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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI

A vilaghiri hagyomanyos magyar l6fajtdkat folyamatos szakszerli tenyésztdi munkaval
alakitottak ki, és mara a kulturalis orokségiink részét képezik. Ezért kiemelt jelentOségli a
jellegzetes tulajdonsagok, az értiik felelds gének megdrzése és vizsgalata (Balog, 1997; Mihok,
2016).

A hagyomanyos magyarorszagi lofajtak koziil a gidran rendelkezik az egyik legkisebb
populédcioval, mely jelentds kulturtorténeti ¢és genetikai értéket is képvisel a magyar
allattenyésztésben (Mihok, 2006). A hucul fajta a tenyészkancak szamat figyelembe véve szintén a
veszélyeztetett csoportba sorolandé (Jakabova és mtsai., 2009). Ezen fajtak értékes génkészletének
megOrzéséhez nélkiillozhetetlen genetikai strukturajanak feltérképezése, mely hasznos lehet az

egyes fajtak fajtavédelmi terveihez, genetikai statuszuk megértéséhez.

Az anyai mddon 6roklodd nagyfokt polimorfizmussal jellemezhetd mitokondrialis DNS
(mtDNS) kivaldan alkalmas anyai vonalak genetikai struktirajanak vizsgalatara (Taberlet és
mtsai., 2011; Jianxing és mtsai., 2012). Az utdbbi évtizedben t6bb kutatocsoport is felhasznalta a
citokrom b (CYTB) gén vagy a kontroll régid6 — mas néven D-loop — mitokondrialis DNS
szekvencidkat a haziasitott, valamint az Osi lovak szdrmazasi kapcsolatanak feltérképezésére. A
fehérjét nem kodold D-loop régié a mitokondrialis genom legpolimorfabb szakasza (Lopes és
mtsai., 2005). A kontroll régid6 mellett, Ujabban a fehérjekodolo CYTB szekvencia
polimorfizmusainak vizsgalata is fontos szerepet tolt be a szarmazas-ellendrzések soran, emellett

kitlinden hasznélhato filogenetikai vizsgalatokban.

Dolgozatom 6 célja a gidran é€s a hucul kancavonalak diverzitdsanak meghatarozasa a fenti
mtDNS markerek segitségével. Tovabbi célunk volt a méneskonyvekben esetlegesen eléforduld
hibak vagy elirasok felderitése, az optimalizalt DNS alapu modszer hatékonysaganak vizsgalata

kancacsaladok haplotipus alapjan valo elkiilonitésében.



2. A KUTATAS CELKITUZESEI

A magyarorszagi l6fajtak genetikai struktirdjanak feltérképezése és karakterizalasa

mitokondrialis DNS markerek alkalmazasaval.

A gidran és hucul 16fajtak haplotipusainak kimutatasa és genetikai diverzitasanak vizsgalata

a mitokondridlis markerek segitségével.

Bioinformatikai analizissel a magyarorszagi hucul kancadllomany genetikai jellegének

Osszehasonlitdsa a GenBank-ban elérhetd poni, illetve kislopopulaciokkal.

A vizsgalatba bevont gidran ¢és hucul kancak méneskonyvek adatainak és a molekularis

filogenetikai eredmények 0sszehasonlitasa, az esetleges eltérések megallapitasa érdekében.



3. A KUTATAS MODSZEREI

3.1 MINTAGYUJTES

Munkdénk sordn 250 gidran kancétdl vett szorminta vizsgéalatat végeztiik el, amelyek 17
magyarorszagi ménesbol szarmaztak, nevezetesen Bakonycsernye, Balatonalmadi, Biharkeresztes,
Budapest, Csakvar, Debrecen, Gyo6r, Gyurts, Lulla, Mar6cpuszta, Nagycsepely, Rédics,
Sarkeresztes, Siklos, Tata, Tiszaflired, Zalaszentgrot.

Tanulményunkban 6sszesen 267 hucul kancatol vett szorminta vizsgalatat végeztik el,
amelyek 14 magyarorszagi ménesbdl szarmaztak, mégpedig Csemd, Gytrls, Harskat, Izsak,
Josvafd (Aggteleki Nemzeti Park), Kisoroszi, Olmod, Pécsely, Pénzesgyér, Pilismarét, Rakamaz,
Solt, Szigetcsép, Varbo.

A vizsgalat soran felhaszndlt 6sszes szOrmintat a tenyésztd vette és jol zarodo tasakokban
postazta résziinkre. A laboratériumi vizsgalatok megkezdéséig a mintak tarolasa nedvességtol
mentesen, szobahdmérsékleten, egymastol elkiilonitve, a kontaminaciét elkeriilve tortént.

A D-loop szekvenalasat tizenhét hucul minta esetében nem végeztiik el, hanem FASTA
formatumban a GenBank adatbazisbol toltottiik le. A Priskin és mtsai., (2010) altal megallapitott
hucul haplocsoportok azonositoi a kdvetkezok voltak: KC143336.1- KC143355.1

A bioinformatikai elemzés soran 22 kivalasztott hucul haplotipust tovabbi, az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) adatbazisban elérhetd 35 poni, illetve kislo CYTB,
¢s D-loop haplotipus szekvenciajaval hasonlitottuk 6ssze. Mivel mindkét marker szekvencidjat
vizsgaltam, igy munkam csak azokra a mintakra fokuszalt, melyeknek a teljes mtDNS szekvenciaja

elérheto volt.

3.2 MITOKONDRIALIS DNS VIZSGALAT

A genomidlis DNS izolaldsa szérhagymabol tortént a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) protokollja alapjan (FAO/IAEA, 2004). A primertervezés soran
a Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) programot hasznaltuk. Munkank soran a 16

mMtDNS (GenBank azonosito: X79547) két, filogenetikai analizisre alkalmas polimorf szakaszara;

a 1192 bp hosszii D-loop és a 1140 bp hosszu CYTB gén szakaszaira terveztiink kiilonb6z6 primer


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/

parokat. A tervezett hét primerparbol négy a D-loop régid, harom primerpar pedig a CYTB egy-egy
szakaszara volt specifikus. A primerek specifikacioit a 1. #ablazatban tintettiik fel, mig az altaluk

hatarolt szekvencidk az 1. abran lathatok.

1. tablazat: A vizsgalat soran tervezett primerek specifikacioi

Primer . . Termék
y Primer szekvenC|a
elnevezése hossza
A Dloopl F ACGACAACAATTTACCCTCA 961 b
Dloopl R GGGGAAGAAGGGTTGACAGA P
Dloop2_ F  CCCCCACATAACACCATACC
B Dloop2 R ATCTAGGGGGATGCCTGTCT 883 bp
c Dloop3_F TCAGCAACCCTCCCAACTAC 652 bp
Dloop2 R ATCTAGGGGGATGCCTGTCT
Dloopd_F  ACGTTATTCCTCCGCATCAG
D Dloopz R ATCTAGGGGGATGCCTGTCT 350bp
CytLF TTCCCACGTGGAATCTAACC
" our  cTccecceaTTcATeTTAGT
Cyt2 F GCATTCATGGGCTATGTCCT
F Cyt1IR  GTCCGCCGATTCATGTTAGT 643 bp
G Cyt3 F TCATCATCACAGCCCTGGTA 556 bp

Cyt3_R ATGGTGCTTGCGAGTGGTAT

=gi|377571|emb|X79547.1| Equus caballus mitochondrial DNA sequence, D-loop regio
ATTTCTTCCCCTA.-LAEGACAACAAT‘TIACCCTCATGTGCTATGTCAGTATCAGATTATHCACCTGAC_ATGCA_ATAT
CTTATGAATGGCCTATGTACGTOGTGCATTAAATTGTC TGO CCCATGAATAATAAGCATGTACATAATATCATTTATCTTACATAAGTACATTATA
TTATTGATCGTGCATACCCCATCCAAGTCAAATCATTTCCAGTCAACACGCATATCACAGCCCATGTTCCACGAGCTTAATCACCAAGCCGLGGG
AAATCAGCAACCCTCCCAACTACGTGTCCCAATCOCTCGCTCOGGGCCCATCCAAACGTGGGGGTTTCTACAATGAAACTATACCTGGCATCTGGT
TCTTTCTTCAGGGCCATTCCCACCCAACCTCGCCCATTCTITCOCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCOCCATGCTCACAC
ATAACTGTGATTTCATGCATTTGGTATCTTTTTATATTTGGGGATGCTATGACTCAGCTATGGCCGTCAAAGGOCTCGACGCAGTCAATTAAATTG
AAGCTGGACTTAAATTGCA N~ * *.C'C AT AN GGTGTTATTCAGTCCATGGTAGCGGGACATAGGAAACA AGTGCACCT
GTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGLACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCT
GTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGLACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCT
GTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTGTGCACCTACCCGOGCAGTAAGCAAGTAATATAGCTTTCTTAATCAAACCCCCCCTACCCCCCATTAAACT
CCACATATGTACATTCAACACAATCTTGCCAAACCCCAAAAACANGACTAAACAATGCACAATACTTCATGAAGCTTAACCCTCGCATGCCAAC
CATAATAACTCAACACACCTAACAATCTTAACAGAACTTTCCCCCCGCCATTAATACCAACATGCTACTITAATCAATAAAATTTCCATAGACEGE
ECHTCCECCTAGRTCT A ATTTTCTAAATCTGTCAACCCTICTTCCCCC

>gl|4|]8|}6321|gb|AY515159 1| Equus caballus cytochrome B (CYTB) gene

A CCAATGACATGAAAAATCATCGTTGTATTTCAACTATAAGAACACCAATGACAAACATCTGGAAATCTC
ACCCQCTAATTA_AAATCATC-L'-\TCACTCTTTTATTGACCTACCAGCCCCCTCQ_Q.ACATTTCATC ATGATGAAACTTCGGCTCCCTCCTAGGAATCT
GCCTAATCCTCCAAATCTTAACAGGCCTATTCCTAGCCATACACTACACATCAGACACGACAACTGCCTTICTCATCCGTCACTCACATCTGCCGA
GACGTTAACTACGGATGAATTATTCGCTACCTCCATGCCAACGGAGCATCAATATTTTTTATCTGCCTCTTCATTCACGTAGGACGCGGCCTCTAC
TACGGCTCTTACACATTCCTAGAGACATGAAACATTGGAATCATCCTACTTTTCACAGTTATAGCTACAGEATICATGEECTATGTEET ACCATGA
GGOCAAATATCCTTTTGAGGAGCAACAGTCATCACGAACCTCCTATCAGCAATTCCCTACATCGGTACTACCCTCGTCGAGTGAATCTGAGGTGE
ATTCTCAGTAGACAAAGCCACCCTTACCCGATTTTTTGCTTICCACTTCATCCTACCCTICATCATCACAGCCCTGGTAGTCGTACATTTACTATTT
CTTCACGAAACAGGATCTAATAACCCCTCAGGAATCCCATCCGATATGGACAAAATCOCATTCCACCCATATTATACAATTAAAGACATCCTAGG
ACTCCTCCTCCTGATCTTGCTCCTACTAACTCTAGTATTATTCTCCCCCGACCTCCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCAGCTAACCCTCTCAG
CACTCCCCCTCATATTAAACCAGAATGGTCCTTCCTGTTTGCCTACGCCATCCTACGCTCCATTCCCAACAAACTAGGCGGCGTATTAGCCCTAAT
CCTCTCCATCCTGATCCTAGCACTCATCCCCACCCTCCACATATCAAAACAACGAAGCATAATATTCCGGCCTCTCAGCCAATGCGTATTCTGACT
CTTAGTGGCAGACTTACTGAC HE SRR CCC AGTGGAACACCCATACGTAATTATCGGCCAACTGGCCTCAATCCTCTACT
TCTCCCTAATTCTCATTTTTATACCACTCGCAAGCACCATCGAAMACAATCTTCTAAAATGAAGA

1. abra: A 16 mtDNS D-loop és CYTB szekvenciarészletei FASTA formatumban. Kiemelve a

szekvenciaval identikus primerparok vannak.

A primertervezés utdn gradiens (tobb hoéfokon elvégzett) PCR reakcid segitségével
kivalasztottuk a legmegfeleldbb primerpart az altalunk tervezett hét primer koziil és meghataroztuk
az optimalis primer tapadasi hémérsékletet (62,4 °C). A gélelektroforézis soran a leginkabb
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elkiilontilt savokat mutato ,,E” primerparral folytattuk munkankat, mely a CYTB génen beliil fedett
le hosszabb szakaszt:

CYTB gén:

o 14115F 5>-TTCCCACGTGGAATCTAACC-3’
o 15206R 5’-GTCCGCCGATTCATGTTAGT-3’

A D-loop région beliil Priskin és mtsai., (2010) altal alkalmazott dsszesen 298 bp hosszl

szakaszt lefed6 primerparral dolgoztunk tovabb:

D-loop régié:
e 15444F 5>-ACCATCAACACCCAAAGCTG-3’
e 15742R 5’-GCTGATTTCCCGCGGCTTGGTG-3’ (Priskin és mtsai.,, 2010)

A primer tapadasi hémérséklet a gradiens PCR altal meghatarozott 62,4 °C volt. Az
amplifikaciéo a MJ Research PTC-200 Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) PCR
késziilékkel tortént.

A nukleinsavak elvalasztasa gél elektroforézissel: 2%-os Seakemagardz (Lonza, USA), 1X
TAE puffer (Termo Fisher Scientific, Waltham, USA), 0,5 mg/ml Gelred (Biotium, Hayward, CA,
USA) tortént a termékek ellendrzése céljabol. Az eredményeket UV fény alatt ellendriztiik.

A PCR termék tisztitisat a Viogene DNA/RNA Extraction 'PCR-M Clean up System’
(Viogene-BioTek, Taipei, Taiwan) kittel, a gyartd utasitasai alapjan végeztik. A végso, tisztitott
késziilékkel hataroztuk meg.

A mintdk szekvendldsit az Eurofins MWG-Operon (Ebersberg, Németorszag) és a
Macrogen Europe (Amszterdam, Hollandia) cégek végezték, szekvendld primerként a PCR
reakciohoz is alkalmazott primereket hasznaltuk.

Az eredmények bioinformatikai értékelése soran a leolvasott nukleotidok helyességét a
CodonCode Aligner v. 4.2.7 (CodonCode Corporation, 2014) programmal ellendriztiik. A
szekvenaltatas soran kapott szekvencidkat, illetve az NCBI adatbazisbdl letoltott szekvencidkat a
ClustalW (Larkin és mtsai., 2007) programmal hasonlitottuk 6ssze. A nukleotid poziciok
meghatarozasa a GenBank adatbazisban elérhetd (acc. nr.: X79547) és (acc. nr.: JIN398377)

referenciaszekvencidk alapjan valosult meg. A standard diverzitdsmutatok, ugymint a polimorf
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helyek, haplotipus és nukleotid diverzitas meghatarozasa a DnaSP5 (Rozas és mitsai., 2009)
szoftverrel tortént. Kitekintésként (outgroup) mindkét marker esetében a szamar (Equus asinus,
NC001788) szekvenciajat hasznaltuk.

Az NCBI adatbazisban korabban nem publikalt haplocsoportok meghatarozasa a BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) online hasonlésagi keresd programmal tortént
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

A DomeTree (http://www.dometree.org/) haplocsoport analizist elvégeztiik mind a gidran,
mind a hucul fajtandl is, a kapott torzsfak vizualizalasa a DARwin for Windows szoftver
(http://darwin.cirad.fr/) hasznalataval tértént. A DomeTree haplocsoportok nukleotid pozicidinak

jelolése a referencia szekvencian (GenBank acc. nr.: IN398377) alapul.

A kancacsalddokhoz tartozd6 MtDNS haplotipusok, illetve a kiilonb6zd kislé és poni
szekvenciak genetikai viszonyainak abrazolasa median-joining haloval tortént, a Network 4.6.0.0.
(Bandelt és mtsai, 1999), illetve a PopArt (http://popart.otago.ac.nz) programcsomagok
segitségével tortént. A median-joining modszer alkalmas az egymastol kis genetikai tavolsagra

1évo egyedek, illetve haplotipusok 6sszehasonlitasara (Bandelt és mtsai, 1999).

A filogenetikai analiziseket a MEGA6 (Tamura és mtsai., 2013) programcsomagokkal
végeztiik el. A filogenetikai fak szerkesztése a maximum-likelihood, ,,legnagyobb valdsziniiség”
algoritmus felhasznalasaval tortént (Hasegawa és mtsai., 1985), emellett minden esetben
,,megismételhetdségi érték” (in. bootstrap) analizist is végeztiink (Podani, 2003). A bootstrap érték
minden esetben 1000 volt.

A szekvencidknak legmegfelelébb nukleotid szubsztiticiés modellt a jModelTest nevii
programmal valasztottuk ki (Posada, 2008). Ennek megfeleléen mindkét fajtanal a CYTB marker
esetében a Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) plusz gamma (Hasegawa és mtsai., 1985), a D-loop

marker esetében pedig a Tamura 3-parameter (T92) plusz gamma modelleket alkalmaztuk.



4. AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASAI

4.1 GIDRAN LOVAK MOLEKULARIS FILOGENETIKAI ANALIZISE

A beérkezd mintdk koziil a CYTB gén vizsgalatanal 250, a D-loop régional pedig 246 minta
kertilt értékelésre. A szekvencidk illesztését és a bioinformatikai normalizalast kovetéen a CYTB
génen beliil 686 nukleotidnak, a D-loop région beliil pedig 202 nukleotidnak a vizsgélata valdsult

meg. A diverzitasmutatokat a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

2. tablazat: A vizsgalt mtDNS markerek {6 diverzitasmutatéi gidran lovak esetében

mtDNS  Nukleoti-  Egyed- t?alf)slgl-( Polimorf Haplotipus Nukleotid
marker  dok szama szam slz)z'lma helyek diverzitas £SD diverzitas £SD
CYTB 636 250 24 23 N o
D-loop 202 246 32 26 io(’)géég ioéog(}l
egyiitt*® 893 242 49 io(,)gg(())f) iO(,)O(())g 1

*A CYTB és a D-loop markerek egyiittes alkalmazasa

Mindkét mtDNS marker szekvenciaanalizise megerdsitette a gidran fajtan beliili jelentds
genetikai variabilitast is. A CYTB szekvenciadknal 23 varidbilis poziciot talaltunk, 21 esetben SNP,
két esetben pedig inszercio és delécid all a nukleotid eltérés hatterében. Ez a teljes hosszisagu, 686
bp-nyi szekvenciat figyelembe véve 3,35%-0s polimorfizmust jelent. A D-loop marker
valamennyivel tobb, 26 variabilis helyet mutatott, ami a teljes 202 bp-nyi szekvencia 12,9%-at
teszi ki. A polimorf nukleotidok kozott a 25 SNP mellett, minddssze egy inszercid/deléciot
azonositottunk. Mindkét marker szekvenciaja adenin(A)/timin(T)-gazdag volt, ami a CYTB
markernél 55%-ot, mig a D-loop-nal 64,1%-ot jelentett.

Mindkét marker magas haplotipus diverzitas értékeket mutatott: 0,8735 + 0,011 a CYTB-
nél és 0,9136 = 0,008 a D-loop-nal. A nukleotid diverzitas értékek is magasnak bizonyultak:
0,00472 +0,00017 (CYTB) és 0,02091 + 0,00068 (D-loop). A haplotipusok k6zotti paros genetikai
tavolsag (paired genetic distances) 0,001-0,013 (CYTB) és 0,005-0,063 (D-loop) volt. A
filogenetikai irodalmat attekintve megallapithatjuk, hogy mas fajokkal ellentétben (Ali és mtsai.,
2015) a CYTB marker alapt vizsgalat viszonylag ritka a lovakban (Li és mtsai., 2006, Jianxing és
mtsai., 2012). A tapasztalt CYTB nukleotid diverzitds paraméterek hasonlok a kinai hazild



adataival. A 323 kinai Odshonos 16 és 84, a GenBank adatbazisbol kivalasztott szekvencia
vizsgalataval 114 kiilonboz6 haplotipust azonositottak (Yue és mtsai., 2012). A nukleotid
diverzitasmutatd 0,005 és 0,002 kozé tehetd. Emellett a haplotipus diverzitas 0,706 és 0,975
kozotti, ami szintén atfedést mutat az altalunk tapasztalt értékekkel (gidran: 0,874; hucul: 0,835)
(Yue és mtsai., 2012). Qin és mtsai (2009) huszonkét lichuan 16, 1140 bp hosszu CYTB
szekvenciarészletét hataroztdk meg. Hasonldan a kordbban leirt eredményekhez magas haplotipus
¢és nukleotid diverzitas értékeket (0,840 és 0,048) tapasztaltak. A vizsgalataim soran tapasztalt
CYTB variabilitas is kiemeli a fajtak genetikai sokféleségét, jollehet a kapott haplotipus szam ¢€s a
nukleotid diverzitas is alacsonyabb volt a D-loop markerhez viszonyitva.

A vizsgalatom sordn megallapitott D-loop haplotipus-szamokat tekintve, hasonlo
eredmények figyelheték meg luzitan (27 haplotipus/145 16) (Lopes és mtsai., 2005), lipicai (37
haplotipus/212 160) (Kavar és mtsai., 2002) arab (27 haplotipus/200 16) (Bowling és mtsai., 2000)
¢s magasabb a kiso (7 haplotipus/136 16) (Takasu és mtsai., 2014) lovak esetében is. A kapott D-
loop haplotipus és nukleotid diverzitasok is 6sszhangban van korabbi kutatasok eredményeivel. A
megfigyelt nukleotid diverzitas, nagyban megegyezik az irani 16 populacié adataival (0,02) (Moridi
és mtsai., 2013). A viszonylag magas érték alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az altaluk vizsgalt
magyar fajtak genetikailag variabilisabbak, mint a kerry bog (0,0155 £ 0.0040), a sulfur (kén)
musztang (0,001 £ 0,002). Masrészrdl a marwari (0,03973 + 0,01262) vagy a sorraia (0,104 £
0,012) lovak genetikai struktiraja még inkabb diverzebb, mint amilyen a gidran, vagy a hucul (Luis
és mtsai., 2006; Prystupa és mtsai., 2012; Devi és Ghosh, 2013). A kapott haplotipusok szekvenciai
megtalalhatok a GenBank adatbazisban az alabbi azonositokkal: KT792934 — KT792957 és
KT818891 — KT818922.

A filogenetikai analiziseket mindkét marker esetében elvégeztik kiilon-kiilon és
kombinalva is. A 31 gidran kancacsalad egyedei kozott a CYTB marker segitségével 24, mig a D-
loop hasznalataval 32 haplotipust sikertilt elkiiloniteni. Hasonldan diverz adatokat irtak le egy
korabbi hucul tanulmany soran (Kusza és mtsai., 2013), valamint a zemaitukai lovakban is, annak
ellenére, hogy torténetiik soran mindkét fajta stilyos palacknyak-hatason esett keresztiil (Cothran
és mtsai., 2005; Kusza és mtsai., 2013). A megfigyelt magas D-loop és CYTB haplotipus diverzitas
megerdsiti a tényt, hogy a gidran tobb dsi anyai vonalbol szdrmazik, amit alatdmaszt, hogy a

jelenleg ismert kancacsaladokat 16 alapito kancara vezethetéek vissza (Mihok, 2006).
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A gidran lovak filogenetikai vizsgéalata sordn két kiilonb6z0 referenciaszekvenciat
hasznaltunk: X79547 és JN398377. A legtobb filogenetikai vizsgalat az X79547 GenBank
azonositoszamu, 2005-ben publikalt szekvenciat hasznalja, amely lehetd teszi a D-loop
haplotipusok a Jansen és mtsai., (2002), illetve az Achilli és mtsai., (2012) altal meghatarozott
haplocsoportokba sorolasat. A legujabb tanulmanyok - mint amilyen a DomeTree adatbazis is -
viszont a JN398377 GenBank azonositdszamu referencia szekvenciat alkalmazzék a filogenetikai
vizsgalatokhoz. Ez utdbbi szekvenciat 2012-ben kdzolték és pontosabb, mint a X79547 szekvencia.

A kapott gidran haplotipusok koziil egy-egy haplotipus (HtlcyTs és Ht1p-100p) Megegyezett
a referencia szekvenciaval, és a haplotipusok maximum 6 (CYTB) és 9 (D-loop) nukleotidban
kiilonboztek tole.

A vizsgalt populacioban a huszonnégy CYTB haplotipus koziil a Htlcyts (n=54), Ht2cyTs
(n=49) és a Ht6cyts (n=44) volt a leggyakoribb. Hét haplotipus viszont csak 1-1 egyeddel
képviseltette magat Htl1lcyrs, Ht17cyTe, Ht18cyTB, Ht20CYTB, Ht21CYTR, Ht22CYTR, é5 Ht24CYTB.
A 250 gidran kanca 24 haplotipusa kozotti filogenetikai ,,maximum likelihood” torzsfan
abrazoltuk.

A D-loop marker esetében a leggyakoribb haplotipusok a kovetkezdk voltak: Ht6p-100p
(n=47), Ht16p-100p (N=35) and Htlp.oop (n=25). Tiz haplotipus viszont minddssze egy-egy allat
allatra volt jellemz6: Ht14p-100p, Ht17p-100p, Ht18pb-100p, Ht21D-100p, Ht24D-100p, Ht26D-100p, Ht28D-100p,
Ht29p-100p, Ht30D-100p, aNd Ht31p-100p.

Az NCBI adatbazis szekvenciai kozott elvégzett BLAST (Basic Loval Alignment Search
Tool) vizsgalat hat uj CYTB (Ht5cyts, Ht8cyTe, Ht1lcyTe, Htl4dcyTe, Ht20cyTR, and Ht21cyTs) és
négy 0j, eddig nem publikalt D-loop (Ht12p-100p, Ht28p-100p, Ht29D-100p, and Ht32p.100p) haplotipust
azonositott.

A kapott haplotipusok haplocsoport vizsgélatat is elvégeztem. A 32 D-loop haplotipus - a
Jansen és mtsai., (2002) altal meghatarozott — hét f6 D-loop haplocsoportba sorolhatd, melyek
eloszlasa a kovetkezé volt: A: 31%, B: 3%, C: 28%, D: 19%, E: 3%, F: 13%, és G: 3%. Az Achilli-
féle, 6sszesen 18 haplocsoportot tartalmazo D-loop klasszifikaciot figyelembe véve, minddssze az
E haplocsoport nem képviseltette magat az altalunk vizsgalt gidran kanca populacioban.

A DomeTree (Peng és mtsai., 2015) adatai alapjan a kapott CYTB haplotipusok tiz (Alb,
A-Q, Bla2, D, Gla, G1b, G3, H, H-Q és M-N), mig a D-loop haplotipusok tizennyolc (Ald, A3,
AB, Bl1, Bla, D, G, G1, Gla, H-1, I, J1, J2, K, L, O, OP, R) haplocsopotba sorolhatok. Ellentétben
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a tobbi haplocsoport klasszifikacioval, a DomeTree adatbazis teljes mtDNS szekvencian €s nem
csak a D-loop markeren alapszik. Ebbdl kiindulva fontosnak tartottam a két marker
kombindci6jabol kapott haplocsoportok megnevezését is. Abban az esetben, ha mindkét marker
polimorfizmusait figyelembe vessziik, akkor kilenc haplocsoportot kaptunk (A1, AB, H, H-1, J-K,
M-N, M-Q, B1, Bla).

4.2 KANCACSALADOK ELLENORZESE MOLEKULARIS MARKEREK
ALKALMAZASAVAL

Munkank soran a mtDNS markerek gyakorlati alkalmazasat is vizsgaltam, a
méneskonyvekben esetlegesen el6forduld hibak/elirasok felderitésére, illetve a mtDNS analizis
hatasossaganak vizsgalata kancacsaladok haplotipus alapjan valé elkiilonitésében.

Elsd 1épésben a vizsgalt markerekre kiilon-kiilon készitettiink filogenetikai torzsfakat. A
harmincegy kancacsalad koziil a CYTB marker alkalmazasaval 15 (48,4%), mig a D-loop-al 17
(54,8%) haplotipus kiiloniilt el. A borodi 14, borodi 18 és mezéhegyesi 1 kancacsalddok csak a
CYTB segitségével, mig a mezéhegyesi 2, 3, 19 és borodi 2 kancacsaladok csak a D-loop-al voltak
elkiilonithetok.

Fontos megemliteni, hogy egyes kancacsaladok nem feltétleniil kiiloniiltek el kiilon
haplotipusra, illetve egy-egy haplotipuson tobb kancacsalad is osztozik. fgy a CYTB és a D-loop
markerek kombinalt alakalmazasa (Pedrosa és mtsai., 2005) egy lehetséges megoldas lehet a
pontosabb kancacsalad — mtDNS haplotipus 6sszeegyeztetésre. Munkam kovetkezd szakaszaban
igy a vizsgalatokat markerek kombinalasaval is elvégeztiik. A kombinalt analizis alkalmzasa esetén
— a nagyegyedszamra valo tekintettel — a kancacsaladok haplotipusok szerinti hal6ézatos (network)
abrazolasat talaltuk legmegfelelébbnek (2. abra). Eredményeink alapjan igy a cirkularis torzsfakat
a tovabbiakban a hucul lovak esetében nem készitettiink.

A varakozasunknak megfeleléen a CYTB és a D-loop egyiittes hasznélataval pontosabb
eredményeket kaptunk, mivel tovabbi hét gidran kancacsalad (mezdhegyesi 7, 8 és 21; borodi 5,
17, és 19; népies 23) is elkiiloniilt. A két marker kombinacidjaval a borodi 1 és a borodi 7 egy
kozos haplotipust alkotott. Fontos megemliteni, hogy 6t kancacsalad (mezOhegyesi 5, 11, 13, 14 és

borodi 18) egyik marker haszndlataval sem volt megfeleltethetd egyértelmiien egy haplotipusnak.
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2. abra: A CYTB és a D-loop markerek egyiittes alkalmazasaval készitett, 6sszesen 242 gidran
minta szekvenciajat magaba foglalé median-joining (Bandelt és mtsai, 1999) filogenetikai
halozat. A kancacsalad nem ismert a sargaval jelolt 247G és 202G mintak esetében. Az abran

feltiintetett kancacsaladok roviditése a kovetkezd: m = mezdhegyesi; b = borodi; n = népies.

Osszesen 247 gidran kanca mintanal végeztik el a lovak méneskdnyv szerinti
besorolasanak mtDNS polimorfizmus alapt ellenérzését. A molekuldris vizsgalat eredményeként
227 (92%) egyednél sikeriilt a haplotipusokat a méneskdnyvben feltiintetett kancacsaladnak
megfeleltetni.

Az Osszes egyedszamot tekintve kilenc egyednél (3.6%) mondhatjuk azt, hogy olyan
haplocsoportba keriiltek, melyek mas kancacsaladokra jellemzdek, igy valamilyen eltérésrdl lehet

$z0. Ez az arany kivalénak mondhaté 6sszehasonlitva a lipicai és a lengyel lovak méneskonyveivel,
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ahol az eltérés 11-11% koriili (Kavar és mtsai., 2002). Az eltérések két-két allat esetén a
mezOhegyesi 2-es, 14-es és 19-es, mig egy-egy esetben a mezéhegyesi 7-es, 13-as és a népies 23-
as kancacsaladokat érintette.

A mintak 1,6%-4aban ugyanahhoz a haplocsoporthoz tobb kancacsalad is tartozott, ilyenkor
nem sikeriilt egyértelmlien megallapitani, hogy: 1.) eltérésrdl, 2.) kozos eredetrdl, vagy 3.) a
vizsgalt marker polimorfizmusanak hidnyardél van sz6. Kovetkezésképpen, két-két kancacsalad
kozos haplotipust alkotott (borodi 1-es és 7-es, illetve a mez8hegyesi 5-0s €s 11-es). A borodi 7-es
csaladba tartozo lovak nem formaltak kiilon haplotipust, ahogyan a mezéhegyesi 5-0s csalad tagjai
sem. EI6bbi kancak a borodi 1-essel, mig utobbiak a mezOhegyesi 11-es csalad tagjaival 0sztoztak
kozos haplotipusokon. Ezek az eltérések Osszhangban vannak a gidran fajta torténetében leirt
valtozasokkal (Mihok, 2006).

A D-loop régié vizsgalatakor tobb, Osszesen 32 haplotipus kiilonitettiink el, igy olyan
kancacsalddok is feltérképezhetokké valtak, melyeket a szimpla CYTB vizsgélataval nem sikertilt
elkiilonitentink. Ilyenek voltak a mezéhegyesi 2-es, mezOhegyesi 3-as, mezOhegyesi 19-es, borodi
2-es. Viszont egyes kancacsaladok vizsgalatanal a CYTB szakasz mutatkozott informativabbnak,
igy a borodi 14-es, a borodi 18-as, a mezéhegyesi 1-es kancacsaladok (2. abra) egyedei kiilon
haplotipusba rendezddnek. A két mtDNS marker kombinalt alkalmazasdnak jelentdségét
kihangsulyozza, hogy nyolc gidran kancanal csak a kombinalt markerek tették lehetové a pontos
kancacsaladba valé besorolast, illetve a borodi 19-es kancacsalad tagjai csak ezzel a
megkozelitéssel valtak elkiilonithetové.

Erdekes, hogy a mezShegyesi 4-es kancacsalad egyedeire mindkét markernél két kiilonbozé
haplotipus is jellemzd volt, tehat feltételezhetden a mezéhegyesi 4-es kancacsalad két molekularis
alcsaladra bonthato. A mez8hegyesi 4-es kancacsalad egyedei kombinalt, illetve egyedi modszerrel
is két kiilonbozd haplotipust alkottak. Ez az eltérés is igazolhatd, mivel a kancacsalad késébb
kettévalt (Mihok, 2006). Harom esetben nem volt ismert a lovak kancacsaladja, de a molekularis

vizsgalatok alapjan is elkiiloniilt haplotipust alkottak.

4.3 HUCUL LOVAK MOLEKULARIS FILOGENETIKAI ANALIZISE

A begytijtott hucul mintak koziil a CYTB marker vizsgalatanal 6sszesen 265, mig a D-loop

régional 267 mintat értékeltiink. A hucul fajta diverzitasmutatoit a 3. tabldazatban foglaltuk ossze.
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A két mtDNA marker értékei mellet - a gidran lovakhoz hasonloan - a két marker szekvenciainak

Osszeillesztésével kapott eredményeket is feltiintettiik.

3. tablazat: A vizsgalt mtDNS markerek f6 diverzitaismutatoi hucul lovak esetében

Haplo-

mtDNS  Nukleoti- Egyed- i K Polimorf Haplotipus Nukleotid
marker  dok szama szam sl;:;:)a helyek diverzitis £SD  diverzitas £SD
0,835 0,005
CYTB 686 265 13 13 40,009 10,001
0,878 0,024
D-loop 202 267 22 21 + 0,009 0,001
egyiitt* 83 240 30 28 ot

*A CYTB és a D-loop markerek egytittes, kombinalt alkalmazasa

A gidran fajtdhoz hasonléan a hucul lovak genetikai struktirdjanak feltérképezésével
szamos korabbi publikacié foglalkozik. Ezen tanulmanyok f6leg a D-loop szekvencia
polimorfizmusain, vagy mikroszatellita vizsgalatokon alapulnak (Kusza és mtsai., 2013; Priskin és
mtsai., 2010; Georgescu és mtsai., 2011). A CYTB marker jelentéségét viszont hucul lovakban még
nem elemezték. A vizsgalt CYTB szakaszban Osszesen 13 varidbilis pozicidt azonositottunk,
melyek hatterében minden esetben SNP allt. A teljes 686 bp hosszisagu szekvenciat figyelembe
véve, a kapott eredmény minddssze 1,9%-os polimorfizmust jelent. Ez a szam joval kisebb a gidran
lovakkal 0sszehasonlitva, ami azt feltételezi, hogy a CYTB kevésbé informativ a hucul fajtanal. A
D-loop viszont polimorfabbnak bizonyult a CYTB-vel szemben. A 202 bp hosszi D-loop marker
22 polimorf helyet tartalmazott, ami a teljes szekvencia 10,9%-at fedi le, ami kozel megegyezik a
gidrannal tapasztalt arannyal. A polimorf nukleotidok k6zott mindossze egy inszercid/delécio-t

(indel) azonositottunk.

A gidranhoz hasonléan a hucul lovaknal is magas haplotipus diverzitas értékeket
tapasztaltunk: 0,835 + 0,009 a CYTB-nél és 0,878 + 0,009 a D-loop-nal. Emellett, a nukleotid
diverzitas értékek szintén magasak voltak: 0,00484 + 0,00013 (CYTB) és 0,02356 + 0,00055 (D-
loop). A haplotipusok kdzotti genetikai tavolsag a CYTB szakasznal 0,001-0,013, a D-loop régional
pedig 0,005-0,063 volt. Korabbi hucul tanulmanyok is hasonld diverz struktarar6l szamolnak be
annak ellenére is, hogy a fajta két ismert palacknyak-hatason is keresztiil esett (Kusza és mtsai.,
2013; Priskin és mtsai., 2010)
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A 31 hucul kancacsalad k6zott a CYTB marker segitségével 13, mig a D-loop hasznalataval
22 haplotipust sikeriilt elkiiloniteni. A tizenharom CYTB haplotipus koziil a Htlcyts (n=58),
Ht10cyte (n=57) és a H2cyte (n=56) volt a leggyakoribb, mig a Ht4cyts, Ht8cyTs, Ht12cyTB
haplotipusokat csak egy-egy egyed esetében azonositottuk, A 265 hucul kanca 13 CYTB
haplotipusa kozotti kapcsolatot filogenetikai ,,maximum likelihood” torzsfan abrazoltuk.

A leggyakoribb D-loop haplotipusok a kdovetkezék voltak: HtSp-oop (N=62), Ht4p-100p
(n=38), Ht3p-100p (N=37), Ht6p-100p (n=36), mig kilenc haplotipus (Ht12p-100p, Ht14D-100p, H15D-100p,
Ht16D-loop, Ht17p-100p, Ht18b-100p, Ht19D-100p, Ht20D-100p, Ht21p-100p, Ht22p-100p CSaK €QY-egy allatra
volt jellemzd.

A 22 D-loop haplotipus 6t f6 D-loop haplocsoportba sorolhato: A: 45%, C: 23%, D: 14%,
F: 14%, és G: 5%. Megallapithatjuk, hogy az ,,A” haplocsoport dominal6 a hucul lovakban, a Kusza
és mtsai., (2013) altal vizsgalt 71 hucul egyed kozott szintén ez a haplocsoport volt a leggyakoribb.
Jansen és mtsai., (2002) kozleménye kitér arra, hogy - hucul egyik legkozelebbi rokona - a
przewalski lovak foként az altaluk megallapitott ,,A” haplocsoportba, azon beliil a 2-es alcsoportba
tartoznak. Igy a kapott eredmények tovabb erdsitik ezt a kapcsolatot a fajtak kozott.

Az Achilli-féle D-loop haplocsoportokat figyelembe véve (Achilli és misai., 2012) a
vizsgalt hucul kancék kilenc (Al; A’B’C’D’; E’F’G’; I; L; M; N; O; R) haplocsoportra kiiloniiltek
el. A DomeTree szerinti csoportositas alapjan pedig Osszesen 15 (A; Alb; A2; A-I; B1b; E-G; F-
G; G; L; L2; L3a2; M; M-Q; Q2a; R) kiilonb6z6 haplocsoport kiiloniilt el.

44 A HUCUL CYTB ES D-LOOP HAPLOTIPUSOK OSSZEHASONLITASA
PONI, ILLETVE KISLO HAPLOTIPUSOKKAL

A munkank soran kapott hucul haplotipusokat bioinformatikai analizis soran kiilonb6z6
foldrajzi teriiletekrdl szdrmaz6 lovak haplotipusaival hasonlitottuk 6ssze. Vizsgélataink f6 célja a
hucul kancék genetikai diverzitasdnak 6sszehasonlitasa kiilonbozd foldrajzi teriileten €16 poni,
illetve kislo fajtak kozozott. A megbizhaté eredmények érdekében, Osszesen 35 minta keriilt
kivalasztasra, amelyeknek elérhet6 volt mind a CYTB, mind a D-loop szekvencigja.

Eredményeink alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a vizsgalatba bevont magyarorszagi
hucul kancak genetikai struktiraja igen sokszinii, 0sszevetve a rendelkezésre allo poni és kislo

fajtak adataival. Hat hucul CYTB haplotipus - a debao és a welsh ponikat kivéve - a yakut, shetlandi,
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przewlalski-16, mongol, kaszpi, chincoteague, exmoor, konik, noriker, fjord, izlandi, német lovaglo
ponival alkotott kdzos csoportot, mig hét haplotipus egyedi csoportot alkotott. A hucul lovak
esetében Osszesen nyolc D-loop haplotipus alkotot k6zds haplotipust a yakut, mongol, kaszpi,
welsh, chincoteague, exmoor, konik, német lovagld pénival, mig 14 esetben kiilonallo csoportot
formaltak. A kapott eredmények alapjan lathato, hogy az alkalmazott mtDNS markerek — polimorf
voltuk miatt — hatasosan alkalmazhatdok az adott fajtan beliili genetikai struktura feltérképezésére,
de akar kancacsaladok, leszarmazottsagi vonalak elkiilonitésére is. Mésrészrol, nem alkalmasak az

allatok foldrajzi ¢l6helye szerinti elkiilonitésére.

45 A HUCUL KANCACSALADOK ELLENORZESE MOLEKULARIS
MARKEREK ALKALMAZASAVAL

A kancacsaladok és mtDNS haplotipusok dsszehasonlitd vizsgalatat 6sszesen 240 kancan
végeztiik el, mely 19 Priskin és mtsai., (2010), altal vizsgalt hucul kanca adatait is tartalmazta.

A mtDNS analizis 187 (78%) egyednél egyértelmiien a méneskdnyvvel egyezo eredményt
mutatott. A magyarorszagi hucul kancacsaladok koziil az aggteleki Aspirans és Arvacska egyedei
alkotjak a két legnépesebb csaladot, tovabba a lucsinai eredetii 12 Sarata és 4 Kitca kancacsalad
meérete is szamottevonek mondhatd. Az elvégzett molekularis vizsgalatok alapjan ezen egyedek jol
elkiiloniilt, kancacsalad-specifikus haplotipusokat formalnak. A lehetséges elirdsok mellett fontos
kiemelni, hogy az Apirans csalad esetében minden vizsgalt egyed azonos haplotipusokba keriilt.

Lehetséges méneskonyvi eltérésrél 30 kancanal (12,5%) beszélhetiink. Ilyenkor a fent
emlitett csaladokba tartoz6 egyedek a kombinalt markerek alkalmazasa esetén sem alkottak a k6zos
haplotipust a méneskonyvben leirt kancacsalad tobbi tagjdval A nagyméretli populdcioknak
koszonhetden nem meglepd, hogy a legtobb ilyen eltérés az Arvacska (6), 4 Kitca (5), 12 Sarata
(5) csaladban fordult eld. Az Gsszehasonlitas soran azt tapasztaltam, hogy a szlovakiai népies
tenyésztésbol kialakult 882 Gelnica csaladban is eléfordul harom elirds, ami az egyedszamokhoz
viszonyitva jelentdsnek mondhato. Tovabba a Wrona, 5 Plosca, 3 Tatarca, 2 Lucina, 17 Aglaia, 11
Rotunda és az 1 Panca csaladoknal 1-1 kanca besorolasaban meriilt fel a hiba lehetésége. Ezen sok
egyedbdl allo csaladokra — a genetikai egyensuly fenntartdsa végett — nagyobb szelekcids nyomast
kell kifejteni. A CYTB és a D-loop markerek kombinalasaval készitett median-joining filogenetikai

halozatot a 3. dbra szemlélteti.
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Huszonnégy esetben (10%) egy-egy haplotipushoz tobb kancacsalad is tartozott. Nyolc
esetben az 5 Plosca csaladba tartozd egyedek az Aspiransokkal alkottak k6zos haplotipust. Ezek
az eredmények a két kancacsalad kozos eredetét valosziniisithetik.

Ellentétben a nagylétszamu kancacsalddokkal, a kevesebb egyedszamu csaladokra kisebb
szelekcios nyomast kell gyakorolni. Hét kanca pedig a 3 Tatarca, 70 Sekacka és a Wydra csalad
egyedeivel alkotott kozos haplotipust. Kilenc 16nal pedig a 4 Kitca és a 17 Aglaia szintén kozos
haplotipuson osztozott. A lecsokkent egyedszam miatt, a hucul kancacsaladok koziil a lucsinai 3
Tatarca helyzete veszélyeztetettnek mondhatd. Eredményeink alapjan 3 Tatarca csalad tagjai
MIDNS-iik alapjan nem alkottak kiilon haplotipust, hanem a Lengyelorszagban meghonosodott,
egyeébként magyar eredeti Wydra, és a szlovakiai eredetli Sekacka lovakkal osztoztak ko6zos
haplotipuson. Fontos kiemelniink, hogy utobbi lovak koziil négy egyednél feltételezhetiink
méneskonyvi eltérést. Két méneskonyvi Arvacska kancacsaladba tartozé allat a molekularis
vizsgalat alapjan kozos haplotipust alkotott a 4 Kitca és 17 Aglaia csaladba tartozo lovakkal.
Ugyancsak ezen két csalad egyedeivel alkotott kdzos haplotipust egy-egy a méneskonyv szerint a
2 Lucina, illetve a 882 Gelnica csaladba tartozo kanca. E két csalad magyarorszagi 1étszamanak a
novelése is fontos, de nem lehetetlen, mivel Szlovakidban és Lengyelorszagban is megfeleld
egyedszamban fordulnak el6 (Mihok, 2016). A mtDNS eredmények is igazoljak, hogy
Magyarorszagon a 3 Tatarca mellett a Wydra és a Sekacka kancacsalad tagjai is kiemelt figyelmet
érdemelnek.

Vizsgéalatunkban nyolc kancanal (3%) nem volt ismert a méneskdnyv szerinti kancacsalad.
Egyedi, a tobbi kancacsaladtol elkiiloniilé haplotipus két kancanal volt megfigyelhetd (5 Plosca,
Wrona). Annak ellenére, hogy négy (825 Agla, 84 Polonia, 90 Macocha, Bajkalka) kancacsaladbol
is csak egy-egy minta allt rendelkezésiinkre, mind a négy csalad egyedei elkiiloniilt haplotipust
alkottak.

A mtDNS haplotipusok és a méneskdnyvi kancacsaladok Osszehasonlitasat Priskin és
mtsai., (2010) altal publikalt 19 hucul kanca mintan is elvégeztiik, melyek a kevésbé gyakori (5
Plosca, 825 Agla, 84 Polonia, Bajkalka, Bukovina, Wolga) kancacsalddokat is képviselték. A
vizsgalat célja a kombinalt (CYTB — D-loop) markerek alkalmassdganak és hatékonysaganak

tesztelése volt.
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Tizenharom egyednél (68%) a kombinalt markerekkel meghatarozott haplocsoportjaink
megegyeztek a Priskin és mtsai., (2010) altal kapott eredményekkel. A 84 Polonia csaladba tartozo
egyed a kombinalt mddszerrel a tobbi mintatol elkiilontilve, egyedi haplotipust alkotott.

Négy mintdndl a kombinalt markerek alkalmazdsa bizonyult hatdsosabbnak a
kancacsaladok haplotipusokkal vald tarsitasara. Két, a Bukovina kancacsaladba tartozé egyed,
elkiiloniilt haplotipust alkottak. Tovabba, egy-egy a 825 Agla ¢és a Bajkalka csaladbdl szintén
elkiiloniilt haplotipust alkotott. Ezek a lovak Priskin tanulmanyaban a szimpla D-loop marker
hasznalataval egy kozos ,,825 Agla/Lucina/Bukovina” haplcsoportot formaltak. A kombinalt
analizis pontossagat kiemeli, hogy vizsgalatunkba bevont 2 Lucina lovak haplotipusa nem mutatott
atfedést ezekkel a mintakkal.

Mig Priskin vizsgalataban a 5 Plosca csaladba tartozo ,,Hroby Bolyhos” elkiiloniilt
haplotipust alkotott, addig a mi eredményeink alapjan az Aspirdns lovak egy részével alkotott

ko6z6s haplotipust.
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3. abra: A CYTB és a D-loop markerek egyiittes alkalmazasaval készitett, 6sszesen 240 hucul
minta szekvenciajat magaba foglalé median-joining (Bandelt és mtsai, 1999) filogenetikai

halozat.
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5. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

. Dolgozatomban a gidran és a hucul l6fajtak anyai vonalainak genetikai struktarajat
vizsgaltam. Ismereteink szerint a gidran lovak esetében jelen kutatas volt az els6 széleskorti
mitokondrialis DNS alapt analizis. Emellett a CYTB gén szekvencia-polimorfizmusait,
illetve az altaluk meghatarozott haplotipusokat a hucul lovaknal szintén el6szor irtam le. A
vizsgalt CYTB szakasz polimorfizmusai alapjan 24 gidran és 13 hucul haplotipust, mig a
D-loop régio szekvencidja alapjan 32 gidran és 22 hucul haplotipust hataroztam meg.
Munkam soran a gidran fajtanal hat korabban még nem publikalt CYTB (Ht5cyrs, Ht8cyts,
Htllcyte, Htl4cyte, Ht20cyte, Ht21cytR) és négy D-loop (Ht12p-100p, Ht28b-100p, Ht29D-100p,
Ht32p-100p) haplotipust, mig a hucul lovaknal két Gj D-loop (Ht16p-00p, Ht18p-100p)
haplotipust azonositottam. A meghatarozott CYTB és a D-loop haplotipusok szekvencidit

szabadon elérhetdvé tettem a GenBank adatbazisban.

. Megallapitottam, hogy a gidran és a hucul hagyoméanyos magyar lofajtdk magasfoki
genetikai valtozatossaggal rendelkeznek, amit a magas haplotipus diverzitds mutatok is
alatdmasztanak. A haplotipus diverzitas a CYTB haplotipusok esetében a gidran kancaknal
0,874, mig a hucul kancaknal 0,835 volt, a D-loop haplotipusoknal a gidran lovaknal 0,914,
mig a hucul lovaknal 0,878 értékeket kaptam.

A kapott hucul haplotipusokat bioinformatikai analizis soran kiilonboz6é foldrajzi
teriiletekrdl szarmazo lovak haplotipusaival 6sszehasonlitva megallapitottam, hogy CYTB
¢s D-loop a markerek alkalmazhatok az adott fajtan beliilli genetikai struktara
feltérképezésére, azonban nem alkalmasak az allatok foldrajzi él6helye szerinti

elkiilonitésére.

. Igazoltam, hogy a méneskonyvek vezetése mindkeét fajta esetében pontosnak mondhato. A
gidran lovaknal a kancacsalad €s haplotipusok kozott elvégzett mtDNS analizis alapjan az
esetek 91,9%-a, mig a hucul lovaknal az esetek 78%-a egyértelmiien a méneskonyvvel

egyez0 eredményt mutatott.
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5. Megallapitottam, hogy a CYTB ¢és a D-loop mtDNS markerek kombinalt alkalmazésa
pontosabb molekularis €s a méneskonyvi Osszehasonlitast tesz lehetové. A markerek
jovében alkalmazhatéak lehetnek mas tradicionalis lo6fajtak genetikai struktirajanak

feltérképezésre, illetve a méneskonyvek genetikai alapa ellendrzésére is
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6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1.  Munkam soran a gidran és a hucul kancavonalak diverzitasat vizsgaltam mtDNS markerek
segitségével. A meghatarozott mtDNS haplotipusok szekvenciait szabadon elérhetoveé tettem
a GenBank adatbazisban. Kimutattam, hogy mindkét fajtanal Iéteznek olyan specifikus

mtDNS haplotipusok, amelyikbe csak az adott kancacsalad egyedei tartoznak.

2. Vizsgalataim Gjdonsaga ¢és eredménye, hogy a CYTB ¢és a D-loop markerek kombinalasa
hatékonyan alkalmazhatd6 a méneskonyvi adatok és a mtDNS polimorfizmusok 4altal

meghatarozott haplotipusok dsszehasonlitasara.

3. A mtDNS vizsgélat soran kapott eredményeket, illetve a feltdrt méneskonyvi eltérések a
Kisbéri-félvér és Gidran Lotenyészté Orszagos Egyesiilet és a Poni- és Kislotenyésztok
Orszagos Egyesiilet, mint gidran, illetve a hucul fajtafenntart6 a tenyésztési programjaikban

hasznosithatjak.

4.  Eredményeim alapjan felhivom a figyelmet a lovak molekularis markerekkel torténd
csoportositasanak jelentéségére. Bar a méneskonyvi adatok az esetek tobbségében pontosnak
mondhatok, kérdéses esetekben a mtDNS markerek egyes kancacsaladoknal biztonsaggal

alkalmazhatok a lovak kancacsaladba sorolasahoz.

5. Eredményeim hasznosak lehetnek az mas fajtdk fajtavédelmi terveihez, eldsegitve a fajok

jelenlegi genetikai statuszanak megismerését és a ritka genetikai varidciok megorzését.
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