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ÖSSZEFOGLALÁS

A takarmányozási technológia újításával, a felgyorsult szállítási, valamint kommunikációs lehetőségek révén a nagy termelési kapacitású

faj ták világszerte felváltották, egyben a géntartalékok közé juttatták a helyi őshonos fajtákat. Ez utóbbiak jelenlegi elsődleges szerepe a gén-

meg őrzés. Ugyanakkor ezek őrzése az állattenyésztési kultúra megbecsülése, és kétségtelenül meglévő genetikai értékük miatt kiemelten fontos.

A magyar hidegvérű ló tenyészállományát illetően az alapító törzskönyv híján vagyunk, a fajta tényleges alapító kancái nem ismertek. Ezen

ok ból kifolyólag nagy jelentőségű a meglévő állomány genetikai hátterének feltérképezése, hogy a tenyésztés a valós genetikai diverzitásra

alapozhasson. Jelen tanulmányunkban 195 magyarországi hidegvérű kanca sörény mintájából dolgoztunk. Analízisünket a mitokondriális

DNS D-loop régióján belül a 15531–15752 bázispárok között végeztük, amely összesen 222 bázispárt jelentett. 41 polimorfikus helyet határoz-

tunk meg, mely 39 haplotípust eredményezett (h=39). Az átlagos páronkénti eltérés k=6,825 volt. Nagyfokú haplotípus és nukleotid diverzitás

ér tékeket tapasztaltunk (Hd=0,968±0,003; π=0,026±0,003.) A meghatározott variábilis pozíciók alapján haplotípusainkat korábbi tanulmá -

nyok által már definiált haplocsoportokba soroltuk. A vizsgált állomány 23%-a, azaz 45 kanca az F1 haplocsoportba tartozott. Az elemzett popu -

láció közel 97%-a besorolható volt a Jansen et al. (2002) által meghatározott 8 haplocsoport valamelyikébe. Jelen tanulmány a magyarországi

állomány közel 25%-áról ad genetikai információt. További lehetőség lehetne a nagyobb mértékben mintázott állomány, illetve több genetikai

marker bevonása a vizsgálatokba, hogy részletesebb és megbízhatóbb adatokkal támogathassuk a fajta tenyésztési programját. 

Kulcsszavak: magyar hidegvérű, genetikai diverzitás, haplotípus, haplocsoport, mitokondriális DNS, D-loop kontroll régió 

SUMMARY

Because of the feeding technology innovation, accelerated transport and communication facilities breeds of high performance breeds replaced

local autochone breeds worldwide. These latter species however have an important role in gene conservation. Hungarian cold-blooded horse

breeding stock are lacking pedigree, the actual founder breed mares are not known. For this reason, it is an major priority defining the genetic

backround of the existing flock, for that breeding could operate with purposeful using of origin maternal founders. In the present study 195

cold-blooded Hungarian mares tail and mane sample were analized. Our analysis was carried out between 15531–15752 base pairs in

mithocrondial DNA D-loop region, which reported a total of 222 base pairs. Fourtyone polymorphic sites were determined, which resulted in

39 haplotypes (h=39). The average pairwise differences were k=6.825. High haplotype and nucleotide diversity values were observed

(Hd=0.968±0.003, π=0.026±0.003). Based on the previously defined variable positions of haplotypes defined by Jansen et al (2002), we

groupped our haplotypes into haplogroups. 23 percent of the studied population (45 mares) belonged to haplogroup F1. Nearly 97% of the

analyzed population was classified into one of eight haplogroups defined by Jansen.et al. (2002). This study gives genetic information nearly

25% of the Hungarian population. Another possibility would be patterning more mares or involving more genetic marker in the study which

will assuming the possibility of a more comprehensive analysis.

Keywords: Hungarian draft, genetic diversity, mitochondrial DNA, D-loop control region, haplotype, haplogroup

BEVEZETÉS

Azutóbbiévtizedekbenakülönbözőállatfajokfaj-
táiesetébenkülönöshangsúlytfektettekaszelekciós
programokhatékonyságánaknövelésére,aminekkö-
szönhetőenakorszerűmolekulárisgenetikaimódsze-
rekalkalmazásaisegyrenagyobbteretnyert.Atakar-
mányozásitechnológiaújításával,afelgyorsultszállí-
tási, valamint kommunikációs lehetőségek révén a
nagytermelésiképességűfajtákvilágszertefelváltották
ahelyiőshonosfajtákat.Ezutóbbiakjelenlegielsőd-
legesszerepeagénmegőrzés.Agénmegőrzéssorsára
jutottfajtákgenetikaiértéke(kitűnőmásodlagosérték-
mérőtulajdonságok,ritkaallélekfolytánszámottevő
diverzitás)ugyanakkorhozzájárulminda jelenlegi,
mindjövőbenikívánatostulajdonságokmegőrzéséhez
(Notter1999,Brufordetal.2003,Toroetal.2009).

Agazdaságiállatokgenetikaierőforrásaihatékony
irányításánakelőfeltétele,hogyátfogó ismeretekkel
bírjunkakülönbözőfajtákjellemzőiről,beleértveter-

melésikörnyezetüket,földrajzielőfordulásukat,apo-
pulációravonatkozóadatokat–nagysága,szerkezete–,
valamintakülönbözőfajtákonbelüliésfajtákközötti
genetikaidiverzitást.Általánosanelfogadotttény,hogy
afajtákközöttivalamintfajtákonbelülidiverzitással
kapcsolatos,részletesmolekulárisgenetikaiadatoknél-
külözhetetlenekgazdaságiállatfajtákgenetikaierőfor-
rásainakhatékonyirányításához(Weitzman1993,Hall
ésBradley1995,Barker1999,Ruane2000,Brufordet
al.2003,Simianer2005,ToroésCaballero2005,Toro
etal.2009).Azemlítettadatokkinyeréséhezatechno-
lógiaifejlődésmamárszámoslehetőségetkínálaku-
tatószámára.Avércsoportok,azenzimpolimorfizmu-
sok,azantigénekmársikeresenalkalmazhatók,demi-
tokondriálisDNS,továbbáY-kromoszómálishaplotípu-
sokat,valamintmikroszatelliteketésSNP-ket(egyszerű
szekvenciapolimorfizmus)iselterjedtenhasználnak.

Agéntartalékokmegőrzéséreirányulómolekuláris
genetikaivizsgálatoknáljelenlegmagaafajtajelenti
azalapegységet(Groeneveldetal.2010).Valószínűsít-
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hetőenalegtöbbgenetikaidiverzitásfeltérképezésére
irányulómunkafajtákonbelül,nempedigkülönböző
fajtákközöttvalósulmeg.Ezamegállapításmegegye-
zikRosenbergetal.(2002)következtetésévelhumán
viszonylatban.

Afilogenetikaivizsgálatokattekintve,emlősökese-
tébenamitokondriálisDNSigenszéleskörbenalkal-
mazottmolekuláriseszköz.Viláetal.(2001)megálla-
pították,hogyaháziasítottlovaktöbbanyaialapítóra
vezethetőkvissza,sezzelmagyarázhatóanagyfokúdi-
verzitásalovakmitokondriálisDNShaplotípusaiban.

Alóteljesmitokondriálisgenomszekvencia1994
ótaelérhető(XuésArnason1994).Agenetikaimarke-
rekalapvetőenszármazásellenőrzésrehasználhatók,
hogyakülönbözőgenetikaivariációeltérőszintjeimeg-
határozásrakerülhessenekáltaluk.Nagyjelentőségű,
hogyígylehetőségnyílikpopulációkösszehasonlítá-
sáraésmáspopulációkkalarokonságifokokfelderí-
tésére(CothranésVanDyk1998,Canonetal.2000,
Bjornstadetal.2000,Jurasetal.2003,Tozakietal.2003,
Aberleetal.2004).Számostanulmányfoglalkozika
mitokondriálisDNSD-looprégiójával,mintamito-
kondriálisDNSlegnagyobbvariabilitássalbírórészé-
vel(Ishidaetal.1994).Ezannaktulajdonítható,hogy
ittalegnagyobbaszubsztitúciósrátaamtDNStöbbi
szakaszáhozviszonyítva(Cannetal.1984).Amole-
kulárisgenetikai,valamintevolúcióstanulmányokat
tekintve–lovakmitokondriálisDNSvizsgálataeseté-
ben–alegtöbbesetbenkéthipervariábilisszegmens
~350–650bázispárhosszúszakaszátanalizálják.Eza
HVS-I:15469–15834nukleotidpozíció,ésaHVS-II:
16351–16660nukleotidpozíció.Mindeztakontrollré-
giónbelül(D-loop-15469–16660nukleotidpozíció)
(Viláetal.2001,Jansenetal.2002,Cieslaketal.2010,
Gurneyetal.2010)végzik.AD-looprégióhipervaria-
bilitásánakköszönhetőenkiválóanalkalmasamtDNS
azanyaivonalakfeltárásáraésagenomevolúciójának
modellezésére.

AzemlítettmtDNSD-looprégiójátfelhasználva
célunkvoltmeghatározniamintázottmagyarkancaál-
lományalapgenetikaidiverzitásmutatóit,továbbáa
különbözőhaplotípusokalapjánapopulációtkorábbi
tanulmányokfelhasználásávalhaplocsoportokbaren-
dezni.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A minták előkészítése
Annakérdekében,hogyennekazőshonoslófajtá-

nakagenetikaiforrásaitmegismerhessük,amitokond-
riálisDNSD-looprégiójáthasználtukagenetikaidi-
verzitásmutatókmeghatározásához.Tehettükeztazért,
mertamitokondriálisgenomegyébszakaszaihozvi-
szonyítottanezarégióalegváltozatosabbrész.Amin-
tákkülönbözőhazaitenyésztőktörzskönyvinyilván-
tartásbanszereplőkancáitólszármaztak,ígyazegyedi
azonosítóalapjánszármazásukisnyomonkövethető.Je-
lenvizsgálatban195mintaképviselteamagyarkanca-
állományt.AgDNSizolálásasörénymintákbóltörtént
(FAo/IAEA2004).AzlabormunkálatokaDebreceni
EgyetemMÉKÁllatgenetikailaboratóriumábantör-
téntek.

Aprotokollnakmegfelelőenalevágottszőrhagy-
mákra100µlHairBufferkerültkimérésre,melyaz
alábbiakattartalmazta:250µlTween20;5ml10mM-
osPCRreakciókhozalkalmazottpuffer,ígynemtar-
talmazottMgCl2-t;valamint5mlMgCl2 (25mM).A
reakciókatalizálásaérdekében1μlproteinaseK-t
(20mM) adtunkmindenmintához.Ezt követően a
mintákatelőbb60percre37°C-os,majd20percre
80°C-osvízfürdőbehelyeztükinkubáláscéljából.A
továbbianalízismegkezdéseelőttamintákkoncentrá-
ciójátNanoDrop® ND-1000készülékkelellenőriztük.
APCRreakciósikerességeérdekébenmintáinkkon-
centrációját10és100mg/lközéesőértékrehígítottuk.

PCR reakciók optimalizálása
AprimertervezéssoránaPrimer3programothasz-

nálvaamitokondriálisDNSD-looprégiójábatervez-
tünkprimereket(1. ábra),melyetazoptimálisPCR
reakciókörülményeinekbeállításakövetett.

Fontos lépés volt a PCR kondíciók, valamint a
szükségesreakcióelegymeghatározása.Azamplifiká-
cióhozszükségesreakcióelegyösszetevőiakövetke-
zőkvoltak:1µlgenomiálisDNSizolátum(10–100mg/l),
25mM-osdNTP/Fermentas,25mM-osGoTaqFlexi
BufferPromega,25mM-osMgCl2 Promega,Sigma
forwardésreverseprimeregyenként10pmol/µl-os,
dH2o.SikertelenPCRreakciótkövetően,egyszerre
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1. ábra: A ló mitokondriális DNS D-loop régiójának szekvenciarészlete FASTA formátumban

Megjegyzés:aszürkeháttérbenmegjelenőszekvenciarészletekazalkalmazottprimerpárokatjelölik,melyekazonosakareferenciaszekven-
ciamegfelelőrészleteivel.Vizsgálatainksoránazaláhúzássaljelöltszekvenciaszakaszthasználtuk.

Figure 1: The sequence detail of the D-loop region of the horse mtDNA in FASTA form

Note:sequenceinformationonthegraybackgroundindicatetheusedprimerpairswhicharethesameascorrespondingdetailsontherefer-
encesequence.Inourstudyweusedthesequenceunderlinedsection.

�
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maximumkétkomponensenés/vagykondíciónváltoz-
tattunk.APCRreakciókkiindulókondícióbeállításai
az1. táblázatban szerepelnek.

1. táblázat

PCR reakció kondíciói

Table 1: PCR conditions

Initialdenaturation(1),Denaturation(2),Annealing(3),Extention(4),
Finalextention(5),35cycle(6)

Mivelaprimerekbetapadásaamegfelelőhelyrea
feltapadásihőmérsékletfüggvényébenváltozik,ígyezt
ahőmérsékletetvizsgálatainkatmegelőzően,korábban
gradiensPCR-elmeghatároztuk.APCRreakcióksi-
kerességét(primermegfelelőhelyrevalófeltapadása,
melléktermékmennyisége)2%-osagarózgélelektro-
forézisselellenőriztük,melyetakövetkezőösszetevők
alapjánkorábbanelkészítettünk:2%Seakemagarose,
1xTAE(Tris-acid-EDTA)puffer,majdazígykapott
elegyhezGelRed(Biotium,uSA)DNSfestéketad-
tunk.PCRtermékeinkbőlmintánként3µl-tvittünkfel
azagarózgélre,majd100Vfeszültségenaddigfutat-
tuk–TAEpufferközegben–,mígajelölőfestékel
nemérteagélalsórészét.APCRterméktisztításáta
ViogeneDNA/RNAExtraction (PCR-MClean up
System)kit-telvégeztük,agyártóutasításaialapján.

Adatok értékelése
Előkészített mintáinkat a Macrogen Company

(Hollandia,Amszterdam)cégrészéreküldtükel,mely
cégsegítségéveltörténtazokszekvenáltatása.Analízi-
sünketamitokondriálisDNSD-looprégiójánbelüla
15531–15752bázispárokközöttvégeztük,melyössze-
sen222bázispártjelentett.Anukleotidbázisokhelyes
olvasását,valamintaszekvenciákillesztésétaCodon-
CodeAlignerV.6.0.2.programsegítségévelvégeztük.
AstatisztikaiértékelésaMegaszoftvercsomagkétver-
ziójávaltörtént:Mega6(Tamuraetal.2013),ésMega7.0
(Kumaretal.2016).Ahaplotípusokszámát,ahaplotí-
pusésnukleotiddiverzitástésakülönböződiverzitás
mutatókataDnaSP5(libradoésRozas2009)1.ésa
Mega6programokkalszámoltuk(Tamuraetal.2013).
Ahaplocsoportokegymáshozviszonyított távolság-
értékei alapján készült Maximum likelihood fa a
Mega7(Kumaretal.2016)programmalkészült.

EREDMÉNYEK

Vizsgálatainksoránszázkilencvenöt222bázispár
hosszúamitokondriálisDNSD-loopregiójánbelüli
szekvencia analízisét végeztük el. 41 polimorfikus
helyethatároztunkmeg,amely39haplotípustered-
ményezett(h=39).A39haplotípusttekintve18olyat
detektáltunk,melymindösszeegyetlenegyeddelkép-
viseltettemagát.Ezekakövetkezőekvoltak:1-es,2-es,

4-es,5-ös,7-es,11-es,13-as,16-os,19-es,21-es,23-as,
25-ös,27-es,28-as,29-es,31-es,32-es,valaminta37-
eshaplotípusok.Mindebbőlkövetkeztethetünkafajtá-
banfellelhetőigennagyfokúdiverzitásmértékére.A
legnagyobbegyedszámmala34-eshaplotípusrendel-
kezett,30kancával.Azátlagospáronkéntieltérésk=
6,825volt.Nagyfokúhaplotípusésnukleotiddiverzitás
értékekettapasztaltunk(Hd=0,968±0,003;π=0,026±
0,003),melyszámszerinttöbbnekbizonyult,mintMoridi
etal.(2012)által,aziránilovaknáltapasztaltérték;
ugyanakkorhasonlóakPérez-Gutiérrezetal.(2008)és
zhang etal.(2012)eredményeihez,amelyek0,975és
0,977értéketvettekfel.Kapotthaplotípusainkatössze-
vetettükaHilletal.(2002)általishasználtGénbank-
banelérhetőEquuscaballusreferenciaszekvenciával.
Meg-határoztukavariábilispozíciókatamárkoráb-
banemlített15531–15752bpszekvenciarészleten(2.
ábra).

Ameghatározottvariábilispozíciókalapjánaka-
potthaplotípusokataJansenetal.(2002)általkoráb-
bandefiniálthaplocsoportokbasoroltuk.AMEGA7.0
programcsomagsegítségévelteszteltükakülönböző
szubsztitúciósmodelleket.EzatesztaTamura3-para-
meter(Tamura1992)+Gmodelltjavasoltaazadott
szekvenciákesetében.Azevolúciósrátákhaplotípusok
közöttikülönbségekfelderítéséhezdiszkrétGamma
eloszlásthasználtunk.1000ismétlésesbootstrapfát
használvaazadotttaxonelemzésévelképetkaptunk
egyedeinkevolúcióshátteréről(Felsenstein1985).

Avizsgáltállomány23%-a,azaz45kancaazF1
haplocsoportbatartozott.Igengyakorihaplocsoport-
nakbizonyultaD2,mely42egyedetés6haplotípust
foglaltmagában.Azelemzettpopulációközel97%-a
besorolhatóvoltaJansenetal.(2002)általmeghatáro-
zott 8 haplocsoport valamelyikébe, annak ellenére,
hogyőösszesen17csoportotdefiniált.legritkábbhap-
locsoportunkazA6,illetveaC2volt,amelyekmind-
összeegyetlenegyeddelképviseltettékmagukat.Két
haplotípus4kancávalaGhaplocsoportbatartozóva-
riábilishelyeketmutatott,amelymeglehetősenritka.
McGahernetal.(2006)legtöbbfajtátösszehasonlító
kutatásábanmindösszeegyarchaikus,25európai,két
közel-éskéttávolkeletilótartalmazottGhaplocso-
portbasorolhatószekvenciát(3. ábra).

KÖVETKEZTETÉSEK

összességébenelmondható,hogyamagyarhideg-
vérűfajtajelenleghozzávetőlegesen800kancátszám-
lálóállományatúlélésétatenyésztésiprogramoknak
köszönheti.Ennekkövetkeztébenazállománybanfel-
lelhetőkülönbözőhaplotípusokgyakoriságaattólfügg,
hogyakülönbözőkancákmilyenmértékbenkerülnek
bevonásraatenyésztésbe.Fontostehátfeltérképeznünk
amintázható állománygenetikai hátterét, hisz nem
tudhatjuk,melykancákhordozzákazeredetialapítók
genetikaijegyeit.Jelentanulmányamagyarországiál-
lományközel25%-áróladgenetikaiinformációkat.41
polimorfhelyethatároztunkmeg,amely39haplotípust
eredményezett.18olyatdetektáltunk,melymindössze
egyetlenegyeddelképviseltettemagát.
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Kezd� denaturáció(1) 95 °C 10 min �
Denaturáció(2) 95 °C 20 sec 

35 ciklus(6) Primerek kapcsolódása(3) 62 °C 30 sec 

Elongáció(4) 70 °C 30 sec 

Záró szakasz(5) 72 °C 10 min �
� 10 °C � �

�
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2. ábra: Variábilis nukleotid pozíciók

Megjegyzés:azábránavariábilisnukleotidpozíciókattüntettükfelazáltalunkvizsgált222bázispárosmitokondriálisDNSD-looprégióban.
ReferenciakéntaGenbank-banelérhetőX79547.1Equus caballus szekvenciáthasználtuk.Jelmagyarázat:Hcs=haplocsoport(Jansenetal.
2002),Hap=haplotípus,N=vizsgáltkancákszáma.

Figure 2: Variable nucleotide positions

Note:thistablecontainsvariablenucleotidepositionsina222bpmtDNAD-loopfragment.ReferencesequencefromGenbankX79547.1.Ex-
planationofsymbols:Hcs=haplogroups(Jansenetal.2002),Hap=haplotypes,N=numberofmares.

�

3. ábra: A Jansen et al. (2002) féle haplocsoport meghatározása a detektált 39 haplotípus esetében

Figure 3: Haplogroups detected by Jansen (2002) in connection with our 39 haplotypes

�
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Ennekköszönhetően,valamintanagyfokúhaplotí-
pus és nukleotid diverzitás értékekből adódóan el-
mondhatjuk,hogyjelenvizsgáltfajtaigennagymérté-

kűgenetikaidiverzitássalbír.Mindazonáltalelmond-
ható,hogyezavizsgálatcsupánkiindulópontjavolt
egyteljes,átfogógenetikaianalízisnek.
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