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DNR GENOTIPAVIMO PASLAUGOS MIŠKO MEDŽIAMS
DNA GENOTYPING SERVICES FOR FOREST TREES

TECHNINĖ SPECIFIKACIJA
TECHNICAL SPECIFICATIONS
	DNR GENOTIPAVIMO PASLAUGŲ 
TECHNINĖ SPECIFIKACIJA: PAPRASTASIS ĄŽUOLAS (LOT. QUERCUS ROBUR) IR PAPRASTOJI EGLĖ (LOT. PICEA ABIES)
	TECHNICAL SPECIFICATIONS – SNP GENOTYPING SERVICES:  PEDANCULATE OAK (QUERCUS ROBUR) AND NORWAY SPRUCE (PICEA ABIES)

	1. [bookmark: _Hlk166067674]SĄVOKOS IR SUTRUMPINIMAI
	1. Terms and Abbreviations

	Pirkėjas – Vytauto Didžiojo universitetas.
Paslaugų teikėjas – ūkio subjektas – fizinis asmuo, privatusis juridinis asmuo, viešasis juridinis asmuo, kitos organizacijos ir jų padaliniai ar tokių asmenų grupė, su kuriuo Pirkėjas sudaro Sutartį.
Sutartis – Sutartis, sudaroma tarp Paslaugų teikėjo ir Pirkėjo dėl Pirkimo objekto.

Pirkimo objektas – Paslaugos.
	Buyer – Vytautas Magnus University.
Service Provider – economic operator – a natural person, a private legal entity, a public legal entity, other organizations and their divisions, or a group of such persons with whom the Buyer concludes the Contract.
Contract – the contract concluded between the Service Provider and the Buyer regarding the subject of the procurement.
Subject of the Procurement – Services.

	2. PIRKIMO OBJEKTAS IR OBJEKTO APIMTYS
	2. Subject of the Procurement and Scope of the Procurement Object

	2.1. Pirkimo objektas:
	2.1. Subject of the Procurement 

	Paslaugos – DNR genotipavimo paslaugos.
Paslaugos teikėjas turi atlikti: 
a) DNR išskyrimą iš mažo kiekio Quercus robur ir Picea abies audinių, siekiant gauti DNR koncentraciją ir grynumą, atitinkančius SNP genotipavimo reikalavimus; 
b) Quercus robur atrinkti 400-500 SNP lokusų rinkinį ir Picea abiesatrinkti 4000-5000 SNP lokusų rinkinį taip, kad šie lokusai apytikriai vienodomis proporcijomis atspindėtų neutralią ir funkcinę DNR; 
c) SNP genotipavimą, naudojant tikslinį genotipavimo pagal DNR sekoskaitą (ang. Targeted Genotyping by Sequencing, sutrumpinus T-GBS) metodą, paremtą Flex-Seq ar lygiaverte T-GBS technologija.
	SNP Genotyping requirements
The contractor shall perform 
(a) DNA extraction from small amounts tissues of Quercus robur and Picea abies to obtain DNA concentration and purity satisfying requiremetns for SNP gentyping, 
(b) for Quercus robur selection of a set 400-500 SNP loci and for Picea abies selection of a set of 4000-5000 SNP loci, in such way that for each species, these loci represent neutral and functional DNA at nearly equal proprtions. 
(c) SNP genotyping using a targeted genotyping-by-sequencing (T-GBS) approach, based on Flex-Seq or other adequite T-GBS method.

	3. REIKALAVIMAI PIRKIMO OBJEKTUI
	3. The genotyping service shall meet the following minimum specifications:

	Rūšys:
· Quercus robur
· Picea abies
	Species
· Quercus robur
· Picea abies

	Mėginių skaičius:
· Quercus robur 1200 vnt.
· Picea abies 1200 vnt.
· Viso 2400
	Sample number
· Quercus robur 1200 samples
· Picea abies 1200 samples
· 2400 in total

	SNP žymenų kiekis
Po kokybės filtravimo kiekvienam mėginiui genotipavimas turi suteikti 400-500 SNP žymenų Quercus robur ir 4000–5000 SNP žymenų Picea abies.
	SNP Marker density
After quality filtering, the genotyping shall produce 400-500 SNP markers per sample for Quercus robur and 4000-5000 SNP markers per sample for Picea abies.

	Techniniai reikalavimai
Taikomas metodas turi užtikrinti:

· Kokybiškos DNR išskyrimą iš mažo kiekio audinių (pumpurų ir lapų/spyglių). 
· Patikimą veikimą rūšims, turinčioms didelį ir sudėtingą genomą.
· Tikslinį SNP žymenų nustatymą (SNP capture) arba lygiavertę tikslinio sekoskaitos strategiją.
· Abiem rūšims turi būti parengta ir naudojimui paruošta iš anksto apibrėžta SNP žymenų panelė.
· Didelio našumo sekoskaitą, tinkamą didelių populiacinių duomenų rinkinių analizei.
· Minimalų genotipo nustatymo dažnį (genotype call rate) ≥ 85 %.
· Genotipavimo tikslumą ≥ 98 %.
· Pakartojamumą, patvirtintą naudojant vidines kontrolės priemones.
· Didelį rezultatų atkuriamumą tarp skirtingų sekoskaitos partijų.
· Standartizuotą SNP nustatymo (SNP calling) analizės procesą.
· Suderinamumą su standartiniais populiacinės genetikos analizės metodais ir darbo eigomis.
	Technical performance requirements
The applied method must ensure:

· Quality DNA extraction from limited amounts of tissue (buds and leaves/needles). 
· Reliable performance for species with large and complex genomes.
· Targeted SNP capture or equivalent targeted sequencing strategy.

· A predefined panel of SNP markers for both species should be ready to use.
· High-throughput genotyping suitable for large population datasets.
· Minimum genotype call rate ≥ 85%.

· Genotyping accuracy ≥ 98%.
· Reproducibility verified through internal controls.
· High reproducibility across sequencing batches.
· Standardised SNP calling pipeline.

· Compatibility with standard population genetic analysis workflows.

	Mėginių surinkimo ir logistikos reikalavimai

· Paslaugos teikėjas turi užtikrinti integruotą darbo eigą, garantuojančią saugų ir efektyvų biologinių mėginių tvarkymą viso genotipavimo proceso metu.
Paslauga turi apimti:
· koordinuotą mėginių surinkimo priemonių priėmimą ir paskirstymą, kai taikoma;
· aiškų logistinį koordinavimą, siekiant sumažinti vėlavimo riziką mėginių siuntimo ir apdorojimo metu;
· mėginių surinkimo sprendimus, leidžiančius užtikrinti stabilų mėginių laikymą ir transportavimą lauko sąlygomis, įskaitant galimybes išsaugoti mėginius kambario temperatūroje, kai šaltojo transportavimo (cold-chain) logistika nėra įmanoma;
· dokumentuotas mėginių sekimo ir perdavimo (chain-of-custody) procedūras visiems mėginiams.
	Sample Collection and Logistics Requirements
· The contractor shall provide an integrated workflow ensuring secure and efficient handling of biological samples throughout the genotyping process.
The service shall include:
· coordinated reception and distribution of sample collection materials where applicable;
· clear logistical coordination to minimise risks of delays during sample shipment and processing;
· sample collection solutions enabling stable storage and transport under field conditions, including options allowing room-temperature preservation when cold-chain logistics are not feasible;


· documented chain-of-custody procedures for all samples.

	DNR išskyrimas:
DNR išskyrimo procesas turi užtikrinti:
· nuoseklią DNR kokybę, tinkamą tiksliniam genotipavimui naudojant sekoskaitos metodus (targeted genotyping-by-sequencing);
· optimizavimo procedūras, pritaikytas mažo kiekio sudėtingiems augalų audiniams (pumpurų spyglių);
· nepavykusių mėginių skaičiaus mažinimą, atsirandantį dėl netinkamos DNR kokybės ar kiekio;
· nuolatinio kokybės gerinimo procedūrų įgyvendinimą laboratoriniuose darbuose.

Tiekėjas pateikdamas pasiūlymą turi pateikti rizikų vertinimo ir jų valdymo planą, skirtą sumažinti projekto vėlavimo rizikas, susijusias su galimomis DNR išskyrimo problemomis ar įrangos gedimais.
	DNA Extraction:
The extraction process shall ensure:
· consistent DNA quality suitable for targeted genotyping-by-sequencing;
· optimisation procedures adapted to small amounts of challenging plant tissues (buds and leaves/needles);
· minimisation of failed samples caused by suboptimal DNA input;
· implementation of continuous quality improvement procedures within laboratory workflows.
The service provider, when submitting a proposal, must provide a risk assessment and a risk management plan aimed at minimizing the risk of project delays associated with potential DNA extraction issues or equipment failures.

	Duomenų apdorojimas
Paslaugos teikėjas turi pateikti:
· Neapdorotus sekoskaitos duomenis (jei taikoma).
· SNP nustatymo (SNP calling) rezultatus.
· Filtruotą genotipų matricą.
· Kokybės kontrolės statistinius duomenis (trūkstami duomenys, alelių dažniai, klaidų įverčiai).
· Naudotos bioinformatinės analizės darbo eigos (pipeline) dokumentaciją.

Gauti paslaugos įvykdymo rezultatai pateikiami elektroniniu paštu Pirkėjo nurodytu el. paštu.

	Data processing
The contractor shall provide:
· Raw sequencing data (if applicable).

· SNP calling output.
· Filtered genotype matrix.
· Quality control statistics (missing data, allele frequency, error estimates).

· Documentation of bioinformatic pipeline used.

The results of the completed services shall be delivered by email to the address specified by the Buyer.

	Metodologinis pagrindimas
Projekto vykdymui reikalingas didelio našumo ir pakartojamas SNP genotipavimas didelėms imtims skirtas miško medžių (Quercus robur ir Picea abies) populiacijų duomenų rinkiniams. Tyrimo tikslai apima populiacinės genetikos analizes, skirtingų mėginių ėmimo vietų palyginimą ir ilgalaikį duomenų rinkinių suderinamumą vykdant genetinio monitoringo veiklas.
Reikalaujama taikyti tikslinį genotipavimo sekoskaita (targeted genotyping-by-sequencing, GBS) metodą, nes jis leidžia:
· nuosekliai genotipuoti iš anksto apibrėžtus SNP lokusus visuose mėginiuose;
· užtikrinti aukštą atkuriamumą tarp skirtingų sekoskaitos partijų ir būsimų analizių;
· sumažinti trūkstamų duomenų kiekį, palyginti su sumažintos reprezentacijos sekoskaitos metodais;
· ekonomiškai efektyviai apdoroti didelį mėginių skaičių (>1000 mėginių kiekvienai rūšiai);
· užtikrinti suderinamumą su tolesnėmis populiacinės genetikos ir genetinio monitoringo analizėmis.

Alternatyvūs metodai, tokie kaip atsitiktinis GBS arba viso genomo sekoskaita, generuotų perteklinį duomenų kiekį, nereikalingą šio tyrimo tikslams, arba sukeltų duomenų trūkumą ir neaiškumą ir mažesnį skirtingų duomenų rinkinių palyginamumą. Todėl tikslinio SNP genotipavimo sekoskaita metodika yra moksliškai tinkamiausias ir proporcingiausias sprendimas mūsų projekte.
	Methodological justification
The project requires high-throughput, reproducible SNP genotyping across large population datasets of Quercus robur and Picea abies. The research objectives include population genetic analyses, comparison among sampling sites, and long-term compatibility of datasets across monitoring activities.

A targeted genotyping-by-sequencing (GBS) approach is required because it enables:

· consistent genotyping of predefined SNP loci across all samples,
· high reproducibility between sequencing batches and future analyses,

· reduced missing data compared to reduced-representation sequencing methods,

· cost-efficient processing of large sample numbers (>1000 samples per species),

· compatibility with downstream population genetics and monitoring analyses.

Alternative approaches such as random GBS or whole-genome sequencing would either generate excessive data not required for the study objectives or introduce higher levels of missing data and reduced comparability across datasets. Therefore, a targeted SNP genotyping-by-sequencing methodology represents the most scientifically appropriate and proportionate solution.
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