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IVADAS

Pagal Nacionaling Gyvulininkystés sektoriaus 2014-2020 m. programg, biitina gerinti pieniniy
bandy genetinj potencialg. 1901 m. laikomi Lietuvos juodmargiy galvijy veislés kiirimo pradZia.
Intensyviausiai buvo panaudoti Olandijos juodmargiai galvijai. Nors galvijai ir turédami
daugiausiai olandisSko kraujo, 1951 m. buvo pripazinta Lietuvos juodmargiy galvijy veislé (su 26
kodu). 1955 m. visuose ukiuose galvijy buvo 20312, i§ jy 8473 karvés, kuriy 93 proc. buvo
Lietuvos juodmargés. Tuo metu Salia LJ veislés galvijy, Lietuvoje buvo veisiamos ir kity Saliy
juodmargiy veisliy karvés, kaip Vokietijos juodmargiai, Britanijos Frizy, Olandijos juodmargiai
ir Danijos juodmargiai.

Lietuvos zalieji (veislés kodas — 1) iSvesta veisle, vietinius galvijus kryZminant su Danijos
Zalaisiais, anglerais, $vicais, Latvijos dvylaisiais, Svedijos Zalmargiais ir simentalais. DidZiausig
itaka Lietuvos Zalyjy galvijy veislei turéjo Danijos Zalieji galvijai.

Nuo aStuntojo deSimtmecio Lietuvos pieniniai galvijai pradéti intensyviai gerinti,
panaudojant Amerikos ir Kanados HolSteinus, o taip pat holSteinizuotus Danijos, Vokietijos,
Brity frizy veislés galvijus, siekiant pagerinti produktyvumo ypa¢ pieno sudéties bei galvijy
eksterjero rodiklius, tinkamumg mechanizuotam melZimui, pené¢jimosi, mésines ir kitas savybes,
siekiant gauti tkiSkai ekonomiskesnius galvijus.

Intensyvi gyvulininkysté ir naujy Zemes tikio metody taikymas joje 1éme, kad tam tikros riiSies
galvijy, veisimas turéjo jtakos keliy, labai auk$to produktyvumo specializuoty veisliy paplitimui, o
Sios tapo vienodos genetiniu poZziiiriu. Pagal Nacionaling Gyvulininkystés sektoriaus 2014-2020 m.
programg, siekiant gerinti pieniniy bandy genetinj potencialg, labai svarbu Zinoti fakting genetinés

jvairovés biikle. Todél

Tyrimo tikslas
— panaudojant DNR Zymenis atlikti Lietuvos Juodmargiy, HolSteinizuoty galvijy, veislés
grynumo genetinj vertinimg ir Lietuvos Zalyjy galvijy ir jiems gerinti naudojamy veisliy

Lietuvoje laikomy galvijy palyginamajj genetinj vertinimg.

Tyrimo uZdaviniai:
1. Ivertinti Lietuvos Juodmargiy galvijy veisliy genetinj grynumg pagal DNR.
2. Panaudojant mikrosatelitinius Zymenis jvertinti naujai kuriamos Lietuvos Juodmargiy
Holsteiny galvijy veislés genetinj panasuma su 100 % HolSteiny galvijy veislés galvijais.
3. Palyginti Lietuvos Juodmargiy galvijy veisliy genotipus su kaimyniniy Saliy Siandieninémis

veislémis, tam tikslui panaudojant ir duomenis i§ DNR geny banko.



4. Jvertinti Lietuvos Zalyjy galvijy veislés genetinj grynumg pagal DNR.

5. Panaudojant mikrosatelitinius Zymenis jvertinti skirtingomis veislémis pagerinty Lietuvos
Zalyjy galvijy veislés genetinj panaSumg su Senojo genotipo Lietuvos Zalyjy veisle.

6. Palyginti Lietuvos Zalyjy ir Zalmargiy galvijy veisliy genotipus su kaimyniniy Saliy

Siandieninémis veislémis, tam tikslui panaudojant duomenis i§ DNR geny banko.

Rezultatai, kurie buvo pasiekti jgyvendinus MTTYV projekta:
Buvo jvertintas Lietuvos Juodmargiy genetinis pranasumas lyginant su HolSteiny galvijy veislés
galvijais, Lietuvos Zalyjy galvijy veislés genetinis panaSumas su Senojo genotipo Lietuvos Zalyjy
veisle, Lietuvos Juodmargiy ir Zalyjy galvijy veisliy genetinis grynumas.
Buvo palyginti Lietuvos Juodmargiy, Lietuvos Zalyjy ir Zalmargiy galvijy veisliy genotipai
su kaimyniniy $aliy veislémis. Gauti duomenys bus naudingi veislininkystés sektoriui. Taip bus

parengiamos rekomendacijos galvijy augintojams.



TYRIMU OBJEKTAS IR METODAI

MTTYV PROJEKTO PLANAS IR JO VYKDYMAS

Eil. MTTYV projekto etapo MTTV pr(v)Jekto ctapo Ivykdymo Vykdytojai

Nr. pavadinimas trumpas aprasas, ngmatoml terminas (Vardas,

atlikti darbai pavarde)

1. | Jvertinti Lietuvos | 1.]vertinti galvijy veisliy Prof.
Juodmargiy ir Lietuvos | genetinj grynuma; Algimantas
Zalyjy  galvijy  veisliy | Jvykdyta) Paulauskas,
genetinj grynuma; prof. Jana
panaudojant 2. Lietuvos Juodmargiy Radzijevskaja,
mikrosatelitinius Zymenis | HolSteiny galvijy veislés dr. Loreta
jvertinti naujai kuriamos | genetinj panasuma Griciuviene
Lietuvos Juodmargiy | Etapai:

HolSteiny galvijy veislés | -  dalyvaujant  Lietuvos | 2019.06.30-
genetinj panasumag su 100 | juodmargiy galvijy gerinimo | 2019.07.30
%  Holsteiny  galvijy | asociacijai, 1§ Lietuvoje
veislés galvijais naujai kuriamy Lietuvos
Juodmargiy HolSteiny
galvijy surenkama kraujo ir
audiniy méginiai,
(dvykdyta)
: 2019.07.31-
VDU~ eenetkos| 519 11.30
laboratorijoje:
- i§skiriama DNR
molekuliniams tyrimams;
-atlieckama DNR
mikrosatelity  tyrimai  ir
sekvenavimas
(Ivykdyta)
-jvertinamas veisliy
genetinis  grynumas  ir
panaSumas  su  kitomis
veislémis pasinaudojant
sekoskaitos duomenimis i
NCBI  duomeny  bazés
(GenBank)..
(dvykdyta)

2. | panaudojant 1. Ivertinti Lietuvos Zalyjy Prof.
mikrosatelitinius Zymenis | galvijy  veislés  genetinj Algimantas
jvertinti Lietuvos Zalyjy panasuma; Paulauskas,
galvijy veislés genetinj (Ivykdyta) prof. Jana
panasumg su Senojo Radzijevskaja,
genotipo Lietuvos Zalyjy 2. Gauty duomeny analizé dr. Loreta
veisle, palyginti Lietuvos | (palyginami Lietuvos Griciuviené
Juodmargiy, Lietuvos Juodmargiy, Lietuvos Zalyjy
Zalyjy ir zalmargiy galvijy | ir Zalmargiy galvijy veisliy
veisliy genotipus su genotipus su  kaimyniniy | 2019.06.30-




kaimyniniy Saliy
Siandieninémis veislémis

Saliy galvijy veislémis)
Etapai:

- dalyvaujant  Lietuvos
Zalyjy galvijy  gerintojy
asociacijai, i§ Lietuvoje
Lietuvos  zalyjy  galvijy
veislés galvijy surenkama
kraujo ir audiniy meéginiai,

(Ivykdyta)

VDU genetikos
laboratorijoje:

-i§skiriama DNR
molekuliniams tyrimams;
-atliekama DNR

mikrosatelity  tyrimai  ir
sekvenavimas,

(Ivykdyta)

-jvertinamas veisliy
genetinis  grynumas  ir
panaSumas  su  kitomis
veislémis pasinaudojant
sekoskaitos duomenimis i
NCBI  duomeny  bazés
(GenBank).

(Ivykdyta)

3. Parengiamos ataskaita
Zemés ukio ministerijai ir

rekomendacijos galvijy
gerintojy asociacijoms
(Ivykdyta)

4. Seminaras Galvijy
augintojy asociacijoms
,Lietuvos juodmargiy
Holsteiny (LJH) bei Lietuvos
Zalyjy ir Zalmargiy veisliy
galvijy genetiné analizé*
(numatyta 2020 m. sausio

mén.)

2019.07.30

2019.07.31-
2019.11.30

2019.12.01-
2019.12.30

2020.01.xx.




TYRIMU OBJEKTAS IR METODAI
Medziaga

Méginiy pavyzdziai buvo sutinkti dalyvaujant Lietuvos juodmargiy galvijy gerinimo
asociacijai ir Lietuvos Zalyjy galvijy gerintojy asociacijai. Tyrimui buvo panaudota 200
juodmargiy galvijy ir 100 Zalyjy galvijy méginiy. Juodmargiy galvijy individai buvo suskirstyti j
6 grupes pagal HolSteiny veislés kraujo daliy grupes, tarp kuriy yra 20 grynakraujai HolSteinai
bei seno genotipo individai, kuriy HolSteiny veislés kraujo dalis yra mazesné 45 % (1 lentele)..
Galvijy DNR tyrimui buvo panaudoti ausies audiniai, sudéti j sterilius mégintuvelius. Surinkti

méginiai iki DNR skyrimo buvo laikomi uzsaldyti -20°C temperatiiroje .

1 lenetelé. Atskiry veisliy galvijuy skaicius

Galvijy veislés Kodas Individy skaicius
Juodmargiai 200
grynakraujai HolSteinai 70
Lietuvos juodmargiai:

Seno genotipo (Iki 50%) SGLIJ 10
62-70 6LJ 15

71-78 L) 10

83-90 8LJ 20

>93,75 9LJ 75
Zalyjy ir Zalmargiy: 100
Lietuvos LZ 20
Lietuvos seno genotipo SGLZ 20
Danijos DZ 20
Svedijos SZ 20
Anglerai AL 20

DNR isskyrimas is galvijy audiniy

DNR iSskyrimui i§ galvijy spermos ir ausies audinio naudotas ,,Genomic DNA Purification
Kit*“ (,,ThermoScientific®, Lietuva). DNR iSskyrimo i§ raumens audiniy etapai, remiantis
gamintojo nurodymais: 10 mg audinio uzpilama 200 pul TE homogenizacijos buferio (Tris +
EDTA + H20), audinys homogenizuojamas. Gerai iSmaiSytas méginys uZpilamas 400 pl lizés
buferio ir inkubuojama +65°C temperatiiroje 10 minuciy kas 2 min. méginius pavartant.
Meéginiai uZpilami 600 ul chloroformo ir sumaiSomi, kad gautysi emulsija, centrifuguojama 2
min 10 000 aps/min grei¢iu. VirSutinis vandeninis sluoksnis atsargiai nusiurbiamas su pipete ir
perneSamas ] kitg mégintuvélj, jei nusiurbtas centrifugatas dar néra skaidrus, pakartojamas
valymas chloroformu. Gautas DNR vandeninis tirpalas uZpilamas tokiu pat tiriu DNR

iSsodinimo tirpalo (iSsodinimo tirpalo paruoSimas: 80 ul i§sodinimo tirpalo sumaisoma su 720 pl



distiliuoto vandens). Tirpalas Svelniai pavartomas 3-5 kartus, méginys centrifuguojamas 3 min
10 000 aps/min greiCiu. Gautas tirpalas nupilamas nuo nuosédy, nuosédas uzpilamos 100 pl
NaCl tirpalo ir visiSkai iStirpinamos. Tirpalas uzpilamas 300 pl 96% etanolio, Svelniai
pavartomas ir paliekamas -20°C 10 min arba per naktj. Méginys centrifuguojamas 5-6 min 10
000 aps/min greiciu, etanolis nupilamas nuo gauty DNR nuosédy ir visisSkai iSdZiovinamas
(palaikant termostate), taiau negalima perdZiovinti. Méginys uZpilamas 20 pl TE buferio,

iStirpinamas ir laikomas Saldiklyje -20°C temperatiiroje.

DNR koncentracijos ir Svarumo nustatymas

DNR tirpalai sugeria ultravioletinius spindulius, tirpaly koncentracija matuojama esant 260
nm bangos ilgiui. Tirpalo sluoksnio storiui esant 1 cm, optinis tankis lygus 1, o dvigrandés DNR
koncentracija tirpale atitinka 50 pg/ml. DNR kiekis tirpaluose apskaic¢iuojamas remiantis Sia
formule:

dsDNR koncentracija = 50 pg/mL x OD2go* X praskiedimas

kur OD260 - tirpaly sugertis esant 260 nm ilgio bangai.

UzterSty DNR tirpaly matavimo rezultatai néra tikslGs. Vertinant tirpaly Svarumus
skaiCiuojamos OD260/OD2go ir OD260/OD2so santykiy reikSmés. Gryno DNR tirpalo OD26¢/OD2so
optiniy tankiy reik§mé turéty biti ~1,8, RNR tirpalo - ~2. Zemos reik§meés gali bati gautos tuo
atveju, kai tirpalai yra uzterSti baltymais arba fenoliais.

Galvijy DNR meéginiy koncentracija ir Svarumas buvo iSmatuotas naudojant ,,NanoDrop
2000 sistemg. Atskaitos tasko nustatymui naudotas TE buferis. 2 pl TE buferio uzlaginama ant
spektrofotometro matavimo pavirSiaus ir kompiuterio programoje spaudziamas mygtukas
»Blank*. Matavimo pavirSius nuvalomas, tiriamasis méginys uzlas§inamas ant Svaraus matavimo
pavir$iaus. ,,NanoDrop* ,kojelé¢‘‘ uZlenkiama, kompiuterio programoje spaudziamas mygtukas
,Measure, pamatuojama DNR koncentracija ir §varumas, gauti rezultatai matomi kompiuterio
ekrane ir iSsaugomi kietajame diske. Po kiekvieno matavimo spektrofotometro pavirSius
nuvalomas. Tyrimuose naudoty DNR meéginiy koncentracija svyravo 10 — 400 ng/ul ribose,

optiniy tankiy santykis — 1,7 — 2,0.

Mikrosatelitiniy seky tyrimai
Mikrosatelitai kartotiniy seky atkarpos (SSR angl. Simple Sequence Repeats ) - trumpos DNR
atkarpos Zymenys, sudarytos i§ viena po kitos pakartoty keliy nukleotidy dydzio seky. Sis
metodas vienas i§ dazniausiai taikomy jvairiy Zinduoliy genetinés jvairovés tyrimuose.
Pradmenys buvo pasirinkti i§ Tarptautinés gyviiny genetikos draugijos ir Maisto ir

agrikultiiros organizacijos (angl. International Society for Animal Genetics and Food and



Agriculture Organization of the United Nations (ISAG and FAO)) rekomenduojamy Zymeny,

skirty tirti Zymiy galvijy veisliy DNR, specifiniy genotipy nustatymui (FAO 2004) (2 lentel¢).

2 lentelé. Galvijy mikrosatelitai, lokalizacija bei pradmeny sekos

Eil Zyn}gnuz Sieneiny el Fluorvescupj anti Pro.dukto
Nr| pavadinimas Zyme dydis (bp)
| | BOVIRBP | 5 GCTITAGGTAATCATCAGATAGCS |  OFAM | 144-146
2 | BUABL | 5 GATTTCTGGAGGAGGCTCACAGCAS | OFAM | 206238
S| BMESS |7 CTOAATGCCTCCITTGNGE GFAM | 264-274
¢ | BME0 | G GTCCTOTCACCATOAGE S ovs | uaie
S| TOLAIZ | 5 0 TCACATGGCAAATAAGTACATACY | OFAM | 141-163
6 | ETHIO | y0cTccAGCCCACTITCICTICICy | SPAM | 211215
7| BMIZS | CCCCTATCACCATGETCTGY GFAM | 254-260
S| BMISIS | GTGCTTICAAGGTCCATOCS ovs | 260264
> | D 5-CAGTCACTTTCATCCCACAT.Y crAM | 135141
0| BMIS | ATCCTGTGTAGTGITGTOG GEAM | 150

| ETHIZL | TrAGAGETGGCTGOTAAGTG.Y GFAM | 182210
12 | BOVFSH | > GCTTAGATTAGCCTGACTATGAS |  OFAM | 300-350
13 | TOLAS | 3 N TCTICACATGATATTACAGCAGAY | CY3 | 146-148
14 | AGLAZR2 | 3 ATGGTTCIACATITGCTAGGTGTC Y | OFAM | 140-160
15 | BMISM | A TTOTOCAACTACTTCCTTG GFAM | 178150
16 RT29 5’-GCCTTCTTTCATCCAACAAA-3’ 6FAM 250-300

5’-CCCATCTTCCCATCCTCTT-3’

SSR molekuliniy Zymeny polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininé reakcija buvo atlikta 15 pl turyje, susidedanciame i§ 1X PGR

buferio +KCI -MgCl12 (50 mM KCl), po 0,3 uM kiekvieno pradmens, 2 mM MgCl2, 0,25 mM

dNTP, 1 vieneto (U) Taq polimerazés, ~50 ng DNR ir vandens. Kiekvienos reakcijos metu

naudotos neigiamos kontrolés — PGR miSinys be DNR.

Mikrosatelitiniai DNR Zymenys buvo sugrupuoti atsizvelgiant i fluorescuojanciag Zyme

bei produkto dydZio ribas (bp). IS viso buvo pagaminti 4 pradmeny miSiniai.

Dauginei PGR reakcijai atlikti buvo naudoti dvi PGR programos (3, 4 lentelés).
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3 lentelé. I PGR programa

Temperatira °C Laikas t Cikly skaicius
95 5 min 1
95 45's
50-60 45's 35
72 30s
72 10 min 1
4 laikymas 1

4 lentelé. I PGR programa

Temperatiira °C Laikas t Cikly skaicius

95 15 min 1

84 2 min

54 20s 3

72 10's

94 15s

54 20s 35

72 10s

72 30 min 1

4 laikymas

Biosan ,,DNA/RNA UV-CLEANER UVT-S-AR* laminaras, Eppendorf 5324 , minispin‘
centrifiga, Biosan ,,Vortex V-1 plus®“ buvo naudoti PGR reakcijos miSiniams paruosti. PGR
buvo vykdoma termocikleryje, Eppendorf Mastercycler gradient, AG 22331, Vokietija. Iki PGR
naudojimo DNR méginiai buvo laikomi prie -20 °C temperatiiroje. Pavir§iy valymui buvo

naudojamas natrio hipochloritas (0,25%) (Sigma Aldrich #STBG3237V).

DNR elektroforezé poliakrilamido gelyje

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje vykdyta vertikalioje padétyje. SSR PGR
pagausinimo produktai iSskirstyti 8 % poliakrilamido gelyje, kurio sudétis: 78 ml. H>O, 1 ml
50X TAE, 20 ml 40 % akrilamido, 1 ml 10 % APS, 83 ul TEMED. Gelis uZpilamas tarp dviejy
stikly, jdedamos Sukutés ir paliekamas polimerizuotis ~1 val. kambario temperatiiroje. PGR
produktai sumaiSomi su 6X dazu (“ThermoScientific”, Lietuva), santykiu 5:1 ir jneSami j gelio
Sulinélius, | Soninius Sulinélius jnestas ,,O'RangeRuler 20 bp DNA Ladder* molekulinés masés
zymuo (20 — 300 bp) arba 50 bp molekulinés masés Zymuo GeneRuler DNA Ladder (50 — 1000
bp).

Elektroforezé vykdoma 6-7 val. esant ~250 V srovés stipriui. Pasibaigus laikui, sroveés
Saltinis i§jungiamas, elektroforezés forma iSimama is elektroforezés aparato, atsargiai vienas nuo
kito atskiriami stiklai. Gelis pamerkiamas j vonele, kurioje yra 11 0,5X TAE buferio su 10 pl

etidzio bromido ir laikomas apie 10 min, kas kelias minutes vonel¢ pajudinant, kad buferis
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judéty. Rezultatai jvertinami UV Sviesoje, naudojant GelDoc-It 310 sistemg ir VisionWorks LS

programing jrangg, gelio nuotrauka iSsaugoma ir jraSoma j kompiuterio atmintj.

Kapiliariné DNR elektroforezé

Kapiliarin¢ elektroforeze¢ atliekama plonuose 50 pm diametro kapiliaruose, kurie yra

uzpildyti specialiais klampiais polimerais, arba tiesiog tirpale. Méginys kapiliare migruoja dél

didelés jtampos tarp elektrody, matuojama, kada molekulés pasiekia detektoriy. Kapiliarinés

elektroforezés metu nustatomas migracijos laikas, o ne atstumas. Pagrindiniai kapiliarinés

elektroforezés privalumai: didelé PGR produkty skiriamoji geba ir trumpesnis atlikimo laikas (10

— 15 min).

Galvijy pagausinti DNR fragmentai buvo analizuoti naudojant genetinj analizatoriy ,,ABI

3130 Genetic Analyser* (,,Applied Biosystems*, Ltd.) (2, 3 pav.).
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1 pav. TGLAS3 mikrosatelitinio Zymens kapiliariné elektroforegrama. Matomi du genotipai:

homozigota 150/150 ir heterozigota 150/152
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2 pav. BM1818 mikrosatelitinio Zymens kapiliariné elektroforegrama. Matomi trys genotipai:

heterozigota 179/181, homozigota 179/179 ir homozigota 181/181

PGR produktai buvo atskiesti 10 karty dejonizuoto formamido tirpalu, kurio sudétyje
yra DNR ilgio standartas GeneScan-500 LIZ (,,Applied Biosystems®, Ltd.) (3 pav.), supilstyti j

plokstele, jdéti i genetinj analizatoriy, paleista programa.
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3 pav. GeneScan-500 LIZ DNR ilgio standartas (,,Applied Biosystems*, Ltd.)

Kapiliarinés elektroforezés rezultaty jvertinimui buvo naudota GeneMapper v4.0 programa,
kurioje jvertinti smailiy signaly stiprumai.

DNR amplifikacijos rezultatai parod¢, kad trys lokusai (AGLA232, BM1824, RT29)

nesiamplifikavo arba amplifikuoty aleliy fluoresencija buvo per silpna juos vertinti. Sékmingai

ampifikavosi 13 fluoresuojanciy mikrosatelitiniy Zymeny.
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Statistiné duomeny analizé

Kapiliarinés elektroforezés smailiy jvertinimui naudota GeneMapper v4.0 programa
(“Applied Biosystems”), duomenys gauti i§ §ios programos apdoroti naudojant du Bajeso
statistikos algoritmus. Duomenys buvo analizuojami naudojant programg STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard ir kt., 2000; Falush ir kt., 2003; Falush ir kt., 2007). Norint nustatyti genetiniy
subpopuliacijy (K) skai¢iy buvo atliekama 10 nepriklausomy pakartojimy, kai galimos K
reik§més yra nuo 1 iki 9 su periodiniais 200 000 karty pakartojimais, kuriy ilgis 10 Markov'o
grandinés Monte Carlo (MCMC) pakartojimai bendram duomeny kiekiui. Tikintis nustatyti
patikimg geny srauta, buvo pritaikyti modeliy jvertinimai, koreliuojantys su aleliy dazniu ir
susimaiSymu: ALPHA - Dirichlet'o parametras, kuris leidZia jvertinti susimaiSymo laipsnj, jo
dydis gali varijuoti tarp atskiry pakartojimy. Remiantis logaritmine panasumo (log-likelihood)
reik§me (ir subpopuliacijy supana$¢jimu), pasirinkome labiausiai tikéting subpopuliacijy skaiciy,
kuris yra susijes su kiekviena K reikSme, taip kaip ir su AK reikSmés apskai¢iavimo metodu
(Evano ir kt., 2005). Buvo apskaiciuotas kiekvieno individo indélis (q) iSreikStas procentais,
iSvedant vidurkj i§ q reikSmiy per skirtingus pakartojimus esant tai paciai K reikSmei. Taip pat
duomenys buvo analizuoti naudojant individy klasterizavimo algoritmg BAPS v.6.0 (Cheng L ir
kt., 2013), kuris leidZia daryti iSvadg apie surinkty duomeny genetiniy grupiy skaiciy, buvo
atlikta 10 pakartojimy kiekvienai K nuo 1 iki 9 reikSmei.

Duomenys gauti i§ GeneMapper v4.0 ir STRUCTURE 2.3.4 programy buvo apdoroti
naudojant GenAlEx 6.501 programg (Peakall ir Smouse, 2006; 2012). Kiekvienam klasteriui
(remiantis STRUCTURE programos rezultatais) - apskaiCiuoti genetiniai rodikliai, kuriais
remiantis galima jvertinti Lietuvos galvijy geneting jvairove: aleliy skaicius (A), stebimas
heterozigotiSkumas (H,), tikétinas heterozigotiSkumas (H.), Fiksacijos indeksai (Fis, Fi, Fs)
pagal kiekvieng lokusa, genetinis atstumas pagal Nei (1978). Taip pat naudojant Sig programa
atliktas molekulinés jvairovés (AMOVA) jvertinimas naudojant 9999 pakartojimus, principiniy
koordinac¢iy (PCoA) analize, genetinés diferenciacijos lygis tarp klasteriy buvo vertinamas pagal
FsrreikSmg.

Populiacijos (veislés) atitikimas HardZio-Veinbergo pusiausvyrai (HV) ir heterozigotiniy
individy pertekliaus ar trikumo patikimumas (atlikus 10 000 demomorizavimo Zingsniy, 500
grupiy ir 10000 pakartojimy) buvo tikrinamas naudojant programg GENEPOP 4.0 versija
(Raymond ir Rousset, 1995) su patikimumo reikSme P, kuri buvo apskai¢iuota naudojant
Markov'o grandinés algoritmg su 10,000 dememorizacijos Zingsniy 100 grupiy ir 1000
pakartojimy. Naudojant MICROCHECKER 2.2.3 programg (Oosterhout ir kt., 2004), bei atlikus
1000 pakartojimy esant 95% pasikliautiniam intervalui buvo tikrinamos vertinimo klaidos ir

nuliniy aleliy galimybés. Polimorfizmo informacijos indeksas (PIC) apskaiciuotas naudojant
14



MSTOOLS (Park, 2001) programa. Aleliy jvairové (Ar) buvo apskai¢iuota naudojant programa
FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001), unikaliy aleliy jvarové (Pr) buvo vertinama naudojant HP-RARE

v1.1 remiantis retinimo metodu (Kalinowski, 2005).

Sekoskaita

mtDNR molekuliniy Zymeny polimerazés grandininei reakcijai
Galvijy mitochondrinés DNR D-kilpos fragmento tyrimams remiantis Cybron ir kt. (1999)
buvo naudoti AN4-bio -F ir AN3-R specifiniai Zymenys (5 lent.).

5 lentelé. Galvijy AN4-bio -F ir AN3-R specifiniai Zymenys.

Eil. | Zymeny pavadinimas Zymeny sekos Produkto dydis (bp)
nr.

1 AN4-bio 5'-GGTAATGTACATAACATTAATG-3' 375 b

2 AN3 5'-CGAGATGTCTTATTTAAGAGG-3' P

Polimerazés grandininé reakcija buvo atlikta 25 pl tiiryje, susidedanciame i§ 1X PGR

Master Mix buferio, po 2 pmol kiekvieno pradmens, ~50 ng DNR ir vandens. Pagausinimo

reakcija:
6 lentelé. PGR programa
Temperatiira °C Laikas t Cikly skaicius

94 5 min 1
94 1 min
55 1 min 30
72 2 min
72 5 min 1 C
4 Taikymas 1 Kiekvienos

reakcijos metu naudotos neigiamos kontrolés — PGR miSinys be DNR.

mtDNR PGR fragmento iSskyrimas is agarozés gelio

mtDNR D-kilpos PGR produktai buvo isskirstyti 1,5% agarozés gelyje, 0,5X TAE
buferyje. Fragmentai i gelio iSgryninti naudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit*“ #K0691 rinkinj
(,,ThermoScientific*, Lietuva). Fragmentas esantis agarozés gelyje iSpjaunamas naudojant Svary
skalpelj. Gelio gabalélis jdedamas ] prie§ tai pasvertg tuscig 1,5 ml mégintuvelj ir pasveriamas.
Gelis (santykis 1:1, svoris: tlris) uZpilamas riSamuoju buferiu (angl. Binding Buffer). MiSinys
inkubuojamas 10 min. arba ilgiau 60°C temperattroje, kol visiSkai iStirps agaroz¢. | miSinj
jpilama 100% izopropanolio santykiu 1:2 ir sumaiSoma. IStirpinto gelio miSinys perkeliamas j
kolonélg (iki 800 ul), centrifuguojama 1 min. Supernatantas iSpilamas, kolonél¢ jstatoma atgal |
surinkimo mégintuvelj. Ipilama 100 pl suriSimo buferio, centrifuguojama 1 min., supernatantas

iSpilamas. Ant koloné¢lés uZzpilama 700 pl plovimo buferio (angl. Wash Buffer), skiesto su
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etanoliu, centrifuguojama 1 min., supernatantas iSpilamas. Tusc¢ia kolonélé centrifuguojama dar
karta 1 min., norint visiSkai pasalinti plovimo buferio likutj. Kolon¢l¢ perkeliama j naujg 1,5 ml
mégintuvélj. Ant kolonélés membranos uZpilama 20 pl iSplovimo buferio (angl. Elution Buffer),
centrifuguojama 1 min. Kolonélé iSmetama, mégintuvélyje likusi iSgryninta DNR laikoma
Saldiklyje -20°C temperatiiroje.

Galvijy mtDNR méginiy sekoskaita buvo atlikta automatiniu 16 kapiliary genetiniu
analizatoriumi 3130xl (Applied Biosystems), kuriuo atliekama fluorescentiniais dazais Zymeéty
DNR fragmenty elektroforeze, jy detekcija lazeriu ir kompiuteriné analizé. Seky analize atlikta

panaudojant MEGA X kompiuterin¢ programa ir NCBI duomeny bazé¢ (GenBank).
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REZULTATAI

LIETUVOS JUODMARGIU GALVIJU VEISLIU GENETINIAI TYRIMAI PAGAL DNR

Skirtingy aleliy pasiskirstymas

Atlikus 13 mikrosatelitiniy lokusy analize, panaudojant 200 juodmargiy galvijy DNR
pavyzdZzius, nustatyti 250 aleliai. Nustatyty aleliy skaiCiaus pasiskirstymo tarp grupiy ir lokusy
duomenys pateikiami 7 lentel¢je. MaZiausiai skirtingy aleliy rasta BOVIRBP Zymenyje (8), o
daugiausiai BM2830 ir TGLA122 (29).

Aptikty aleliy skaicius tarp grupiy svyravo nuo 35, 100 % HolSteiny veislés kraujo dalis
turinciy galvijy, iki 49, <50 % Holsteiny veislés kraujo dalis turin¢iy galvijy. DidZiausias
skirtingy aleliy skai€ius buvo nustatytas 7 pagal TGLA122 lokusg, 100% ir ETH10 >93,75%

Holsteiny veislés kraujo daliy turin¢iose grupése.

7 lentelé. Skirtingy aleliy pasiskirstymas grupése ir lokusuose

HolSteiny kraujo dalis turincios grupés (%) Skirtingy aleliy
Lokusas S
100 >93,75 83-90 71-78 62-70 <50 skaicius
BOVIRBP 1 2 1 1 1 2 8
BTJABI1 2 3 3 5 4 5 22
BM6438 1 2 4 2 2 4 15
BM2830 4 5 4 6 5 5 29
TGLA122 7 5 4 5 3 5 29
ETHI10 4 7 4 5 4 4 28
BM1225 3 2 3 3 2 4 17
BM1818 3 2 3 5 5 5 23
RT9 1 2 1 1 1 3 9
BM723 3 2 1 1 1 4 12
ETH121 6 3 3 5 5 2 24
BOVFSH 0 3 1 3 4 3 14
TGLAS3 0 4 3 5 6 3 21
IS viso 35 42 35 47 43 49 251

Dominuojanciy aleliy pasiskirstymas

Dominuojanciy aleliy (8 lentelé) skaicius buvo skirtingas tiek tarp grupiy, tiek tarp lokusy.
13 tirtuose mikrosatelitiniuose lokusuose buvo rasti 36 skirtingi dominuojantys aleliai.

Daugiausiai skirtingy dominuojan¢iy aleliy rasta BM2830 lokuse (5), o maziausiai
BOVIRP lokuse (1).

Daugiausiai dominuojanciy aleliy rasta iki 50% holsSteiny veislés kraujo daliy turinCioje

grup¢je (26), maziausiai (13 ir 14) grupés, sudarancios 62-70%, 71-78%, 93,75% ir 100%
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Holsteiny veislés kraujo dalj. Galime stebéti tendencija, kad tam tikri mikrosatelity aleliai yra
labiau biuidingi tam tikroms galvijy grupéms: BM2830- 170 bp alelis, BOVFSH -304 bp alelis,
ETH121- 204 bp alelis dominuojantis grup¢je, kuri turi 62-70% Holsteiny veislés kraujo dalj.
BM2380 -160 bp, 164 bp ir 168 bp aleliai dominuojantys 100% HolSteiny veislés galvijy
grupgje.

8 lentelé. Dominuojanciy aleliy pasiskirstymas grupése ir lokusuose

Privaciy aleliy pasiskirstymas

Lokusas HolSteiny kraujo dalis turincios grupés (%) Dominuojanéiy
100 >93,75 | 83-90 | 71-78 | 62-70 | <50 aleliy skaitius
BOVIRBP 135 135 135 135 135 135 1
BTJABI1 224 224 223’2322’ 220 224 222,224 3
BM6438 270 260 270 270 270 260, 270 2
160, 162, 164, 158, 158, 162,
BM2830 168 162 158 158 162 170 5
140, 140, 148,
TGLA122 140 162 146, 162 162 140 162 3
ETH10 216 214 218, 222 216 216 212’1?6’ 4
BM1225 244 242 244 244 244 244 2
BM1818 264 268 268 268 264 264, 268 2
RT9 135 135 135 135 135 135, 140 2
BM723 148 148 148 148 148 148,150 2
ETH121 200 206 206 200 204 196, 200 4
BOVFSH 306 306 320 304 306 3
TGLAS3 162 162 170 160 160, 162 3
I§ viso 14 14 17 14 13 26 36

Unikalis aleliai (9 lentel¢) buvo rasti 5 i§ 6 grupiy (grupéje su 83-90% HolSteiny veislés
kraujo dalimis nebuvo rasta). Privaciy aleliy nebuvo rasta lokusuose: BM6438 ir BM1225.
Daugiausia unikaliy aleliy (10) buvo rasta 100% HolSteiny veislés kraujo daliy turincioje grupéje
, maziausiai iki 50% HolSteiny kraujo daliy grupéje (4). DidZioji dauguma unikaliy aleliy rasti
gana mazu dazniu: 0,1-0,25. Tai galéty reiksti, kad jie yra heterozigotinés buklés ir Sie genai
Taciau grupés, su <50% Holsteiny veislés kraujo dalimis aleliai yra didelio daznio: RT9 lokuse
dazniu 1 ir BM723 dazniu 0,5, taip pat grupéje su 100% HolSteiny veislés kraujo dalimis
BTJAB1 su dazniu 0,5. Tai reiSkia, kad Sie lokusai gali baiti panaudoti kaip veisle

charakterizuojantys Zymenys.
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9 lentelé. Privaciy aleliy pasiskirstymas grupése ir lokusuose

HolSteiny veislés kraujo dalis (%) Privaciy
Lokusas 100 >9375 | 7178 62-70 <50 alelly
skaicius
BOVIRBP 143(0,1) 1
BTJABI1 213(0,5) 218(0,1) 2
BM6438 0
BM2830 160(0,25) 172(0,1) 178(0,1) 3
TGLA122 154(0,1), 156(0,1) 160(0,1) 152(0,2) 4
206(0,1),

ETHI10 212(0.1) 2
BM1225 0
BMI818 260(0,1) 272(0.,25) 262(0,167) 3

RT9 140(1) 1
158(0,167),
BM723 154(0,1), 160(0,1) 162(0,1) 150(0.5) 5
178(0,1), 180(0,1),
ETHI21 182(0.1). 192(0.2) 202(0,2) 186(0,125) 6
BOVFSH 318(0,2) 312(0,1) 314(0,125)
154(0,125),

TGLAS3 166(0,125), 3
176(0,125)

IS viso 10 8 5 6 4 33

Dazniausiai privatiis aleliai didelése populiacijose atsiranda dé¢l atsitiktiniy mutacijy ir
individuose pasisikirsto heterozigotinéje formoje. MaZose populiacijose privatus aleliai iSnyksta
del galimo giminiS$ky individy poravimosi arba krosbrydingo.

Kita didelio privaciy aleliy skaiCiaus atsiradimo priezastis - galimas geny dreifas arba
migracija i§ populiacijos i populiacijg. Specifiniy aleliy radimas individuose suteikia prielaida,
kad Sie aleliai iSgyveno kaip adaptyvus genai, kurie gali biiti esminiai tolimesniame galvijy
veisime.

Sio tyrimo metu naudoti Zymenys yra daZnai pasitelkiami tirti kity galvijy veisléms:
kor¢jieciy Peninsula, senegalieciy Gobra zebu arba pakistanieciy zebu, kur HolSteiny veislé buvo
naudojama kaip palyginamoji. TGLA122, TGLAS3 ir ETH10 lokusai yra labai daznai minimi ir
naudojami kity galvijy genetinio variabilumo tyrimuose. Visuose tyrimuose, naudojant Siuos
Zymenis nustatyta didelé aleliné gausa, dominantiniy bei privaciy aleliy skaiciaus paralele

(Cervini ir kt. 2006; Ndiaye ir kt. 2015; Hussain ir kt. 2016; Suh ir kt. 2014).

Lietuvos Juodmargiy HolSteiny galvijy veislés genetinis panaSumas

Lietuvos Juodmargiy HolSteiny galvijy veislés genetinis panasumas jvertintas panaudojus
principiniy koordinaciy analiz¢, kuri parodé, kad grupé su maZesniu nei 50 % (kodiniu
pavadinimu “IKRAS”) ir 100% HolSteiny veislés kraujo dalies galvijai yra genetiSkai labiausiai

nutolusios nuo kity grupiy (4 pav.). Pastebimas reikSmingas skirtumas, kuris aiskiai matomas
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vizualiai. Tai visiSkai sutampa su Suh ir kt. (2014) ,,Faktorinés korespondencijos‘ atskiry galvijy

mikrosatelity genotipy analize, kur HolSteino veislé taip pat atsiskiria.

® ]
¢ B
DILKREGGUSA
IKRAS &
Lt gt
X @ BREWMASTER CAN @ EpIC-CAN
®
® B0 B
KESSLER-ET
& ELAX-USA
LY ’.

@ Holst.veislés kraujo dalys virs 93.75% @ Holst.veislés kraujo dalys 100%
AHolst.veislés krayjo dalys 83-90%
@ Holst.veislés krayjo dalys 62-70%

IKRAS

@ Holst.veislés kraujo dalys 71-78%
® Holst.veislés kraujo dalys iki 50%.

4 pav. Pieniniy galvijy grupiy pasiskirstymas dviejy pirmyjy principiniy komponenciy (PK)

aSyse (PK1 22,55% ir PK2 9,68%).

Didziausias polimorfizmas stebimas vir§ 93,75 % HolSteiny veislés kraujo dalis turin¢ioje

grup¢je, o maziausias polimorfizmas aptinkamas 100 % HolSteiny veislés kraujo dalis turincioje

grupéje. Vidutinis polimorfizmo lygis tarp grupiy yra 79,49 % (10 lentel¢). DNR polimorfizmo

tyrimai gali padéti nuspresti, kuri gyviiny populiacija turéty biti toliau veisiama ir kuri

turéty biuti naudojama tolimesniems DNR tyrimams, nustatant produktyvumg ir

sveikatinguma. Si informacija biity tiesiogiai panaudojama tolimesnése veisliy fenotipiniy

savybiy gerinimo programose.

10 lentelé. Polimorfizmas (%) veisliy grupése.

Veisliuy grupés Polimorfizmas
>93.75% 100,00%
62-70% 92,31%

83-90% 76,92%
71-78% 76,92%
<50% 69,23%
100% 61,54%
Vidurkis 79,49%
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Atlikus filogenetinio medZio analiz¢ su Poptree2 sisteminiu paketu. (modifikuotas
Kaimyny apjungimo algoritmas (angl. Neighbour — Joining) matome, kad grupés pasiskirsté j
tris pagrindinius klasterius. Pirmajj klasterj sudaré 100% Holsteiny veislés kraujo dalis turinti
grupé¢, kuri buvo labiausiai nutolusi nuo kity pieniniy galvijy veisliy grupiy. Tuo tarpu antrajam
klasteriui priklausé¢ 83-90 % ir >93,75 % Holsteiny veislés kraujo dalis turin€ios grupés. Grupés,

sudarancios 62-70%, 71-78% ir <50% Holsteiny veislés kraujo dalj, sudaré treciaja sankaupg (5
pav.).

100%

>093.75%

83-90%

<30%

100]

71-78%

62-70%

6. pav. Pieniniy galvijy veisliy filogenetinis medis, naudojant kaimyny apjungimo metoda (angl.
NJ). Ikely (angl. bootstrap) reik§Smés pavaizduotos vir§ medZio Saky, gautos panaudojant 1000

pakartojimy.

Atlikus Lietuvos Juodmargiy HolSteiny galvijy veislés genetinio panaSumo vertinimg pagal
Nei ir Fst parametrus, nustatyta, kad didZiausia genetinés distancija yra tarp 100% ir vir§ 93,75%
HolSteiny veislés kraujo dalis turin€iy grupiy (0,359). Apskritai, 100% (grynakraujai HolSteiny)
veislés galvijai su kitomis Lietuvos Juodmargiy HolSteiny galvijy veislés grupémis genetinés

distancijos yra didelés. Tai parodo 100% veislés iSskirtinius genetinius bruoZzus (11 lentele).

11 lentelé. Nei genetiniai atstumai (Zemiau diagonalés) tarp tirty galvijy veisliy. Maksimalios ir
minimalios vertés- paryskintos.

Veislés grupés pagal Holsteiny veislés kraujo dalis %

100% >93,75% 83-90% 71-78%  62-70%  <50%

100% 0,000

>93.75% 0,359 0,000

83-90% 0,275 0,151 0,000

71-78% 0,277 0,198 0,172 0,000

62-70% 0,246 0,281 0,252 0,137 0,000

<50% 0,290 0,264 0,228 0,132 0,188 0,000
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Fiksacijos indeksas (Fst), kurio reikSmé yra vir§ 0,25 laikoma, kad tai parodo, jog
genetinis skirtumas labai didelis (Wright 1978). Maksimali Fsr reikSmé (12 lentelé) yra tarp
100% ir 93.75% Holsteiny veislés kraujo grupiy turinciy veisliy, kas nurodo didelj genetinj
skirtumg. T.y. Lietuvos Juodmargiy HolSteiny galvijuy veislés galvijus galima laikyti atskira
veisle, kuri aiSkai skiriasi nuo tipiniy HolSteiny galviju veisleés.

Maziausios Fsr reikSmés rastos tarp 62-70% ir 71-78%, < 50% ir 71-78% bei 83-90% ir
vir§ 93,75% veisliy, kuriy reikm$¢ artima 0. Tai parodo, kad Sios veislés yra genetiskai
susijusios. Nei genetiniy atstumy rezultaty reikSmeés (0.132 - 0.359) neZymiai skiriasi nuo Suh ir
kt. (2014) apskaiciuoty, kuriy rezultatas svyravo 0,129 — 0,316 intervale. Tolimesné analizé¢
parodé¢, kad Fst reik§més, kurias mes gavome (0 - 0,257), koreliuoja su Hussain ir kt. (2016)

gautais rezultatais (0.02445- 0.22009).

12 lentelé. FstreikSmes (Zemiau diagonalés) tarp tirty galvijy veisliy. Maksimalios ir minimalios
vertés-paryskintos.

Veislés grupés pagal HolSteiny veislés kraujo dalis %

100% >93.75% 83-90% 71-78%  62-70%  <50%

100% 0,000

>93.75% 0,257 0,000

83-90% 0,191 0,000 0,000

71-78% 0,185 0,060 0,010 0,000

62-70% 0,191 0,102 0,047 0,000 0,000

<50% 0,085 0,080 0,010 0,000 0,002 0,000

mtDNR seky analizé

Atlikus filogeneting seky analiz¢, naudojant Neighbor-Joining kaimyny sujungimo
metoda, buvo gautas filogenetinis medis (7 pav.). Sudarant medj buvo panaudotos miisy tyrime
nustatytos juodmargiy pieniniy galvijy mtDNR sekos ir sekos i§ “Geny banko” duomeny bazés.
Filogenetiné analizé parod¢ aisky HolSteiny atsiskyrima nuo Lietuvos juodmargiy veisliy.
Lietuvos juodmargiy veislé susigrupavo j viena didelj klasterj kartu su juodmargiy veislémis i$
Rumunijos. Taciau klasteris skilo j du maZesnius klasterius, kuriuose matomi skirtumai tarp

Lietuvisky juodmargiy ir Rumunijos juodmargiy veisliy.
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@ Lithuanian Black and White Bos taurus breed mitochondrial DNA D-loop

34 @ Lithuanian Black and White Bos taurus breed mitochondrial DNA D-loop

KRE08111.1 Romanian Black and White Bos taurus partial sequence mitochondrial

KRE08114.1 Romanian Black and White Bos taurus partial sequence mitochondrial

KR608120.1 Romanian Black and White Bos taurus partial sequence mitochondrial

AB079329.1 Bos taurus Holstein mitochondrial DNA D-loop region

AY521094 1 Bos taurus isolate Holstein D-loop complete sequence mitochondrial

100
AB079328.1 Bos taurus Holstein D-loop region sequence mitochondrial

0mo

6 pav. Juodmargiy galvijy Neighbor-Joining medis paremtas Kimura2-parameter modeliu,

remiantis mtDNR D-kilpos sekomis. [kély (bootstrap) reikSmés, pavaizduotos ant medzio Saky,

gautos panaudojant 1000 pakartojimy, skalé apacioje parodo genetinj atstumg. Tyrimo metu

identifikuotos sekos pazZymétos e.
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LIETUVOS ZALUJU GALVIJU VEISLIU GENETINIAI TYRIMAI PAGAL DNR

Zalyjy galvijy tyrimai atlikti 100 galvijy grupéje, kurie suskirstyti pagal veisles: Lietuvos Zalyjy-
LZ, seno genotipo Lietuvos Zalyjy- SGLZ, Danijos zalyjy - DZ, Svedijos ialqjq—gi, Anglery-
AL. Amplifikacija atlikta su 10 pradmeny, padauginty fragmenty ilgis svyravo nuo 133bp -
350bp, aptikti 168 skirtingi aleliai. (13 lent.).

13 lentelé. Tirty galviju mikrosatelity dydzZio minimalios ir maksimalios rastos ribos baziy

poromis.
Mikrosatelitai Minimalios ir Bendras skirtingy aleliy
maksimalios dydzio ribos bp | sk. kiekviename lokuse
TGLAS3 147bp-221bp 29
BM?2830 143-163 bp 16
TGLA122 136bp-205bp 30
ETHI121 133bp-161bp 20
BM1818 177bp-289bp 14
BM6438 264bp—274bp 11
BOVFSH 300bp-350bp 6
ETHI10 211bp-215bp 18
BM1225 254bp-260bp 14
RT9 135bp-141bp 10
Viso 168

I8tirtose 100 galvijy faktinis aptikty skirtingy aleliy skaicius visuose 10 lokusy svyravo
nuo 32 (AL) iki 64 (DZ). DidZiausias skirtingy aleliy skai¢ius — 14 - buvo nustatytas ETH121
lokuse. MaZiausias skirtingy aleliy skaiius - 1 - rastas RT9 lokuse LZ, SZ, AL ir SGLZ veislése.

14 lentelé. FaktiSkai aptikty skirtingy aleliy skaicius ir jy pasiskirstymas kiekviename
lokuse bei veisléje

Mikrosatelitai Veislé
LJ DZ LZ S7Z AL | SGLZ

TGLAS53 12 12 6 6 4 4
BM2830 6 7 7 5 3 4
TGLA122 9 10 5 7 3 7
ETHI121 10 14 7 10 4 8
BM1818 5 7 5 8 5 8
BMo6438 3 2 4 2 2 4
BOVFSH 3 3 4 3 4 4
ETHI10 3 4 5 4 3 5
BM1225 4 3 2 3 3 3
RT9 4 2 1 1 1 1
Viso 59 64 46 49 32 48
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10 istirty mikrosatelitiniy lokusy i$ viso buvo nustatyti 77 skirtingi dominuojantys
aleliai. Vertinant skirtingy veisliy grupiy mikrosatelity jvairove nustatyta, kad daugiausia
dominuojanciy aleliy rasta Danijos Zalmargiy (14) ir Lietuvos juodmargiy (16) veislése,
maziausiai (10) Lietuvos Zalmargiy ir seno genotipo Lietuvos Zalyjy veislése (15 lent.). Kai kuriy
veisliy galvijuose skirtinguose lokusuose buvo aptikta po kelis dominuojancius alelius. Galime
stebéti tendencijg, kad tam tikri mikrosatelity aleliai yra labiau budingi tam tikroms galvijy

veisléms.

15 lentelé. Aptikti dominuojantys aleliai tirtuose mikrosatelituose bei veislése

Mikrosatelitai Dominuojantys aleliai bp |
LJ DZ LZ SZ AL SGLZ
TGLAS3 160,162 157 157 157 157 157
ETHI10 216 215 215 215 215 215
TGLA122 140, 162 140 150 150 140 150
ETHI121 200 147 139 137 141 137
BM1818 264,268 | 264,268 268 264, 268 264, 268 268
BM6438 260,270 | 264,268 268 264, 268 264, 268 268
BOVFSH 304, 306 270 - 270 - -
BM2830 160 162,170 | 162,170 162 162 162, 170
BM1225 244 306, 320 306 306, 320 306 306
RT9 135 134 134 134 134 134
Viso 16 14 10 13 11 10
16 lentelé. Aptikti unikaliis aleliai tirtuose mikrosatelituose bei veisléje
Mikrosatelitai Unikaliy aleliy bp |
LJ DZ LZ S7. AL SGLZ
TGLAS3 154 153 - - 147 -
166 173 - - - -
ETHI10 212 206 204 - - -
TGLA122 152 - - - - -
ETHI121 180 153 - 134 - -
- 159 - 138 - -
BM1818 260 - - 184 - -
- - 185 - -
BM6438 - - - - -
BOVFSH 312 318 - 314 - -
BM?2830 172 206 - - 206 -
178 - - - - -
BM1225 - - - - -
RT9 140 - 138 - - -
Viso 10 7 2 5 2 0

Unikaliis tik vienai grupei aleliai buvo rasti visose tirtose galvijy veislése. Unikaliy

aleliy skaiCius skirtingose veislése svyravo nuo 2 iki 10. IS viso visose tirtose veislése rasti 26
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unikaliis aleliai. Daugiausiai unikaliy aleliy rasta Lietuvos juodmargiy (10) ir Danijos Zalyjy (7)
veislése (16 lentelé). Specifiniy aleliy radimas individuose suteikia prielaidg, kad Sie aleliai

iSgyveno kaip adaptyvus genai, kurie gali biiti esminiai Zymenys tolimesniame galvijy veisime.
Zalyjy galvijy individy geneologijos nustatymas ir palyginimas

Atlikus filogeneting seky analizg¢, naudojant Neighbor-Joining kaimyny sujungimo
metoda, buvo gautas filogenetinis medis (7 pav.). Sudarant medj buvo panaudotos miisy tyrime
nustatytos pieniniy galvijy sekos ir sekos i§ “Geny banko” duomeny bazés. Filogenetiné analize
parodé, kad Danijos Zalyjy ir Svedijos Zalmargiy individai susigrupavo ir sudaré atskirus
klasterius. Tuo tarpu, seka, priklausanti Lietuvos Zalyjuy veisliy grupei yra labiau
giminingesné Danijos Zalyjuy galvijams bei parodé ryskesnj atsiskyrimg nuo Kkity tyrime

naudoty veisliy seky.

Bos taurus breed Red lithuaninan D-loop seguence mitochondrial

@ Bos taurus breed Red danish D-loop sequence mitochondrial
@ Bos taurus breed Red danish D-loop sequence mitochondrial
@ Bos taurus breed Red danish sequence mitochondrial
HME26005.1 Bos taurus breed Red danish sequence mitochondrial
HME26010.1 Bos taurus breed Red danish sequence mitochondrial
FJ014413.1 Bos taurus Red danish D-loop sequence mitochondrial

@ Bos taurus Swedish Red-and-White D-loop sequence mitochondrial

@ Bos taurus Swedish Red-and-White D-loop sequence mitochondrial

FJ014363.1 Bos taurus Swedish Red-and-White D-loop sequence mitochondrial

56
FJ014361.1 Bos taurus Swdish Red-and-White D-loop partial sequence mitochondrial

010

7 pav. Zalyjy galvijy Neighbor-Joining medis paremtas Kimura2-parameter modeliu, remiantis
mtDNR D-kilpos sekomis. Jkély (bootstrap) reikSmés, pavaizduotos ant medZio Saky, gautos
panaudojant 1000 pakartojimy, skal¢ apacioje parodo genetinj atstumg. Tyrimo metu

identifikuotos sekos pazZymétos e.
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ISVADOS IR REKOMENDACILJOS

IStyrus trylikos mikrosatelitiniy lokusy aleliy pasiskirstymg atskirose galvijy grupése,
nustatytas 251 skirtingas alelis. Maziausias (35) skirtingy aleliy skaicius buvo aptiktas
grupéje turincioje 100% Holsteiny veislés kraujo dalj, didziausias (49) grupéje, kuri turi
71-78% Holsteiny veislés kraujo dalj. Daugiausia (26) dominuojanciy aleliy rasta iki
50% Holsteiny veislés kraujo daliy turinCioje grupéje, maziausiai (13 ir 14) grupése,
sudaranciose 62-70%, 71-78%, 93,75% ir 100% Holsteiny veislés kraujo dalj..

Privatiis aleliai rasti 5 i§ 6 grupiy (grup¢je su 83-90% HolSteiny veislés kraujo dalimi
nebuvo rasta). Daugiausia unikaliy aleliy (10) buvo rasta 100% HolSteiny veislés kraujo
dalj turin¢ioje grupé¢je , maziausiai iki 50% HolSteiny kraujo daliy grupéje (4)..

Atlikus Lietuvos Juodmargiy HolSteiny galvijy veislés genetinio panaSumo vertinimag
pagal Nei ir Fst parametrus, nustatyta, kad didZiausia genetinés distancija yra tarp 100%
ir vir§ 93,75% Holsteiny veislés kraujo dalis turinciy grupiy (0,359), o genetiskai
panasiausios yra 62-70% su 71-78%, iki 50% su 71-78% bei 83-90% su vir§ 93,75%
HolSteiny kraujo grupiy dalis turinCios veislés.

DidZiausias polimorfizmas stebimas vir§ 93,75 % HolSteiny veislés kraujo dalis turin¢ioje
grup¢je, o maziausias polimorfizmas aptinkamas 100 % HolSteiny veislés kraujo dalis
turinCioje grup¢je. Vidutinis polimorfizmo lygis tarp grupiy yra 79,49 %. DNR
polimorfizmo tyrimai gali padéti nuspresti, kuri gyviny populiacija turéty biiti toliau
veisiama ir kuri turéty buti naudojama tolimesniems DNR tyrimams, nustatant
produktyvumg ir sveikatinguma. Si informacija biity naudinga tiesiogiai panaudojant
tolimesnése veisliy fenotipiniy savybiy gerinimo programose.

Nustatytas labai didelis genetinis skirtumas pagal fiksacijos indeksa (Fst) tarp 100% ir
93.75% Holsteiny veislés kraujo grupiy turinCiy veisliy, t.y. Lietuvos Juodmargiy
Holsteiny galvijy veislés galvijus galima laikyti atskira veisle, kuri aiSkai skiriasi nuo
tipiniy HolSteiny galvijy veislés.

Atlikus Lietuvos juodmargiy pieniniy galvijy mtDNR seky ir seky i§ “Geny banko”
duomeny bazés filogeneting analize, nustatytas aiSky HolSteiny atsiskyrimas nuo
Lietuvos juodmargiy veisliy.

Atlikus Lietuvos Zalyjy galvijy mikrosatelitiniy lokusy analize¢ i§ viso buvo nustatyti 77
skirtingi dominuojantys aleliai: daugiausia dominuojanciy aleliy rasta Danijos Zalmargiy
(14) veislése, maziausiai (10) Lietuvos zalmargiy ir seno genotipo Lietuvos Zalyjy

veislése.
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8. Filogenetiné analizé parodé, kad Danijos Zalyjy ir Svedijos Zalmargiy individai
susigrupavo ir sudaré¢ atskirus klasterius, o Lietuvos Zalyjy veislés galvijai yra labiau
giminingesné Danijos Zalyjy galvijams bei parodé rySkesnj atsiskyrimg nuo kity tyrime

naudoty veisliy seky.
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