: 73.

10. Brezinsky, L.S., Kemp, J., Teale, A.J. (1993c) Five polymorphic bovine microsatellites (ILSTS010-014)//Anim. Genet. 24: 73.

11. Fries, R., Eggen, A., Womack, J.E. (1993) The bovine genome map//Mamm. Genome 4: 405-428.

12. Kaukinen, J., Varvio, S.L. (1993) Eight polymorphic bovine microsatellites//Anim. Genet. 24: 148.

13. Kemp, S.J., Hishida, O. et al. (1995) Apanel of polymorphic bovine, ovine and caprine microsatellite markers//Anim. Genet. 26: 299-306.

14. Mommens, G.W., Coppieters, A. et al. (1994) Dinucleotide repeat polymorphism at the bovine MM12E6 and MM8D3 loci//Anim. Genet. 25: 368.

15. Moore, S.S., Byrne, K. (1994) Characterization of  65 bovine microsatellites// Mamm. Genome 5: 84-90.

16. Solinas Toldo, S., Fries, R. (1993) Physically mapped, cosmid-derived microsatellite markers as anchor loci on bovine chromosomes// Mamm.Genome 4: 720-727.

17. Steffen, P., Eggen, A. (1993) Isolation and mapping of polymorphyc microsatellites in cattle//Anim. Genet. 24: 121-124.

18. Vaiman, D., Osta, D. (1992) Characterisation of five new bovine microsatellite repeats// Anim. Genet. 23: 537.

19. Vaiman, D., Mercier, D. (1994) A set of 99 cattle microsatellites: characterisation, synteny mapping, and polymorphism//Mamm. Genome 5: 288-297.

20. Grigaliūnaite, I. (2003) Genetic Diversity in Baltic Sheep Breeds. Doctoral thesis Biomedical sciences, zootechny (13B) Kaunas, 126p.

21. Genetic Resources in Farm Animals and Plants – Report from Research Symposium 27-29 May, 1994, TemaNord 1994:603, The Nordic Council of Ministers.- 145pp.

22. Adalsteinsson, S. (1994) Conservation Activities in the Nordic Countries: Farm animals// Genetic Resources in Farm Animals and Plants – Report from Research Symposium 27-29 May, 1994.- 63 – 70 pp.

23. National Charter for the Management of Genetic Resources in France (2003) Bureau des RessourcesGenetiques. 97 pp.

24. Mullan, L., Judge, D. (2007) Bioinformatics – A User’s Approach. [http://www.ebi.ac.uk/training].

25. Genomic DNA Purification Kit #K0512 (for 100 preps) (2002).- Fermentas Life Science, 8pp.

26.  R. Todeschini (2000) Molecular descriptors and chemometrics: a powerful combined tool for pharmaceutical, toxicological and environmental problems. // Molecular Descriptors the free online resource [ www.moleculardescriptors.eu]

27.  GenerateMD, Version 3.2.9. Application program for the generation of various molecular descriptors. [www.chemaxon.com/jchem/doc/user/GenerateMD.html]

28.  Nationales Fachprogramm Tiergenetische Ressourcen [www.genres.de/tgr/nationales_fachprogram/]

29.  UK National Action Plan on Farm Animal Genetic Resources, November (2006) [www.defra.gov.uk/farm/livestock/strategy/genetic-res/pdf/fangr-actionplan.pdf], pp.73.

30.  Everts-van der Wind A et al., A high-resolution whole-genome cattle-human comparative map reveals details of mammalian chromosome evolution // Proc Natl Acad Sci U S A, 2005 Dec 20;102(51):18526-31 

31.  Ihara, N. et al., A comprehensive genetic map of the cattle genome based on 3802 microsatellites // Genome Res, 2004 Oct;14(10A):1987-98 

32.  Khatkar MS et al., Quantitative trait loci mapping in dairy cattle: review and meta-analysis // Genet Sel Evol, 2004 Mar-Apr;36(2):163-90 

33.  Kappes SM et al., A second-generation linkage map of the bovine genome // Genome Res, 1997 Mar;7(3):235-49 

34. Anderson S et al., Complete sequence of bovine mitochondrial DNA. Conserved features of the mammalian mitochondrial genome // J Mol Biol, 1982 Apr 25;156(4):683-717 

35.  Maddox JF et al., An enhanced linkage map of the sheep genome comprising more than 1000 loci // Genome Res, 2001 Jul;11(7):1275-89 

36.  Hiendleder S et al., The complete mitochondrial DNA sequence of the domestic sheep (Ovis aries) and comparison with the other major ovine haplotype // J Mol Evol, 1998 Oct;47(4):441-8 

37.  Swinburne JE et al.  Single linkage group per chromosome genetic linkage map for the horse, based on two three-generation, full-sibling, crossbred horse reference families // Genomics, 2006 Jan;87(1):1-29 

38.  Penedo MC et al.  International Equine Gene Mapping Workshop Report: a comprehensive linkage map constructed with data from new markers and by merging four mapping resources.// Cytogenet Genome Res, 2005;111(1):5-15 

39.  Raudsepp T et al.  A detailed physical map of the horse Y chromosome.", Proc Natl Acad Sci U S A, 2004 Jun 22;101(25):9321-6 

40.  Raudsepp T. et al.  Exceptional conservation of horse-human gene order on X chromosome revealed by high-resolution radiation hybrid mapping // Proc Natl Acad Sci U S A, 2004 Feb 24;101(8):2386-91 

41.  Guerin G. et al. The second generation of the International Equine Gene Mapping Workshop half-sibling linkage map // Anim Genet, 2003 Jun;34(3):161-8 

42.  Chowdhary BP et al.  The first-generation whole-genome radiation hybrid map in the horse identifies conserved segments in human and mouse genomes // Genome Res, 2003 Apr;13(4):742-51 

43.  Guerin, G. et al.  Report of the International Equine Gene Mapping Workshop: male linkage map // Anim Genet, 1999 Oct;30(5):341-54 

44.  Xu X, Arnason U. The complete mitochondrial DNA sequence of the horse, Equus caballus: extensive heteroplasmy of the control region // Gene, 1994 Oct 21;148(2):357-62 

45.  Wernersson R et al. Pigs in sequence space: a 0.66X coverage pig genome survey based on shotgun sequencing // BMC Genomics, 2005 May 10;6(1):70 

46.  Whitworth K et al.  Developmental expression of 2489 gene clusters during pig embryogenesis: an expressed sequence tag project // Biol Reprod, 2004 Oct;71(4):1230-43 

47.  Uenishi H et al.  PEDE (Pig EST Data Explorer): construction of a database for ESTs derived from porcine full-length cDNA libraries // Nucleic Acids Res, 2004 Jan 1;32(Database issue):D484-8 

48.  Lin CS et al.  Complete nucleotide sequence of pig (Sus scrofa) mitochondrial genome and dating evolutionary divergence within Artiodactyla // Gene, 1999 Aug 5;236(1):107-14 

49.  Ursing BM, Arnason U,  The complete mitochondrial DNA sequence of the pig (Sus scrofa) // J Mol Evol, 1998 Sep;47(3):302-6 

50.  Rohrer GA et al. A comprehensive map of the porcine genome // Genome Res, 1996 May;6(5):371-91 

51.  Honeybee Genome Sequencing Consortium (2006) Insights into social insects from the genome of the honeybee Apis mellifera // Nature, 2006 Oct 26;443(7114):931-49 

52.  Solignac M et al. (2004) A microsatellite-based linkage map of the honeybee, Apis mellifera L. // Genetics, 2004 May;167(1):253-62 

53.  Lobo NF et al.  (2003) Genomic analysis in the sting-2 quantitative trait locus for defensive behavior in the honey bee, Apis mellifera // Genome Res, 2003 Dec;13(12):2588-93 

54. Grozinger CM et al. (2003)  Pheromone-mediated gene expression in the honey bee brain. // Proc Natl Acad Sci U S A, 2003 Nov 25;100 Suppl 2:14519-25 

55.  Tomkins JP et al.  (2002) New genomic resources for the honey bee(Apis mellifera L.): development of a deep-coverage BAC library and a preliminary STC database //  Genet Mol Res, 2002 Dec 31;1(4):306-16 

56. Robinson GE, Ben-Shahar Y,  (2002) Social behavior and comparative genomics: new genes or new gene regulation?", Genes Brain Behav, 2002 Nov;1(4):197-203 

57.  Whitfield CW et al.  (2002) Annotated expressed sequence tags and cDNA microarrays for studies of brain and behavior in the honey bee // Genome Res, 2002 Apr;12(4):555-66 

58.  Hunt, G.J. et al.  // Quantitative trait loci influencing honeybee alarm pheromone levels // J Hered, 1999 Sep-Oct;90(5):585-9 

59. Hunt G.J. et al.  (1998) Quantitative trait loci for honey bee stinging behavior and body size // Genetics, 1998 Mar;148(3):1203-13 

60.  Arias MC, Sheppard WS,  (1996) Molecular phylogenetics of honey bee subspecies (Apis mellifera L.) inferred from mitochondrial DNA sequence // Mol Phylogenet Evol, 1996 Jun;5(3):557-66 

61.  Crozier RH, Crozier Y.C. (1993) The mitochondrial genome of the honeybee Apis mellifera: complete sequence and genome organization // Genetics, 1993 Jan;133(1):97-117 

62.  Laval,G., SanCristobal, M. , Chevalet.,C. (2002) Measuring genetic distances between breeds: use of some distances in various short term evolution models // Genet. Sel. Evol. 34: 481-507.

63.  Bowcock, A.M., Ruiz-Lineares, A., Tomfohrde, J., Minch, E., Kidd, J.R.,Sforza, L.L. (1994) High resolution of human evolutionary trees with polymorphic microsatellites // Nature 368:455-457. 

64.  Cavalli-Sforza, L., Edwards, A.W.F. (1967) Phylogenetic analysis models and estimation procedure // Evolution 21: 550-570.

65.  Forbes, H.S, Hogg, J.T., Buchanan, F.C., Crawford, A.M., Allendorf, F.W. (1995) Microsatellite evolution in congeneric mammals: domestic and bighorn sheep // Mol. Biol. Evol. 16: 1106-1113.

66.  MacHugh, D.E., Loftus, R.T., Cunningham, P., Bradley, D.G. (1998) Genetic structure of seven European cattle breeds assessed using 20 microsatellite markers //Anim. Genet. 29:333-340.

67.  Moazami-Goudarzi, K., Laloe, D., Furet, J.P., Grosclaude, F. (1997) Analysis of genetic relationship between 10 cattle breeds with 17 microsatellites //Anim. Genet. 28: 338-345.

68.  Saitbekova, N., Gaillard, C., Obexer-Ruff, G., Dolf, G. (1999) Genetic diversity in Swiss goat breeds based on microsatellites analysis // Anim. Genet. 30: 36-41.

69.  Laval, G, Iannuccelli, N., Legault, C., Milan, D., Groenen, M.A.M., Giuffra, E., Andersson, L., Nissen, P.H., Jorgensen, C.B, Beeckman, P., Gelderman, H.,Foulley, J.-L., Chevalet, C.,Ollivier, L. (2000) Genetic diversity of eleven European pig breeds //Genet. Sel.Evol. 32:187-203.

70.  Poteaux, C., Bonhomme, F., Berrebi, P. (1999) Microsatellite polymorphism and genetic impact of restocking in mediterranean brown trout // Heredity 82: 645-653.

71.  Gregorius, H.R. (1974) On the concept of genetic distances between populations based on gene frequencies // Proceeding, Joint IUFRO Meeting, S.02.04.1-3, Stockholm, Session I : 17-26.

72.  Gower, J.C. (1972) Measures of taxonomic distances between populations based on gene frequencies, in: The assessment of population affinities in man, J.S.Weiner and J. HuizingEdition, Oxford University Press.

73.  Goodman, M.M. (1973) Genetic distances: measuring dissimilarity among populations //Yearbook of physical antropology 17: 1-38.

74.  Rogers, J.S. (1972) Measures of genetic similarity and genetic distances // Univ. of Texas Publ.

75.  Nei, M. (1972) Genetic distance between populations // Am. Naturalist 106: 238-292.

76.  Nei, M. (1973) Analysis of gene diversity in subdivided populations // Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70: 3321-3323.

77.  Morton, N.E., Yee, S., Harris, D.E., Lew, R. (1971) Bioassay of kindship // Theor. Popul. Biol. 2: 5007-524.

78.  Nei, M. (1978) Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number of individuāls // Genetics 89: 583-590.

79.  Cavalli-Sforza, L.L., Zonta, L.A., Nuzzo, F., Bernini, L., De Jong, W.W.W., Meera Khan, P., Ray, A.K., Went, L.N., Siniscalco, M., Nijenhuis, L.E., Van Loghem, E., Modiano, G (1969) // Am. J. Hum. Genet. 21: 252-274.

80.  Edwards, A.W.F. (1971) Distances between populations on the basis of gene frequencies // Biometrics 27: 873-881.

81.  Edwards, A.W.F., Cavalli-Sforza, L.L. (1964) Reconstruction of evolutionary trees, in: Phenetic and Phylogenetic classification, Systematic Association, London 6: 67-76.

82.  Goldstein, D.B., Linares, A.R., Feldman, M.W. (1995) An evaluation of genetic distances for use with microsatellite loci // Genetics 139: 463-471.

83.  Goldstein, D.B., Linares, A.R., Cavalli-Sforza, L.L., Feldman, M.W. (1995) Genetic absolute dating based on microsatellites and the origin of modern humāns // Proc. Natl. Acad. Sci. Usa 92: 6723-6727.

84.  Shriver, M.D., Jin, L., Boerwinkle, E., Deda, R., Ferrell, R.E. (1995) A novel measure of genetic for highly polymorphic tandem repeat loci // Mol. Biol. Evol. 12: 914-920.

85.  Kimura, M., Crow, J.F. (1964) The number of alleles that can be maintained in a finite population //Genetics 49: 725-738.

86.  Tajima, F. (1996) Infinite-allele model and infinite-site modeli n population genetics //J. Genet. 75: 27-31.

87.  Nei, M. (1971) Interspecific gene differences and evolutionary time estimated from electrophoretic data on protein identity // Am. Naturalist 105: 385-398.

88.  Nei, M., Tajima, F., Tateno, Y. (1983) Accuracy of estimated phylogenetic trees from molecular data // J. Mol. Evol. 19: 153-170.

89.  Nei, M. (1975) Molecular population genetics and evolution.-North-Holland Publishing Company, Amsterdam, Oxford.

90.  Takezaki, N., Nei, M. (1996) Genetic distances and reconstruction of phylogenetic trees from microsatellite data //Genetics 144: 389-399.

91.  Chakravarthy, R., Nei, M. (1977) Bottleneck effects on average heterozygosity and genetic distances with the stepwise mutation model // Evolution 31: 347-356.

92.  Estoup, A., Garnery, L., Solignac, M., Cornuet, J.M. (1995) Microsatellite variation in honey bee (Apis mellifera L.) populations: hierarchical genetic structure and test of the infinite allele and stepwise mutation models // Genetics 140: 679-695.

93.  Kimura, M., Ohta, T. (1978) Stepwise mutation model and distribution of allelic frequencies in a finite population // Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 2868-2872.

94.  Moran, P.A.P. (1975) Wandering distributions and the electrophoretic profile // Theor. Popul. Biol. 8: 318-330.

95.  Ohta, T., Kimura, M. (1973) A modelof mutation appropriate to estimate the number of electrophoretically detectable alleles in a finite population // Genet. Res. Camb. 22: 201-204.

96.  Shriver, M.D., Jin, L., Chakraborty, R., Boerwinkle, E. (1993) VNTR allele frequency distribution under the stepwise mutation model: a computer simulation approach // Genetics 134: 983-993.

97.  Estoup, A., Tailliez, C., Cornuet, J.M., Solignac, M. (1995) Size homoplasy and mutational process of interrupted microsatellites in two bee species, Apis mellifera  and Bombus terrestris (apidae) // Mol. Bio. Evol.12: 1074-1084.

98.  Li, W.H. (1981) Simple method for constructing phylogenetic trees from distances matrix // Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1085-1089.

99.  Slatkin, M. (1995) A measure of population subdivision based on microsatellite allele frequencies // Genetics 139:457-462.

    100. Nauta, M.J., Weissing, F.J. (1996) Constraints on allele size at microsatellite
    
loci: implication for genetic differentiation // Genetics 143: 1021-1032.

101.  Wright, S. (1951) The genetical structure of populations // Ann. Eugenics 15: 323-354.

102.  Nei, M., Chakravarti, A. (1977) Drift variance of FST and GST statistic obtained from a finite number of isolated populations // Theor. Popul. Biol. 11: 307-325. 

103.    http://evolution.genetics. Washington. edu/phylip/software.html

104.  (2007) The State of the World’s Animal Genetic Resources for Food and Agriculture. Commission on Genetic Resources for Food and Agriculture, FAO, Rome. http://www.fao.org/docrep/010/a1250e/a1250e00.htm

105.   De la Rosa-Reyna, X.F., Perez, M.A.R., Sifuentes-Rincon, A.M. (2005) Microsatellite polymorphism in intron 1 of the bovine myostatin gene // J. Appl. Genet., 47:1-3

106.  Mazvērsīte, J. (2007) Miostatīna gēna mikrosatelīta polimorfisms Latvijas liellopu šķirnēs.- Bakalaura darbs, Latvijas universitāte, Rīga, 48lpp. 

107.  Van Haeringen, H., Bowling, A.T., Stott, M.L., Lenstra, J.A., Zwangstra, K.A. (1994) A highly polymorphic horse microsatellite locus: VHL20//Anim. Genet., 25, 207.

108.  Exchange, Use and Conservation of Animal Genetic Resources. Policy and regulatory options. S.J. Hiemstra, A.G. Drucker, M.W. Tvedt, NLouwaars, J.K.Oldenbroek, K.Awgichew, S.Abegaz Kebede, P.N.Bhat & A. Da Silva Mariante, 2006. – 82 p.//htpp://Iprdad.fao.org/cgi- bin/getblob.cgi?sid=b9fe34095a75601743716c6a2117fcf5,123

109. UK National Action Plan on Farm Animal Genetic Resources/ National Steering Committee for Farm Animal Genetic Resources, 2006.-73 p//http://www.defra.gov.uk/farm/livestock/strategy/genetic-res/pdf/fangr-actionplan.pdf

110. Germany: National Report and National Management Plan for the Conservation and Sustainable Use of Animal Genetic Resources, 2003.-94 p.//http://www.genres.de/tgr/national-programme/pdf-version/nfp-tgr-gesamttext-engl.pdf
Pielikumi








1. pielikums

Paraugu noņemšanas instrukcija

1. Šķidras asins paraugus iegūst ne mazāk kā 3ml vakutaineros, stabilizējot ar EDTA;

a. Uz stobriņiem jābūt norādītiem sekojošiem datiem:

· dzīvnieka sugas piederība (zirgs, govis utt.)uzrakstot pilnu nosaukumu vai piešķirot attiecīgos burtus:

H - zirgi; C - govis; S - aitas; G - kazas; P – cūkas; B - bites;

· dzīvnieka identifikācijas numurs (gadījumā, ja identifikācijas numura nav, tos paraugus neiekļauj paraugu un dzīvnieku datu bāzē);

· parauga noņemšanas datums;

b. Paraugi jāglabā ledusskapī (+4○C);

2. Matu (kopā ar mata sīpoliņu) paraugus ņem skaitā ne mazāk par 40 matiņiem ar sīpoliņiem:

· Zirgiem – izrauj no krēpēm;

· Govīm, aitām, cūkām un kazām – izrauj no ausu iekšpuses;

· Paraugus jāglabā aploksnē, uz kuras norāda sekojošus datus:

· dzīvnieka sugas piederība (zirgs, govis utt.), uzrakstot pilnu nosaukumu vai piešķirot sekojošus burtus:

H - zirgi; C - govis; S - aitas; G - kazas; P – cūkas; B - bites;

· dzīvnieka identifikācijas numurs (gadījumā ja identifikācijas numura nav, tos paraugus neiekļauj paraugu un dzīvnieku datu bāzē);

· parauga noņemšanas datums;

3. Paraugam jāpievieno pavadzīme (reģistrācijas_pavadzīme PK_3.1.);

4. Laboratorijā, pēc paraugu iesniegšanas, jāsaņem pieņemšanas akts (pieņemšanas_akts PK_4.1.);

5. Rezultātus var saņemt pēc iepriekšējas norunas.








2. pielikums

Paraugu pieņemšanas instrukcija

1. Paraugus pieņem un reģistrē laboratorijas ofisa telpās vai speciālā reģistrācijas vietā;

2. Paraugu reģistrē tikai tad, ja tam ir pievienota aizpildīta pavadzīme (piel    ) (Reģistrācijas pavadzīme PK_3.1.);

3. Laboratorija pieņem paraugus, kuriem ir sekojoši dati:

· dzīvnieka sugas piederība (zirgs, govis utt.);

· dzīvnieka identifikācijas numurs (gadījumā, ja identifikācijas numura nav, paraugu neiekļauj paraugu un dzīvnieku datu bāzē);

· parauga noņemšanas datums;

· īpašnieka vārds, uzvārds;

· īpašnieka kontakta dati;

4. Paraugus reģistrē attiecīgajā reģistrācijas žurnālā un tiem piešķir laboratorijas iekšējo numuru. Katrai sugai kārto savu atsevišķu reģistrācijas žurnālu;

5. Pārstāvim, kas paraugus atveda izsniedz pieņemšanas aktu (Paraugu pieņemšanas akts (PK_4.1.));

6. Uz parauga stobriņa uzlīmes norāda piešķirto numuru un iezīmē  ar attiecīgu krāsu un burtu:

· H - zirgi – brūna krāsa; ●
C - govis – dzeltena krāsa;

· S - aitas – zila krāsa;     ●  G - kazas – sarkana krāsa;

· P - cūkas – balta krāsa; ●  B - bites – zaļa krāsa;

7. Paraugus ievieto:

· šķidrās asinis – ledusskapī (+ 4○C);

· matus ar sīpoliņiem un sausos asins paraugus – skapī (RT);

· muskuļus, kaulus un spermas paraugus – saldējamā kamerā (- 20○C);

8. Pavadvēstules jāglabā žurnāla pēdējā lpp., īpašā kabatiņā;

9. Ierakstus žurnālā labot nedrīkst; ieraksts jāizsvītro un jāpārraksta;

10. Labojumus jāatrunā žurnāla aizmugurē.








3. pielikums

DNS paraugu izdalīšanas instrukcija

1. Paraugus DNS izdalīšanai pieņem ar reģistrācijas žurnālā piešķirtajiem laboratorijas iekšējiem numuriem;

2. Tie ir pierakstīti izdalīšanas žurnālā ar attiecīgajiem numuriem:

· 1. - Nr. – asins paraugi gan sausā veidā, gan šķidras asinis;

· 2. - Nr. – matu sīpoliņi;

· 3. - Nr. – spermas paraugi;

· 4. - Nr. – kauli;

· 5.- Nr. – muskuļi;

· 6.- Nr. – cits;

3. Uzsākot  parauga apstrādi to sadala trīs daļās 

· no parauga ņem daudzumu, kas ir nepieciešams DNS izdalīšanai (atkarībā no DNS ekstraģēšanas metodes);

· līdzīgu daudzumu atstāj atkārtotai analīzei;

· atlikušo biomateriāla  daļu (3.1.att., 3.) sagatavo ilgstošai glabāšanai paraugu datu bāzē (paraugu depozitārijā), nepiešķirot izdalīšanas numuru;

4. Ģenētisko resursu paraugus reģistrē datu bāzē apzīmējot ar pielīmētu attiecīgo numuru ar burtiem „DB”;

5. Paraugus izdala pēc attiecīgas metodes;

6. Izdalīto DNS glabā: vienu daļu saldējamā kamerā (-20○C) un otru ievieto datu bāzē, un glabā kelvinātorā (-70 ○C) ar apzīmējumu „DB”;

7. Pēc parauga profila saņemšanas, to daļu kas paredzēta atkārtotai analīzei iznīcina;

8. labot Žurnāla ierakstus labot nedrīkst; labojot ieraksts jāpārsvītro un jāpārraksta;

9. Labojumus jāatrunā  žurnāla aizmugurē;

     10. Gadījumos, kad pēc pirmās izdalīšanas jāveic atkārtota analīze, to veic ar 

      speciāli atfasēto parauga daudzumu;

11.Atkārtotam paraugam piešķir jaunu izdalīšanas kodu, bet DB un reģistrācijas kodi nemainās.








4. pielikums

Reģistrācijas pavadzīme        ( PK_3)
Īpašnieka/Pasūtītāja vārds, uzvārds ________________________________________

Dzīvnieka suga, ID, vārds _______________________________________________
Paraugu skaits un veids__________________________________________________
Paraugu noņemšanas datums _____________________________________________
Glabāšanas apstākļi ____________________________________________________

Piezīmes _____________________________________________________________

Īpašnieka/Pasūtītāja kontakta dati _________________________________________

________________________________________________________

(datums, īpašnieka/pasūtītāja paraksts)







5. pielikums

Paraugu pieņemšanas akts

(PK-4)
Laboratorijas darbinieka vārds, uzvārds _____________________________________

Paraugu skaits un reģistrācijas Nr. _________________________________________
Paraugu veids _________________________________________________________
Piezīmes _____________________________________________________________
Rezultātu saņemšanas datums ____________________________________________
(Datums, laboratorijas darbinieka paraksts) .....................................................................                                                                                                                            
(Datums, īpašnieka/pasūtītāja paraksts)    .....................................................................







6. pielikums
PCR protokols

(PK_1)

	Nr
	Izd.kods
	Bufer
	praimer
	Taq
	H2O
	DNS
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	









7. pielikums
Govju DNS profili




(PK_2.1)
	Idz. kods
	
	

	DB kods
	
	

	TGLA227
	
	

	BM2113
	
	

	TGLA53
	
	

	ETH10
	
	

	SPS115
	
	

	TGLA126
	
	

	TGLA122
	
	

	INRA23
	
	

	ETH3
	
	

	ETH225
	
	

	BM1824
	
	


Izpildītāja vārds,uzvārds      ................................................
Datums                      ......................................







8. pielikums
Zirgu DNS profile  



(PK_2-   )
	Idz. kods
	
	

	DB kods
	
	

	VHL 20
	
	

	HTG4
	
	

	AHT4
	
	

	HMS7
	
	

	HTG6
	
	

	AHT5
	
	

	HMS6
	
	

	ASB23
	
	

	ASB2
	
	

	HTG10
	
	

	HTG7
	
	

	HMS3
	
	

	HMS2
	
	

	ASB17
	
	

	LEX3
	
	

	HMS1
	
	

	CA425
	
	


Izpildītāja vārds, uzvārds     .............................................................
Datums        ......................................







9. pielikums
Латвийский





Всероссийский научно-

 сельскожозяйственный университет

исследовательский институт








коневодства
УТВЕРЖДАЮ




УТВЕРЖДАЮ

Ректор университета



Директор института







академик РАСХН
проф. Скуянс Ю.




Калашников В.В.

« 16 » мая  2007 г.




« 18 » мая 2007 г.

ДОГОВОР О НАУЧНО-ТЕХНИЧЕСКОМ СОТРУДНИЧЕСТВЕ


Латвийский сельскохозяйственный университет (г.Елгава), в дальнейшем ЛСУ,являющийся юридическим лицом по законодательству Латвии, в лице Ректора Юриса Скуянса, с одной стороны, и Всероссийский научно-исследовательский институт коневодства (г.Рыбное Рязянской обл.), в дальнейшем ВНИИК, являющийся юридическим лицом по законодательству Российской федерации, в лице Директора Калашникова Валерия Васильевича, именуемые вместе и каждый в отдельности – Стороны, в целях взаимовыгодного обьединения своих потенциалов для выполнения научного исследования «Разработать методы генетического мониторинга и сохранения заводских и локальных пород лошадей» заключили настоящий договор.

Статья 1.

1.1. Предметом настоящего договора является научное исследование по теме: »Разработать методы генетического мониторинга и сохранения заводских и локальных пород лошадей».
1.2. Сотрудничество, предусмотренное п.1.1. осуществляется в соответствии с прилагаемой программой сотрудничества и приложениями № 1.2.

1.3. В этих целях Стороны

· обмениваются информацией и оказывают взаимные услги, направленные на ускорение работ и повышения их качества;

· командируют сотрудников для участия в лабораторных работах и для доставки образцов;

· проводят встречи научных руководителей и сотрудников для обсуждения результатов исследований;

1.4. Результаты работ будут представлены в форме совместных публикаций.

1.5. Содержание и результаты работ в целом и по этапам, а также сроки завершения определяются программой сотрудничества.

Статья 2.

Финансирование и порядок платежей

2.1. Стороны договорились о раздельном финансировании работ по предмету договора.

Статья 3.

Условия проведения работ

3.1. Стороны обязуются сотрудничать в прцессе выполнения договора, для чего будут:

· регулярно обмениваться информацией о ходе выполнения работ, полученных результатов и перспективах дальнейших исследований;

· каждая сторона для выполнения работ вправе привлечь соисполнителей с письменного соглашения другой стороны и сохраняя общую ответственность перед другой стороной за соблюдение условий договора, в том числе и по работам, выполняемым соисполнителем.

Статья 4.

Использование результатов научно-исследовательских работ

4.1. Полученые в ходе исследований результаты являются совместными, и будут использоваться для совместных публикаций.

4.2.  Опубликованные данные могут быть использованы каждой из Сторон в собственных исследованиях, не являющихся предметом данного Договора.

4.3. Правовая охрана и патентование возможных изобретений, созданных при проведении НИР по настоящему Договору, осуществляется по взаимному согласию Сторон.

Статья 5.

Обеспечение конфиденциальности

5.1. Стороны обязуются не передавать информацию о результатах совместных работ; материалы, полученные от другой Стороны третьей стороне без предварительного взаимного согласия, оформленного в письменной форме.

Статья 6.

Ответственность сторон

6.1 . Стороны обязуются добровольно выполнять принятые по настоящему Договору обязательстваю

6.2  Стороны освобождаются от ответственности за неисполнение или ненадлежащее исполнение обязательств, принятых по Договору при отсутствии финансирования и других обьективных обстоятельств.

Статья 7.

Порядок разрешения споров и разногласий

7.1. При возникновении споров и разногласий по вопросам, составляющим предмет данного договора или в связи с ним, Стороны примут все меры к их решению путем переговора.

Статья 8.

8.1.  Настояший Договор вступает в силу со дня его подписания Сторонами.

8.2.  Срок действия Договора – с 1 июля 2007 года по 31 декабря 2009 года.

8.3.  Настоящий Договор может быть изменен или дополнен в соответствии с взаимной договоренностью.

8.4.  Ни одна из Сторон не вправе передать свои права и обязанности по Договору третьим лицам без письменного согласия другой Стороны.







10.pielikums[image: image33.jpg]THE ALL - RUSSIAN RESEARCH INSTITUTE FOR HORSE BREEDING

391105 RYBNOE DISTRICT RYAZAN REGION, RUSSIA
Tel/Fax: (4912) 24-02-65 E-mail: vniik@rinfotels.ru

HORSE BLOODTYPING CERTIFICATE

Register number 161-2006 from 09/10/2006

Breed 3 LATVIAN WARMBLOOD (LATVIJAS)
Reg. No. $ 538023200304
Name - KADRIJA
Date of birth 2 2004
Colour 3 dark bay
Sex : mare
Lab. Reg. No. 0480-2006(002)
Date tested s 2006
Owner: VIKTORIA JEMELYANOVA, Latvia

SIRE KANGARS Ls 1403 DAM ROZEMUNDE Ls 56000060016
Lab. Reg. No.: Lab. Reg. No.:

Blood type

A C D K

a /- bem/dk -/-

Electrophoretic markers
ALB ES TF AlB (Xk)
BB 11 FO KK

Reagents and electrophoretic markers employed:

A (8 D K
a abcedeghkm a

=

ALB ES TF AlB (Xk)
AB FGI DFHMOR FKS

09.10.2006
Date

Dr:—

2.

_~_L.A. Khrabrova

Head of the Lab. of Genetics




11. pielikums

Kadrijas DNS profila fragments, kas iegūts VZZPI laboratorijā
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12. pielikums

Kangara DNS profila fragments, kas iegūts VZZPI laboratorijā
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13. pielikums

Rozemundas DNS profila fragments, kas iegūts VZZPI laboratorijā

[image: image36.png]Sample File Sample Name Panel
frag 001 A10.fsa #1 Equine 17plex v2
VHL20 HTG4 AHT4 HMS7
8 ‘ 20 10 .
1200
800+
400+
[}
$293.97 5212631 s2147.67 s2174.28
298.48 2180.42
5213693
frag 001 _A10.fsa #1 Equine 17plex v2
HTG8 AHTS HMS6 A
& 120 . 160 .
42
28
14
0
s285.11 s2129.16 s2165.71
52 95.08 5213554 52 167.80
frag 001 A10.fsa | #1 | Equine 17plex v2.
HTG10 HTG7 HMS3
120 160

80

900
600

300

Added
sz 157.86

frag 001 A10.fsa #1 Eauine 17plex v2
ASB17_| LEX3 HMS1
Bp 1?0 160
1500
1000+
500
0
sz 111.31 sz 154.79 sz 181.92
sz 119.46 Added

sz 160.85




14. pielikums

Rozemundas, Kadrijas un Kangara DNS VHL 20, HTG4 AHT4 un HMS7 alelles. 
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15. pielikums
 Rozemundas, Kadrijas un Kangara DNS HTG6, AHT5 un HMS6 alelles
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16. pielikums
Rozemundas, Kadrijas un Kangara DNS ASB17 un LEX3 alelles
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17. pielikums
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1. att. Bigoras šķirnes cūkas (D. Kairišas foto)
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2. att. Mirandas šķirnes govju ganāmpulks (D. Kairišas foto)
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3. att. Gaskonas šķirnes  gailis (D. Kairišas foto)
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4. att. Vācijas vietējās Tiroles šķirnes aitas Hanoveras izstādē 2006. gadā (D. Kairišas foto)
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4. att. Vācijas vietējās Tiroles šķirnes aitas Hanoveras izstādē 2006. gadā (D. Kairišas foto)
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5. att. Spānijas vietējās šķirnes Retinto gaļas tipa liellopi (D. Kairišas foto 2007.g.)
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6. att. Spānija vietējās šķirnes aitas mākslīgās apsēklošanas stacijā ( D. Kairiša 2007.g.)
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7. att. Spānijas vietējās šķirnes zirgi (D. Kairiša 2007.g.)
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8. att. Spānijas vietējās piena aitas (D. Kairiša, 2007.g.)
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9. att. Molekulārās ģenētikas laboratorijas iekārtas (D. Kairiša, 2007.g.)
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10. att. Molekulārās ģenētikas laboratorijā
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11. att. Gēnu banka molekulārās ģenētikas laboratorijā Spānijā (D. Kairiša, 2007.g.)
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12. att. Iekārtas molekulārās ģenētikas laboratorijā 
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13. att. Iekārtas molekulārās ģenētikas laboratorijā
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14. Att. DNS analīžu veikšanai nepieciešama speciāla datorprogramma (D. Kairiša, 2007.g.)

18.pielikums
Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu saglabāšanas un izpētes darba finansējums
	Pasākumi
	Veicamie darbi (uzdevumi)
	Nepieciešamais finansējums, Ls

	
	
	2008.
	2009.
	2010.
	2011.
	2012.

	Uzglabāšana
	Lauksaimniecības dzīvnieku turētāji (kompensācijas dzīvnieku turētājiem par pazeminātu produkcijas ieguvi)
	398400
	398400
	398400
	398400
	398400

	
	Gēnu rezerves ganāmpulku izveide (MPS  „Vecauce” un ZMC “Mušķi”)
	29000
	29000
	29000
	29000
	29000

	
	Dzīvnieku sākotnējā ģenētiskā materiāla ieguve un uzglabāšana (CMAS un LF molekulārās ģenētikas laboratorija)
	25000
	25000
	25000
	25000
	25000

	
	No bioloģiskā materiāla izdalītā DNS uzglabāšana (LF Molekulārās ģenētikas laboratorija)
	5000
	1000
	1000
	1000
	1000

	Dokumentēšana
	Lauksaimniecības ģenētisko resursu programmā iekļauto dzīvnieku datu bāzes izveidošana un uzturēšana LDC 
	15000
	10000
	10000
	10000
	10000

	
	Uzkrātā ģenētiskā materiāla datu bāzes izveidošana (LF Molekulārās ģenētikas laboratorijā) un sasaiste ar LDC datu bāzi
	15000
	7000
	7000
	7000
	7000

	
	No bioloģiskā materiāla izdalītā DNS datu bāzes izveidošana (LF Molekulārās ģenētikas laboratorijā)un sasaiste ar LDC datu bāzi
	15000
	7000
	7000
	7000
	7000

	Raksturošana
	Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu fenotipisko pazīmju izpēte un uzskaite (dzīvnieku audzētāju organizācijas)
	30000
	30000
	30000
	30000
	30000

	Izpēte
	Populāciju ģenētiskās daudzveidības un dzīvnieku izcelsmes noteikšana ar molekulāro marķieru palīdzību (plānots analizēt 100 paraugus no katras šķirņu grupas)
	10000
	10000
	10000
	10000
	10000

	
	Ģenētisko resursu programmā iekļauto dzīvnieku gēnu analīze un izcelsmes precizēšana
	7000
	7000
	7000
	7000
	7000

	
	Dažādu sugu dzīvnieku produktivitātes un kvalitātes pētījumi
	50000
	50000
	50000
	50000
	50000

	Reklāma 
	Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu popularizēšana, iegūtās produkcijas reklāmas pasākumi (2008. gadā bitēm)
	5000
	35000
	35000
	35000
	35000

	Kopā
	604400
	609400
	609400
	609400
	609400


19.pielikums

Lauksaimniecības dzīvnieku ģenētisko resursu situācijas analīzes galveno rādītāju kopsavilkums

	Valsts
	Skaits (apjoms)
	Saglabāšana
	Dokumentācija
	Raksturošana
	Izpēte
	Izmantošana

	Norvēģija
	Kā ģenētiskos resursus saglabā brīvā dabā izveidojušās dzīvnieku populācijas, kā arī valstī noteiktās mākslīgi veidotās šķirnes. 

Iedala divās grupās: apdraudētās un neapdraudētās šķirnes.Apdraudētās šķirnēs sākotnēji bija tikai atsevišķi eksemplāri. Nepieciešamo saglabājamo dzīvnieku skaitu nosaka programma un dzīvnieku audzētāju organizāc.
	Saglabā visu sugu lauksaimniecības dzīvniekus. Atgremotāju bioproduktu un embrijus uzkrāj MAS. Problēmas rada cūku un zirgu spermas un embriju uzglabāšana.

Katrai šķirnei ir sagatavota audzēšanas programma.
	Ar dokumentu kārtošanu nodarbojas dzīvnieku audzētāju organizācijas. Sagatavo šķirnes ierakstīšanu šķirņu reģistrā, dzīvnieku ierakstīšanu Valsts ciltsgrāmatā. Datu centrs uzkrāj visu nepieciešamo informāciju, kuru tam novada fermeris, piena kvalitātes laboratorijas, kautuves, MAS, veterinārais dienests.
	Raksturošanai izmanto dzīvnieka ārējās un produktivitātes pazīmes, kā arī gēnu marķierus.


	Ar izpēti nodarbojas dzīvnieku audzētāju organizācijas un zinātnieki.

Galvenokārt virzīta uz dzīvnieku piemērotību dabiskiem apstākļiem, rezistenci un ražotās produkcijas drošību
	Produkcijas ražošana;

Ģenētiskā daudzveidība;

Vides sakopšana;

Bioloģiskā lauksaimniecība un tūrisms.

Zinātniskā izpēte.



	Vācija
	
	
	
	
	
	

	Francija
	
	
	
	
	
	

	Spānija
	
	
	
	
	
	

	Igaunija
	
	
	
	
	
	

	Lietuva
	Izveidoti gēnu rezerves ganāmpulki Lopkopības institūtā. Saglabā tikai apdraudēto šķirņu dzīvniekus.
	
	Ar dokumentu kārtošanu nodarbojas Lopkopības institūta darbinieki
	
	Ar izpēti nodarbojas Lopkopības institūta zinātnieki jau DNS līmenī.
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