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Abstract. The aim of the research was to determine whether the genetic resource — foal of Latvian warmblood
horse — is the true descendant of alleged parents by using 17 microsatellite primers’ method, and to consider
if this method is appropriate for routine parentage testing and identification in genetic resources of Latvian
warmblood horse. DNA was extracted from collected blood samples and amplified by PCR method. Horses’
genotypes in 17 microsatellite loci (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, HMS6, HTG7, HMS3, AHTS,
ASB2, HTG10, HMS2, ASB23, ASB17, LEX3, HMSI, and CA425) were determined by analyzing the
received electropherogram data with PeakScannerv.1.0 software. The diversity range of alleles was calculated
as 7 alleles per locus. The diversity of alleles in these 17 loci varied from 5 alleles (HTG4, HTG7) to
11 alleles (ASB17). Exclusion probabilities calculated as 97.2%, 99.8% and 94.5%, depending on parentage
testing case, confirmed the usefulness of this method for routine parentage testing and identification of

Latvian warmblood horse.

Key words: genetic resource horse, parentage testing, microsatellites.

Ievads

Sobrid viena no aktualakajam tendencém pasaulé
ir dabas biologiskdas daudzveidibas saglabasana.
Turklat tas tiek attiecinats ne tikai uz savvalas
dzivnieku sugam, bet arT uz lauksaimniecibas
dzivniekiem ka daudzpusigas genétiskas informacijas
nesgjiem. Tapeéc FAO (Partikas un lauksaimniecibas
organizacija) ir izstradajusi atbalsta programmas,
kas paredz pec iesp&jas dazadaku vietgjo populaciju
saglabasanu (Protecting animal ..., 2009).

Latvijas  zirgkopibas Latvijas
zirgu Skirmne — ir dala no pasaules genétiskas
daudzveidibas un lidz ar to ir Tpasi saglabajama.
Janem véra, ka svariga ir $kirnes piemé&rotiba misu
klimata apstakliem, universalais tips, daudzpusigas
izmantoSanas iesp€jas, izturiba, labdabiba, sp&ciga
kaulu uzbiive, labas baribas izmantoSanas spgjas,
augliba un ilgmiiziba (Latvijas Skirnes ..., 2004).

Lai nodrosinatu nekliidigu un talredzigu selekcijas
procesu, ta kontrolei daudzas pasaules valstis tick
lictotas genétiskas metodes, ar kuru palidzibu nosaka
un registré katra ciltsgramata ieklauta dzivnieka

lepnums  —
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genotipu, kas savukart palidz identificét dzivniekus
un noteikt paternitati, lai novérstu cilvéku iesp&jamas
kltidas un launpratigu ricibu.

Lai arT Latvija Sobrid zirgu identitati un paternitati
ar genétiskajam metodém nenosaka, pasaulg tas ir
pazistamas jau kops pagajusa gadsimta beigadm. Jaunas
tehnologijas miisdienas sniedz iesp&ju izmantot DNS
mikrosatelitu priekSrocibas genétisko testu veik$ana,
kas Sobrid ir viena no perspektivakajam un vieglak
standartiz€jamam metodeém.

DNS mikrosatelitus veido loti Tsu sekvencu
(Iidz 13 bazu paru) tandémi (viens otram sekojosi)
atkartojumi (Watson, Baker et al., 2008).

DNS mikrosateliti pieder kodominantajai DNS
markieru klasei un iedzimst pec Mendela likumiem.
Tie ir vienmeérigi izplatiti pa visu eikariotu Snu
kodola genomu un ir izteikti polimorfi. Mikrosatelitu
iedzim$8anas mehanisms, nododot tos no vienas
paaudzes nakamajai, ir loti vienkarSs un stabils, un
to neietekm@ neviens cits faktors ka tikai iedzimtiba.
Katram mikrosatelitu lokusam ir raksturigas dazadas
aleles (lokusa DNS sekvences alternativas formas).
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Kumels vienu aléli manto no t€va un otru no mates.
Niecigo izmeru dél mikrosatelitiir viegliamplificgjami
ar PCR (polimerazes k&des reakcija) metodém un Iidz
ar to ir viegli izmantojami un precizi paligi genétiskas
informacijas noteikSanas un analiz€Sanas procesa
(Georgescu, Vatasescu et al., 2007).

Ipasi zirgkopibai pieméroti mikrosateliti pirmo
reizi aprakstiti 1992.-1994. gada. Petijumus veica
divas pétnieku grupas: viena — zinatnieka Ellegrena
vadiba (1992. g.), otra — zinatnieka Marklunda vadiba
(1994. g.). Siem zinatniekiem pirmajiem izdevas izolét
dinukleotidu (CA)n atkartojumu kopumu un pieradit,
ka ar1 zirgiem ir raksturigs izteikts mikrosatelitu
polimorfisms (Seyedaabadi, Amirina et al., 2006).

Misu pétijuma meérkis: noskaidrot mikrosatelitu
praimeru metodes piemérotibu genétisko resursu
programma icklauto Latvijas Skirnes zirgu paternitates
un identitates noteikSanai.

Materials un metodes

Latvijas Skirnes genétisko resursu zirgu gimenu
(berns — tevs — mate) asins paraugus ievaca specialos,
EDTA (etilendiamina tetra acetata) buferSkidumu
saturoSos vakutaineros. Kopa pétijuma bija iesaistiti

A gadijuma:

izmantotas 4 praimeru fluoriscentas iezimes — 6-FAM
(zila), VIC (zala), NED (dzeltena) un PET (sarkana).
Papildus izmantoja LIZ (oranza) iezimi izméru
standarta noteiksanai.

AmplificEtos mikrosatelitus nosiitija uz Latvijas
Valsts mezzinatnes institita ,,Silava” laboratoriju
Sapemtos datus analiz€ja ar
programmu ,,PeakScanner v1.0”. Pe&c ieglitajam
elektroferogrammam noteica pétamo zirgu genotipus
un alélu daudzveidibu.

Paternitates noteikSanas metodes lietderibas
pamata ir varbitiba, ar kuru iespgams izsleégt
nepatieso radinieku, izmantojot konkrto metodi.
Galvenokart nakas saskarties ar trTs gadtjjumiem:

A) zinami abu vecaku genotipi un jaizslédz viens
no vecakiem;

B) zinami abu vecaku genotipi un jaizslédz abi
vecaki;

C) zinams viena vecaka un p&cnacgja genotips un
jaizsledz to radnieciba.

Izslégsanas varbiitiburekinaja, balstoties uz lokusu
individualajam un kopg€jam alélu frekvencém péc
ISAG (Starptautiska dzivnieku genétikas komiteja)
rekomendétajam formulam (Jamieson, 1997):

sekvenésanai.

P=1-2Yp + 30 23 330 -2 P} 330 S0
i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1

B gadijuma:

P=1443 p =43 p =33 p =8 p/ ) +8 p 1 Y p )+ 203 b))’
i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1 i=1

C gadijuma:

P=1-43 p+20> p/) +43 p) 33 p/’
i=1 i=1 i=1 i=1

26 zirgi, randomi izveéléti no dzivnieku novietném
Latvijas teritorija. DNS izdaliSanu veica LLU
Lauksaimniecibas fakultates Molekularas genétikas
petijumu laboratorija, izmantojot firmas ,,Fermentas”
(Lietuva) komercialo reagentu komplektu péc razotaja
noradfjumiem.

AmplificéSanai izmantoja ,,StockMarks® Applied
Biosystems” komercialo reagentu komplektu ar
17 mikrosatelitu luminiscentajiem praimeriem. Sis
komplekts papildus tradicionalajiem 12 lokusiem
(VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, HMS6,
HTG7, HMS3, AHTS, ASB2, HTG10, HMS2) satur
5 papildu lokusus — ASB 17, LEX3, HMS1, CA425
un ASB23. Katram lokusam ir paredz@ts praimeru
paris, kur viens no praimeriem ieziméts ar
fluoriscgjosu krasvielu. Reagentu komplekta tika
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kur

p,— alelu frekvence.

Savukart alélu frekvences katram lokusam

aprékinaja péc formulas:

n;
pi= W s
kur
n.— konkrétas al€les atkartojumu skaits;

N — kopgjais alelu skaits lokusa.

Aprekinu rezultata ieguva skaitli (parasti izteikts
procentos), kas rada, kada ir nepatiesa vecaka
iespgjama izslégsanas varbiitiba, izmantojot So metodi.
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Rezultati un diskusija

Rezultatu analize veikta, balstoties uz iegiitajiem
elektroferogrammu  datiem (1. att.). Visus
17 mikrosatelitu lokusus sagrup&ja Cetras grupas
atbilstosi praimeru krasvielam: 1. grupa — zilas
krasas lokusi, 2. grupa — =zalas krasas lokusi,
3. grupa—dzeltenas krasas lokusi, 4. grupa—sarkanas
krasas lokusi. Uz vertikalas ass var nolasit katras
aléles fluoriscenta signala spécigumu, ko izsaka
relativas fluoriscences vienibas, bet uz horizontalas
ass nolasami al€lu lielumi bazu paros (bp)
(Horse, cattle ..., 2007).

Analizgto genétisko resursu programma ieklauto
zirgu genotipos vidgja alelu daudzveidiba bija

7 alelu veidi lokusa. Mikrosatelitu mainiba Latvijas
Skirnes zirgu pétamaja grupa variéja no 5 dazadiem
mikrosatelitiem HTG4 un HTG7 lokusa Iidz
11 dazadiem mikrosatelitiem ASB17 lokusa.
No iegiitajiem datiem secinajam, ka piem&rotakie
lokusi  paternitates  noteikSanai péc  alglu
daudzveidibas kritérija varétu biit ASB2, HTGI10,
HMS3, ASB17, LEX3 un CA425 (alélu skaits
lielaks par vidgjo vertibu). Butisks kritérijs ir
arT al¢lu atkartoSanas biezums katra lokusa — jo
vienmérigaks tas ir, jo piemérotaks $ads lokuss ir
paternitates noteikSanai. P&c §T faktora piemé&rotakie
lokusi bija HTG10, HMS2 un LEX3. Daziem
lokusiem ar augstu polimorfisma pakapi (HTGO,

1. tabula / Table 1

Alélu variantu daudzveidibas salidzinajums dazadam zirgu skirném
Comparison of the diversity of alleles of different horse breeds

, Koreja /

Thoroughbred horse, Korea

Lokuss /
Locus

Lietuvas smagais braucamzirgs /
rasinu jajamzirgs

Latvian warmblood horse
Smaga tipa Zemaitukai /
Lithuanian heavy draught

Latvijas zirgu skirne /
Heavy type Zemaitukai

Zemaitukai /
Zemaitukai

Tt

v

Hucul, Slovak Republic

Malopolski, Polija /
Malopolski, Poland
Bilgorai, Polija /
Bilgoraj, Poland
Hucul, Slovakija /
Lusitano, Portugale /
Lusitano, Portugal
Sorraia, Portugale /
Sorraia, Portugal
Garrano, Portugale /
Garrano, Portugal
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6.29

6.50 592 6.75 883 350 8.17
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HMS3, CA425) petjjuma noveroja raksturigu
negativu iezimi — parsvara domingja divi al€lu veidi ar
biezu atkartosanos, bet pargjas aléles bija sastopamas
tikai retos gadijumos. lespgjams, ka pétamas grupas
paplasinasanas gadijuma situacija varétu mainities.
Ta ka sada veida pétijums Latvijas Skirnes
zirgiem tika veikts pirmo reizi, labakais veids,
ka izvertet al€lu daudzveidibas raditajus, bija

iegiito rezultatu salidzinaSana ar citu zirgu
Skirnu raditajiem (1. tabula). SalidzinaSanai
izmantojam literatira pieejamos datus, kas

raksturo tris Lietuvas zirgu Skirnes — ZemaiSus,
smaga tipa ZemaiSus un Lietuvas braucamzirgus

(Juras, Cothran, 2004), ka ar1 Korejas
Tirasinu jajamzirgus (Lee, Cho, 2006), Polijas
Malopolski ~ un  Bilgoraj  zirgus  (Zabek,

Nogaj et al., 2005), Slovakijas Hucul zirgus
(Trandzik, Zidek et al., 2007) un Portugales
Lusitano, Sorraia un Garrano zirgus (Luis, Cothran,
Oom, 2002).

Salidzinot ar Lietuvas, Korejas Tirasinu
jajamzirgu un Polijas un Slovakijas zirgu skirném,
Latvijas skirnes zirgu petamajai grupai bijaraksturiga
lielaka al€lu vidgja daudzveidiba. Portugales zirgu
Skirném Lusitano un Garrano vidgjais alélu skaits
bija lielaks, ko, iesp&jams, varétu skaidrot ar to, ka
Portugal@ veiktaja petijuma mérktiecigi tika izveleti
6 lokusi, kuri §Tm Skirn@m sastopami ar visaugstako
polimorfisma pakapi.

Tapat ka Latvijas skirnes zirgu p&tamajai grupai,
arT pargjo skirpu populacijam lokusam ASB17 bija
visaugstaka daudzveidiba. P&c literatiras datiem
Hucul, Lusitano un Garano skirn€m arT zilas krasas
lokusam VHL20 bija augsta polimorfisma pakape
(9-10 alles), tacu Latvijas Skirnes zirgu p&tamajai
grupai $adu tendenci nenovérojam.

Aprekinot nepatiesa radinieka izslégSanas
varbitibu, noskaidrojam, ka visaugstaka
izslégsanas varbiitiba bija abu vecaku izslégSanas
gadijuma — 99.8%. Ar izslégSanas raditajiem

2. tabula / Table 2

Paternitates noteik§anas piemérs
Example of parentage determination

Lokuss / Mate / Mother Kumels / Foal Tevs 1/ Father I Tevs 11/ Father 11
Locus lalele/ Ilalele/ Talele/ Ilaléle/ Taléle/ IT aléle / Tlalele/ Il aléle/
Allelel  AlleleIl  AlleleT  AlleleIT  Allele I Allele 1T AlleleI  Allele IT
VHL20 I* 0] I N H N* M M
HTG4 L M* M M K M* M* M
AHT4 J K* | K I* 1 H (0]
HMS7 L* 0] L N N* N J L
HTG6 J pP* P P 0] pP* O pP*
AHTS5 1 o* (0} (0] L O* K K
HMS6 L p* P P p* Q N pP*
ASB23 K* L K K K* S L S
ASB2 M* 0] M N N* P M Q
HTG10 1 L* K L H K* L o
HTG7 M* o M o O* O N o*
HMS3 P p* P P P* S P* P
HMS2 L M* L M L* L L* R
ASB17 M M* M R R* R M M
LEX3 H K* I K I* H F M
HMSI1 J J* I J I* M K M
CA425 N o* J o J* O N N
Slédziens / Conclusion POZi,ﬁ,VS / NegatTYs /
Positive Negative

* Vecaku al@les, kas atbilst kumela genotipa eso$ajam alélem. / Alleles of parents, which correspond to alleles in the

foal’s genotype.
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apstiprinajas pienémums, ka precizaka viena vecaka
izslégSana iesp&jama tada gadijuma, ja zinami abu
vecaku genotipi (97.2%). Tacu arT viena vecaka
izslégSana, nezinot otra vecaka genotipu, bija ar
pietickami augstu varbiitibu (94.5%), lai varétu
izdartt korektu slédzienu.

Vislabakie izslégSanas varbitibas raditaji bija
zalas grupas lokusam ASB2 (65.1%), dzeltenas
grupas lokusiem HTG10 (64.8%) un HMS2 (61.5%)
un sarkanas grupas lokusiem ASB17 (67.6%) un
LEX3 (67.4%). Savukart vissliktakie izslég$anas
varbutibas raditaji $aja petijuma bija zilas grupas
lokusiem VHL20, HTG4, AHT4 un HMS7
(43.0-56.8%).

Katram lokusam ir individuali starptautiski
noteikti alélu alfabétiskie nosaukumi (Haeringen,
Goor et al., 1998), kas vienkarSo alélu noteikSanu
un lauj veikt dazadu $kirpu savstarp&ju genétiskas
daudzveidibas salidzinaSanu. No lokusa noteiktas
vidus al€les M, kas ir individuala katram lokusam,
uz abam pusém alfabétiska seciba tiek nosauktas
paréjas aléles ar 2 bp soli (Trandzik, Zidek et al.,
2007). Pamatojoties uz Siem alélu nosaukumiem,
tieck veidoti cilvékiem saprotami zirgu genotipu
raksturojumi. Ar §ada veida analiz&€m zirgu audzetaju
asociacijas varétu veiksmigi zirgu
audz@taju sniegtas informacijas patiesumu. Savukart
audz@étajiem ta palidzEtu atrisinat gadijumus, kad
kéve tikusi lecinata ar vairakiem vaislinickiem un
nav 100% dro8as informacijas par kumela isto tévu.
Turklat katra zirga unikalais genotips var kalpot
par identitati apstiprinosu faktoru (papildus jau
ierastajam zirga pazimém) un biitu ievietojams zirga
pasé. Metodes pielietojuma detalizétakai izpratnei
2. tabula apskatits gadijums, kura janosaka, kur§
no diviem iesp&jamiem t€viem ir kumela Tstais
biologiskais tévs. Pirma wvaislinieka (tabula —
Tevs 1) un kumela genotipa atrodamas identiskas
aleles visos 17 lokusos, tatad Sis vaislinieks ir
kumela tévs. Savukart otra vaislinicka (tabula — Tévs
II) genotipa atrodamas tikai 6 kumelam raksturigas
al€les, Iidz ar to §1 vaislinieka iesp&jama paternitate
ir pilniba izslégta.

Lai ekonométu finansialos

kontrolét

lidzeklus, darbu
un laiku, nav nepiecieSams visiem zirgiem veikt
genotip&sanu tiesi péc 17 mikrosatelitu lokusiem.
Pieméram, Francijas jajamzirgu vaislinieka genotipa
karté ir ieklauta gené&tiska informacija, kas sastav no
12 mikrosatelitu lokusiem (Labogena, 2004), bet
Portugales zirgu skirnu (Sorraia, Gorrano, Lusitano)
genétiskai raksturos$anai izveleti 6 lokusi ar augstako
polimorfisma pakapi (Luis, Cothran, Oom, 2002).
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Attiecigi ar1 Latvijas zirgu Skirnei butu javeic
pétfjumi ar lielaku paraugkopu un janoskaidro Sai
populacijai vispiemérotakie lokusi paternitates un
identitates noteikSanai.

Secinajumi

Péc iegiitajiem elektroferogrammu datiem ir
iesp&jams apstiprinat vai izslégt gan paternitates, gan
maternitates gadjjumus.

Piemérotakie lokusi paternitates noteikSanai p&c
ale]u daudzveidibas kritérija Latvijas zirgu skirng bija
ASB2, HTG10, HMS3, ASB17, LEX3 un CA425.

Gadijumos, kad izslégSanas procesa nebija
zinams otra vecaka genotips, izslégSanas varbiitiba
samazinajas par 2.7%.

Aprekinatas izslégsanas varbitibas (94.5-99.8%)
apstiprindja §Ts metodes lietderibu Latvijas zirgu
Skirnes paternitates un identitates noteikSanai.
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