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ABSTRACT

The aim of this research work is to describe the genetic diversity in Latvian warmblood
genetic recourse horse population by 17 microsatellite markers in order to provide background
knowledge for further population structure research, parentage testing purposes and
conservation decisions. As a research material blood samples from 13 genealogical lines
where used. DNA extraction was performed with “Fermentas” commercial kit and QIAcube
DNA extraction technology by using DNeasy Blood & Tissue reagents. DNA was amplified
with StockMarks® Applied Biosystems commercial kit. PCR products were sent for
sequencing to LVMI “Silava” laboratory and received data where analyzed by free software
Genalex6. We could successfully amplify 87 horses in 17 microsatellite loci. All markers
were found to be polymorphic and all except HTG10 (which significantly deviated from HW
equilibrium, p<0.05) were used for genetic diversity estimation. After correcting allelic
richness measure for rare alleles it still showed relatively high value with 8.63 + 0.54 alleles
and together with expected heterozygosity measure of 0.78 + 0.02 Latvian warmblood
population can be considered to be among the most variable horse breeds in Europe.
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IEVADS

Arvien pieaugosas tirgus prasibas, konkrétu pazimju pastiprinata selekcioné€Sana, ka ari
maksligas aps€klosanas un embriju transplant€Sanas tehnologijas veicina ne tikai sugu
daudzveidibas samazinasanos vienai S$kirnei aizvietojot citas, bet ari Skirpu ieks€jas
daudzveidibas saruksanu. Sobrid pastav uzskats, ka nakotnes vajadzibam, kuras més nevaram
prognozét, ir japaredz pietiekosa dzivnieku daudzveidibas rezerve. So iemeslu dé| Partikas un
Lauksaimniecibas organizacija (FAO) ir izvirzijusi talejosu mérki - saglabat pec iespgjas
lielaku biologisko daudzveidibu, lai nodroSinatu nakotnes iesp&jas un saglabatu mazak
labveligo regionu ekonomisko un socialo attistibu (Rege, Gibson, 2003).

Latvijas zirgu Skirne ar savam unikalajam ipasibam ir pasaules gené&tisko resursu
biologiskas daudzveidibas sastavdala. Sakot ar 19. gs beigam M. Lazes vadiba tika veikta
meérktieciga viet€jo zirgu uzlaboSana ar Oldenburgas, Hanoveras un HolSteinas vaisliniekiem
un 1937. gada Latvijas zirgu Skirni apstiprinaja ka neatkarigu populaciju, kura pateicoties
savam labajam rakstura un darba 1paSibam guva latvieSu zemnieku ieveéribu (Baltakmens,
Stukuls, 1978). Sobrid par genétiskiem resursiem Latvijas zirgu §kirng uzskata braucama tipa
zirgus, kuri atbilst Skirnes braucama zirgu tipa prasibam un ir pieteikti ciltsdarbam saskana ar
ciltsdarba programmas prasibam (Latvijas zirgu skirnes ciltsdarba programma, 2010 — 2015).

Lai veiktu padzilinatus genétiskos pétijjumus (piem., rezistences, iedzimto slimibu,

169



eksterjera klidu un produktivitates/darbsp&ju ietekmé&joSu mutaciju izpéeti) Latvijas zirgu
Skirnes populacija sakotngji ir nepiecieSams tas genétiskas daudzveidibas raksturojums un
struktiiras pétijumi. Turklat, nekludiga, talejoSa un produktiva ciltsdarba veikSanai audzetaju
organizacijam un turpmakiem pé@tijumiem ir nepiecieSams ticams dzivnieku izcelSanas
informacijas ieguves avots. Populacijas genétiska stavokla tieSai noveértéSanai ir nepiecieSams
Skirnes molekularas daudzveidibas apsekojums, nosakot Sai Skirnei raksturigas al€les, to
frekvences un alélu daudzveidibu dazados lokusos. Lai gan miusdienas mikrosatelitu markieri
biezi vien tiek aizstati ar SNP (viena nukleotida polimorfisma) markieriem (jo Tpasi visu
genomu aptveroS$os pétijumos), populaciju genétiskas daudzveidibas novértéSana un
paternitates/identitates noteikSanas gadijumos savas augstas daudzveidibas un 1&to izmaksu
deé] mikrosatelitu markieri ir piemé&rotaka metode.

ST pétnieciska darba mérkis — ar DNS mikrosatelitu markieru metodi izp&tit Latvijas
Skirnes genétisko resursu programma ieklauto zirgu (Skirnes kodola) genétisko daudzveidibu.

Darbs tapis pateicoties projekta Eiropas Sociala fonda (ESF) projekta “Atbalsts LLU
magistra studiju TstenoSanai”, VienoSanas Nr. 2009/0165/1DP/1.1.2.1.1/09/IPIA/VIAA/008
atbalstam.

MATERIALS UN METODIKA

Ka darba materials izmantoti Latvijas $kirnes genétisko resursu programma ieklauto zirgu
asins paraugi, kuri iegiiti bakalaura un magistra darba izstrades laika, kopa 93 paraugi, kas
parstav 13 Latvija sastopamas $is Skirnes genealogiskas linijas. Dala genealogisko liniju, ka
Amona, Flagmana, Gaida, Gintera un Spékona, ir plasi sastopamas un lidz ar to ievakto
paraugu Ipatsvars $im Iinijam ir lielaks. Savukart Mada, Markgrafa, Siego un Duo linijas
dzivnieki ir sastopami retak, tade] ievakto paraugu skaits ir mazaks. Banko linija miisdienas ir
saglabajusies tikai keves un Juvéla linija ir reti sastopama.

DNS izdalisana veikta LLU LF Molekularas genétikas pétijumu laboratorija (MGPL) ar
,Fermentas” komercialo reagentu komplektu un QIAcube DNS izdalisanas iekartu izmantojot
DNeasy Blood & Tissue reagentus. Mikrosatelitu markieru amplificéSana no iegiitas DNS
veikta ar StockMarks® Applied Biosystems komercialo reagentu komplektu, kura sastava
ietilpst specifiski praimeri 17 mikrosatelitu lokusu amplificéSanai. Paraugi sekvenéti LVMI
»Silava” laboratorija un iegiitie dati ar genotip&to alélu garumiem analiz&ti ar brivi pieejamu
programmu Genalex6 (Peakall, Smouse, 2006).

Analizgjot iegiitos genotipu datus tika noteikti sekojosi genétiskas daudzveidibas raditaji:
aleélu daudzveidiba (A), efektivais alélu skaits lokusa (A.), populacijas sagaidama (He) un
novérota (H,) heterozigotate. Lai novertetu iegiito rezultatu atbilstibu Hardija - Veinberga
(HV) vienadojumam pielietota XZ metode ar vienu brivibas pakapi.

REZULTATI UN DISKUSIJA

Pétijuma ietvaros tika veiksmigi papildinats LF MGPL eso$o genétisko resursu zirgu
asins paraugu skaits, kas turpmak biis pieejams ari citiem molekularas genétikas pétijumiem.
DNS iegits no 93 zirgu asins paraugiem, bet amplificét izdevas 87 zirgu DNS 17
mikrosatelitu lokusus. Visos 17 mikrosatelitu lokusos kopa Latvijas zirgu Skirnes genétisko
resursu zirgu populacija konstatétas 158 aléles. Aplukojot visu lokusu frekvences, secinam, ka
pétitie 17 mikrosatelitu markieru lokusi Latvijas zirgu Skirnes populacija ir polimorfi, jo
nevienas al€les frekvence neviena lokusa neparsniedz 0.99. Genétisko daudzveidibu
raksturojosie lieclumi analizétajos lokusos aprakstiti 1. tabula.

Analizgjot iegiitos genotipu datus, konstat€jam vienu lokusu (HTG10) ar butisku novirzi
no Hardija - Veinberga (HV) vienadojuma (p<0.05). Pargjie 16 lokusi atbilda
priekSnosacijumam par selektivo lokusu neitralitati un bija pielietojami turpmakiem

170



populacijas struktiiras pétijumiem. Lokusa HTGI10 novirze no HV likuma var but
izskaidrojama divéjadi - ar genotip&Sanas klidu vai ar1 §1 lokusa cieSu saistibu ar kadu no
géniem, kas ir paklauts selekcijas procesam populacija. Kada konkréta lokusa selekcija var
stabilizet al€lu frekvences visas subpopulacijas un ta rezultata izraisit populacijas struktiiras
un genétisko distan¢u nepietickamu noveértéSanu. Vai pretéji tam, dazadu regionu atskiriga
selekcijas spiediena rezultata var rasties mainiga al€lu fiksacija dazadas subpopulacijas, kas,
var izraisit So parametru parveértéSanu (Hedrick, 2011). Selekcijas efekti un genotipéSanas
klidas var radit kludainus analizu rezultatus un tap€c visi lokusi (petijuma tikai lokuss
HTG10) no rezultatu analizes jaizslédz.

1. tabula / Table 1
Latvijas zirgu Skirnes genétiskas daudzveidibas raksturojums 17 mikrosatelitu
lokusos
Genetic diversity measures of Latvian Warmblood horse in 17 microsatellite loci

Lokuss Alelu Efektivas Sagaidama Novérota x?
Locus daudzveidiba aleles heterosigotate | heterozigotate
Allelic Effective Expected Observed
richness alleles heterozygosity | heterozygosity
VHL20 10 4.51 0.78 0.67 0.86™"
HTG4 8 3.84 0.74 0.72 0.06™"
AHT4 8 4.58 0.78 0.80 0.06™"
HMS7 8 5.00 0.80 0.73 0.60™"
HTG6 10 4.47 0.78 0.68 1.13™"
AHT5 12 7.82 0.87 0.78 0.35™"
ASB2 14 6.86 0.85 0.79 0.32""
ASB23 10 3.61 0.72 0.60 1.01™
HMS6 7 4.37 0.77 0.59 3.12""
HMS2 9 6.30 0.84 0.70 2.00™"
HMS3 10 4.13 0.76 0.70 0.41""
HTG7 6 2.42 0.59 0.49 1.72""
HTG10 10 1.78 0.44 0.29 5.35"%
ASB17 10 5.28 0.81 0.79 0.04""
CA425 12 5.87 0.83 0.70 1.11™"
HMS1 6 4.54 0.78 0.67 0.95™
LEXS3 8 5.05 0.80 0.62 1.75™
Vidgji* 9.25+0.55 4.92 £0.33 0.69 £0.02 0.78 £0.02 0.01""
Average*

* Aprékini veikti izmantojot 16 lokusu datus (péc HTG10 izslégSanas)/Calculated from 16 microsatellite loci

Alelu daudzveidiba, viens no visbiezak aprakstitajiem genétiskas daudzveidibas meriem
(Leberg, 2002), tiek uzskatita par svarigu raditaju konservéjosas genétikas joma (Foulley,
Ollivier, 2006). Visaugstakais alélu daudzveidibas raditajs ir AHTS, ASB2, CA425 lokusiem,
parsniedzot 10 al€les lokusa. Ar §1 raditaja palidzibu ir iesp&jams konstaté€t populacijas
samazinasanos vai pagatné notikusas ,,pudelkakla” paradibas (Leberg, 2002; Foulley, Ollivier,
2006). Tiek uzskatits, ka al€lu bagatiba var daudz labak atspogulot populacijas ilgtermina
potencialu salidzinajuma ar heterozigotates raditaju, jo selekcijas limiti ir vairak atkarigi no
sakotngjas al€lu daudzveidibas, neka no heterozigotates proporcijas (Petit et al., 1998). Kaut
ar1 Lebergs (2002) norada, ka gan prakse, gan teorija apliecina faktu, ka al€lu bagatibas
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raditajs ir daudz jutigaks pret islaicigiem, stipri izteiktiem ,,pudelkakla” notikumiem, Saja
pétijuma iegiitie rezultati par ,,pudelkakla” efektu Latvijas zirgu Skirnes populacija neliecina.

Efektivais alélu skaits populacija norada vienlidzigi sadalitu al€lu skaitu, kas sp€tu radit
sagaidamo homozigotati (aprékinama p&c novérotajam alelu frekvencém). Raditajs ir
piclietojams kodominantu markieru datiem un ir atkarigs no paraugkopas licluma (Hedrick,
2011). Tas kalpo ka papildinoss raditajs alelu bagatibai. Efektivo al€lu skaits Latvijas Skirnes
zirgu populacija svarstas no 1.78 (HTG10) lidz 7.82 (AHTS) alélem lokusa ar vid&jo veértibu
4.92 + 0.33 aleles. Ne vienmér augsts aleélu daudzveidibas raditajs nodroSina pietickamu
efektivo alelu skaitu. Piem&ram, lokusa ASB23 (A =10 al€les) efektivo al€lu skaits ir mazaks
(3.6 algles) neka lokusa HMS1 (A=6 al€les) efektivo al€lu skaits (4.5 al€les). Tapec izvertgjot
piemérotakos lokusus populacijas struktiiras izp€tei un paternitates/identitates testiem ir
nepiecieSams izmantot abus raditajus.

Sagaidama heterozigotate ir varbutiba, ka konkrétaja populacija lokusa jebkuras divas
randomi izvéletas aléles nav identiskas. Sis genctiskas daudzveidibas mérs gan nav Ipasi
jutigs pret papildus daudzveidibas esamibu, jo maksimala He robeza ir vienada jebkuram al€lu
skaitam (Hedrick, 2011). ST iemesla dé] var tikt apgritinata genctiskas daudzveidibas
diferenciacija starp populacijam, ja tiek izmantoti markieri ar augstu polimorfisma Iimeni ka
mikrosateliti. So markieru heterozigotate var sasniegt 0.8 vai pat augstaku vértibu (Hedric,
2011), ko apstiprina arT miisu pétijuma rezultati. Vairakos lokusos (AHTS, ASB2, HMS2,
ASB17, CA425) H. parsniedz 80% slieksni. Latvijas zirgu Skirnes vid€jais sagaidamas
heterozigotates raditajs ir 0.69 = 0.02, kas ir nedaudz mazaks neka novérota heterozigotate
0.78 £ 0.02. Visticamak ta ir lieciba heterozigotati veicinosai paru atlasei. Tacu, pielietojot xz
metodi ar vienu brivibas pakapi, netika konstatéta bitiska novirze (p>0.05) no HV
vienadojuma.

P&c Luis et al. (2007) publicétajiem pasaules zirgu Skirnu (33 Skirnes) datiem, lielakais
alelu skaits starp zinatnieka petijjuma ieklautajam Skirném bija Kaspijas Ponijiem (7.75 = 1.96
aleles, paraugkopa ielauti 147 individi). P€c miisu noteikta Latvijas zirgu Skirnes vidgja alelu
skaita (9.25 £+ 0.55 al€les) varam secinat, ka Latvijas zirgu $kirne biitu ierindojama genétiskas
daudzveidibas augSgala. Ari péc raditaju korekcijas veikSanas (izsledzot retas al€les un
lokusus, kas literatiira aprakstitajos petijumos nav analizeti), al€élu daudzveidibas raditajs
(8.63 £ 0.54) parsniedz citu Eiropa pétito Skirnu vidgjos raditajus, kas svarstas no 5.4 + 0.19
lidz 6.89 + 0.26 alélem (Leroy et al., 2009; Marletta et al., 2006; Juras, Cothran, 2004). Ari
salidzinot sagaidamas heterozigotates raditaju Latvijas Skirnes zirgu populacija (0.78 £ 0.02)
ierindojas daudzveidigako populaciju priekSgala. Apliikojot heterozigotates raditajus dazadu
pasaules zirgu skirnu populacijas (Luis et al., 2007; Leroy et al., 2009; Marletta et al., 2006;
Juras, Cothran, 2004) augstakais aprakstitais He raditajs ir 0.80 (Sicilijas viet&ja zirgu skirne).
Turklat, tadu radniecigu Skirnu ka Hanoveras (0.77 = 0.02), Holsteinas (0.71 £ 0.03) ari
Lietuvas braucamzirga (0.76) populacijam raksturigi augstaki sagaidamas heterozigotates
raditaji, ka Latvijas zirgu Skirnei.

Kopuma, iegiitie rezultati liecina, ka Latvijas zirgu $kirnes genétisko resursu populacija ir
viena no daudzveidigakajam gan al€lu bagatibas zina, gan péc heterozigotates raditajiem.
Viens no iesp€jamiem iemesliem ir prezentativa paraugkopa, kas tika veidota no visam
Latvijas zirgu $kirné pastavosajam genealogiskajam linijam un no p&c iespgjas talak
radniecigiem individiem. Turklat janem veéra, ka §1 Skirne ir veidota uzlabojot vietgjos zirgus
ar Oldenburgas, Holsteinas un Hanoveras (vélak ar1 Anglu pilnasinu un Trakénas)
vaisliniekiem (Latvijas zirgu $kirnes ciltsdarba programm, 2010) un to, ka radniecigu Skirnu
izmantoSana ciltsdarba turpinas vél joprojam. Ticams, ka §1 iemesla dé] m&s varam noveérot
augstus genétiskas daudzveidibas raditajus. Lai noteiktu dazadu Skirpu ietekmes ipatsvaru
misu populacija, butu nepiecieSams noteikt krustoSana izmantojamo Skirnu mikrosatelitu
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markieru al€les un to frekvences.

Augstai genétiskajai daudzveidibai ir gan pozitivi, gan negativi aspekti. No daudzveidibas
saglabasanas puses, populacijas lielaka génu daudzveidiba nodroSina labakas adaptesanas
sp&jas mainigiem apkart&jas vides apstakliem, gené&tisko rezervi un daudzveidigu selekcijas
materialu. Tacu vienlaikus padara neparedzamaku selekcijas procesu un var apgriitinat
turpmakos genétiskos p&tijumus, kuru Tstenosanai biis nepiecieSams lielaks dzivnieku skaits
un vairaki markieri.

SECINAJUMI

Visi analizétie 17 mikrosatelitu lokusi Latvijas Skirnes genétisko resursu populacija ir
polimorfi, tacu tikai 16 markieri ir piem&roti turpmaku aprékinu veikSanai (HTG10 lokuss
bija jaizsledz novirzes no HV vienadojuma dél, p<0.05).

Visaugstakais alelu daudzveidibas raditajs konstatéts lokusiem AHTS, ASB2, CA425
(parsniedzot 10 al€les), savukart efektivais alelu skaits visaugstakais ir lokusos HMS2, ASB2,
AHTS (parsniedzot 6 aléles).

Ar vidgjo al€lu skaitu populacija (izsleédzot retas aleles) 8.63 + 0.54 un vidgjo
heterozigotates [tmeni 0.78 + 0.02 Latvijas zirgu Skirne ir pieskaitama pie daudzveidigakajam
Eiropa sastopamajam zirgu populacijam.
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