ALLATTENYESZTES és TAKARMANYOZAS, 2006. 55. 2. 117-125. 117

A D-VERCSOPORT ES A BIOKEMIAI POLIMORF
RENDSZEREK VIZSGALATA TELIVER ES UGETO
FAJTAKBAN

JOZSA CSILLA — HUSVETH FERENC — BAN BEATA — TAKACS ERZSEBET

OSSZEFOGALALAS

A szerzék, Magyarorszagon tenyésztett angol telivér (n=58) és amerikai uget6é (német, illetve
francia hatterl; n=52) fajtak vérmintait analizaltak szarmazasellenérzés céljabol. Az ellendrzott
rendszerek a kovetkezdk voltak: alpha-1-beta glycoprotein (A1B), albumin (Al), karboxilészteraz
(Es), transzferrin (Tf), D vitamin kété fehérje (Gc), valamint a D vércsoport rendszer (EAD). A vér-
csoport és biokémiai polimorfizmus meghatarozasahoz poliakrilamidgél (PAGE) technika, valamint
vorosvértest vércsoport-analizis modszerek kerultek alkalmazasra. A kapott eredmények alapjan a
két fajta kozott eltérés volt megfigyelhetd, a D vércsoport rendszer, valamint a Tf és az Al l6kuszok
egyes alléljanak gyakorisaga kozott. Mas rendszerek esetében (Es, A1B, GC polimorf rendszerek)
viszont nem mutatkozott kullonbség a két fajta kzott.

A munka soran bebizonyosodott, hogy a tobb faktorra és alrendszerre alapozott analitikai eljara-
sok alkaimasak a két fajta és az azokon bellli egyedek kozotti kilonbségek meghatarozasara.
Segitseégitkkel a génaramlas, valamint a beltenyésztettség becslése érdekében is hasznos adatok
szulettek. )

Jozsa, Cs.Ms. — Husvéth, F. — Ban, B.Ms. — Takacs, E.Ms.. EXAMINATION OF D-BLOOD GROUP
AND BIOCHEMICAL SYSTEMS IN THOROUGHBRED AND TROTTER HORSES

Blood samples of Thoroughbred (n=58) and Trotter horses (n=52) from Hungarian herds were
analyzed for parentage control. The analyzed systems were as follow: alpha-1-beta glycoprotein
(A1B), albumin (Al), carboxylesterase (Es), transferrin.(Tf), D vitamin-binding protein (GC) and the D
blood group system (EAD). For the blood group and biochemical polymorphism experiments we
used electrophoretical starch gel- and polyacrylamide gel (PAGE) as well as blood group detection
techniques.

On the basis of our resuits some significant differences could be seen between the two species in
the frequency of alleles in the D blood group system, in the Tf and Al loci (P<0.05, P<0.01,
P<0.001). There were no differences in other systems (Es, A1B, GC polymorph system) comparing
the two horse species.

Our results prove that analytical techniques having based on multiple factors and subsystems are
suitable for the comparison of herds and for the estimation of genetic distance or similarity. They
may shed light on the gene flow and can serve with valuable data for the estimation of inbreeding.
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BEVEZETES

Az allattenyésztésben évtizedek o6ta nagy szerepe van a vércsoport és a
vérhez kapcsolédd biokémiai polimorfizmus tulajdonsagoknak a szédrmazas-
ellen6rzésben, a fajtarokonsagi vizsgalatokban, illetve a populacidk genetikai
strukturajanak detektalhato valtozasaban.

A fajtarokonsagi viszonyok illetve a fajtak kdzotti genetikai tavolsagok meg-
hatarozhatok, ha 6sszehasonlitjuk az egyes fajtakban kapott vércsoport-, szé-
rumfehérje- és enzimgének gyakorisagi értékeit. A kapott 6sszefuggések, a
fajtak fejlodéstorténetében, az evolucid eredményeit azonosithatjak. A fajtak
k6zotti genetikai tavolsagok ismerete kulonésen hasznos a keresztezések ter-
vezésekor és elésegitik a heterozishatads becslését. A populaciogenetikai vizs-
galatokban a vércsoport,: szérumfehérje- és enzimvizsgalatok segitségével
szamszer(isithetd a genetikai variabilitds, valamint becsiilhetd egy adott allo-
many beltenyésztettségének (homozigozitdsanak) meértéke is. Ennek elméleti
alapja az, hogy a beltenyésztettség mértéke aranyos a homozigéta egyedek
adott allomanyon belili viszonylagos gyakorisagaval (Féstis, 1984).

Az immungenetika viszonylag Uj, de gyorsan fejl6d6é tudomanyterilet, ami
immunreakciokkal azonosithatd antigén természetl anyagok vizsgalataval fog-
lalkozik. Ide tartoznak elsésorban a vércsoportok, a hisztokompatibilitasi anti-
gének, a kulénféle fehérje-polimorfizmusok: a vérben, a tejben és egyéb test-
nedvekben vagy szdvetekben taldlhaté antigének, ellenanyagok, enzimek és
mas fehérjék polimorf, azaz eltérd alakjai. Ezen életfontossagu anyagok bioké-
miai felépitésében olyan kulénbségek vannak, amelyek polimorfizmust (sokol-
dalusagot) eredményeznek. Az immungenetika torténetének kezdete
Landsteiner (1901) (1868-1934) nevéhez fiizédik. O fedezte fel 1900-ban az
emberi ABO veércsoport- rendszert. A vércsoport-antigének olyan genetikailag
determinalt antigén tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek a specifikus ellen-
anyagok termelését valtjak ki, és ezzel reakcidba lépnek (Bodé és Kovacs,
1993). '

A vércsoportok 6roklddése a mendeli homodinam o6roklésmenetet koveti,
azaz a genotipus két alléljében jelenlevd faktorok fenotipusaban is megnyil-
vanulnak (Bodé és Hecker, 1998). Ezt az 6roklésmenetet a vércsoport eseté-
ben kodominans 6réklésmenetnek nevezzik. (Legegyszer(ibb példa az ember
esetében: AAXBB=AB)

A vérben fehérjék vagy fehérjetermészetli anyagok, enzimek, hemoglobin,
stb. is vannak, amelyek ugyancsak tdbbalakusagot (polimorfizmust) mutatnak.
Ezek kilénb6z6 biokémiai vagy elektroforetikus modszerekkel kimutathatok. A
kulonb6zé faktorok, amelyek igy vizsgalhatok, Gn. fenocsoportok formajaban
alléleket alkotnak, amelyeket ugyanazon a kromoszéman 6roklédve a mendeli
szabalyok szerint kodominans oréklésmenetet kovetnek (Bodo és Hecker,
1998).

Vércsoport vizsgalatok K5 fajban

Landsteiner (1901) human vonatkozasu elsé eredményeit kbvetéen, hason-
l6an a tébbi haziallatfajhoz, 16 esetén is tobben (Schmid, 1965; Hesselholt,
1966; Sandberg, 1970; Watanabe és Noda, 1970) probalkoztak természetes
ellenanyagok segitségével vércsoportokat meghatarozni. A negyvenes években
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angol kutatok ismerték fel, hogy a csikok Ujsziléttkori sargasagat anya-magzat
viszonylatban meglevé vércsoportkulénbségek valtjak ki. Ez a felismerés ered-
meényezte a lovércsoport-kutatas fellendulését (Bodé és Hecker, 1998).

A 16 vércsoportrendszerei koézil — komplexitasuk és alléljeik nagy szama
miatt — legnagyobb jelentdségli az A és a D rendszer. Stormont és Suzuky
(1964) minimalis allélt tudtak kimutatni a D vércsoport rendszeren belill. Ez a
hetvenes évektdl megvaltozott, és egyre tébb allélt izolaltak az emlitett vércso-
port rendszerben (Sandberg, 1973; Podliachonk és Meriaux, 1977, 1979;
Bouquet és mtsai, 1981; Scott, 1985; Bowling, 1987; Bowling és Williams,
1991). Bowling és Williams (1991) kutatasai a ,null” allél (D-), illetve Dq alléi
felfedezését eredményezték.

A vér biokémiai polimorf rendszereinek vizsgalata lovakban

A vércsoportvizsgalatok kiegészitéseként, genetikai szempontbdl elsésor-
ban a franszferrin meghatarozasok bizonyultak hasznosnak. A rendszer kutata-
sat Braend és Stormont (1964), Gahne (1966) és Scott (1970) kezdték el. Keé-
s6bbi munkak (Bell és mtsai, 1988) mar poliakrilamid gélelektroforézis haszna-
latat mutattak be a Tf rendszer alléljainak meghatarozasakor. Bowling (1991),
valamint Schmid és mtsai (1990) igazoltak, hogy a poliakrilamid gélelek-
troforézis segitségével nagyobb szamu rendszer, illetve allél mutathaté ki.

A D vitaminko6td fehérje rendszer vizsgalata soran 1978-ban harom tanul-
many is napvilagot latott (Gahne és Juneja, 1978; Juneja és mtsai, 1978;
Weitkamp, 1978). A rendszerben megjelené két allél kutatasat Cleve és Schmid
(1991), valamint Ouragh és mtsai (1992) folytattak.

A karboxilészteraz rendszert lofajban els6ként Kaminski és Gajos (1964)
valamint Gahne. (1966) vizsgaltak. A kutatasok szamos Uj allél megtalalasat
eredményezték, igy ma mar tudjuk, hogy léfajban tiz allél jelenhet meg a rend-
szeren belll (Sandberg és mtsai, 1987, Bell és mtsai, 1995).

Az albumin rendszer volt |6fajban az elsd vizsgalt rendszer, amelyben
Stormont és Suzuky (1963) izolalta elséként a rendszer két alléljét (Al-A, Al-B).

Az A1B rendszer kutatasat Breand (1967) kezdte el. Lovakban harom allélt
sikerult kimutatni (F, K és S), de a kutatas tovabbi alléleket keres (Patterson és
mtsai, 1991; Nickel és mtsai, 1992; Cristofalo és mtsai, 1992).

Az emlitett polimorf rendszerek sokszin(iségébdl adddoan az adott fajtak
rokonsagi fokat, szarmazasat, genetikai tavolsagat egyértelmien felmérhetjik.

Munkank soran, a Magyarorszagon tenyésztett angol telivér (tovabbiakban
telivér), valamint amerikai tgeté (német, illetve francia hatter(i; tovabbiakban
tgetd) genetikai 6sszehasonlitasat terveztilk a lovak szarmazasellenérzésében
hasznalt moédszerek segitségével, illetve az egyes populacidk allélgyakorisagi
értékeinek dsszevetését az alkalmazott tenyésztési eljarassal.

ANYAG ES MODSZER

Mintavétel és a vizsgalt anyag .

A vizsgalatokat az Orszagos Mezbgazdasagi Minésitd Intézet Allattenyész-
tési Féosztalyanak Immunogenetikai Laboratdriumaban vegeztuk. A felhasznalt
vérmintak a teliver (szenttamasi ménes, didspusztai ménes) és lgetd
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(mezbhegyesi ménes, radihazi ménes) lofajtak tenyészkancainak és azok azo-
nos évjaratu csikoinak kotelezd szarmazasellenérzés vizsgalataibol szarmaz-
tak. A vizsgélati anyag a véna jugularisbol aszeptikus kértiimények kozott levett
vérminta volt.

Kisérletiinkben, a részletesebb szérumfehérje vizsgalatra médot adé PAGE
technologiat, valamint a vorosvértest elemzések eredményeit hasznaltuk fel. A
vorosvértest vizsgalatokban kizarolag a D-rendszerbeli allélokat vettik figye-
lembe, mivel ebben a rendszerben van a legnagyobb valtozatossag. A vvt vér-
csoport tulajdonsagok vizsgalatahoz a kévetkez$ vizsgald savok alltak rendel-
kezésunkre: Da, b, ¢, d, e, f, g, h, i, k, [, m, n, o, r. A PAGE vizsgalatokban a
transzferrin, az albumin, a karboxilészteraz, a D-vitamin-kétd fehérje és az A1B
glycoprotein (Xk) faktorait vettiik figyelembe.

A poliakrilamid gél alkalmazasakor (PAGE) Allen (1974) altal leirt ,dis-
continuous buffer system”-et hasznéltuk. A gél készitésének pontos metodikajat
és a festési eljarast Gahne és mtsai (1977) altal leirtak szerint alkalmaztuk.

Statisztikai analizis

A kisérletek eredményeit vizsgalat tipusonként fajta- és populacidbontas-
ban listaztuk az egyes allél- (faktor) gyakorisagok szerint. Az igy kapott eset-
szam-tablazatokbdl, elsé lépésben, az egyes faktorok relativ eléfordulasait mu-
tatd megoszlassorokat képeztiink. Ezek alapjan — elsd kozelitésben — mar
megitélhetbek voltak a populaciok, illetve a fajtak kozotti eltérések, hasonlosa-
gok. :

Ezek, hasonlésagok mértékének statisztikai tesztelését homogenitas vizs-
galattal, az esetszam-tablazatokra alkalmazott khi-négyzet prébakkal végeztik
el (Prichner, 1983; Andersson, 1985). (Az egyes allélekre (faktorokra) vonatko-
zban is, és a megoszlas sorok kozotti eltérésekre is elvégezzik a tesztelést.) A
khi-negyzet prébak jelezték a fajtak/populaciok genetikai tavolsaganak”
szignifikancia-fokat. E mellett, a hasonlésag fokat egy empirikus, ,kézérthe-
tébb”, %-0s mutatdban is kifejeztik a khi-négyzet értékbdl képezheté Cramer-
index (Cl) komplementereként. Az alkalmazott modszerrel, az dsszehasonlitott
allomanyok telijes genetikai hasonlésaga esetén, a hasonlésagi index (HI)
100%, maximalis kiilonbség esetén 0%.

EREDMENYEK

A fajtak kozotti hasonlosagot vizsgalva, a szerologiai meghatarozasok
eredmeényei szignifikans eltérést mutattak (P<0,001).

Mindket fajtaban voltak olyan allélok, amelyek csak az adott fajtat jellemez-
ték. llyenek voltak, a telivér fajtaban a ,bcm” és a ,cegimn” allélok, az Uget6
fajtaban a ,dghmr’, a ,del’, a ,dfklr" és a ,cgmr” allélok. A legnagyobb eltérést a
mar emlitett ,bcm” és ,cegimn”, valamint a ,dkl", ,cgm” és ,dghmr’ allélokban
tapasztaltuk (1. tablazaf). .

A legnagyobb hasonldsagot a ,dir' allél mutatta,” ahol a szazalékos érték
kozel azonos volt a ket fajtaban (2. tablazat). Az agetd fajtaban a ,cgm” allél
dominalt 50%-os értékben, mig a telivér fajtaban a ,dkl" allél kézel 40%-os
mennyiségben volt kimutathato.
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1. tablézat

A D-vércsoport rendszer alléljai és frekvenciajuk

"y Allélok és frekvenciajuk(2)
Fajtak

3jtak(1) cgm dkl bcm | delo |dghmr| del | cgmr | dfklr | cegimn dir
Telivér(3) [0,2763|0,3816/|0,1316|0,0131| 0 0 0 0 0,1316 10,0658
Ugetd(4) | 0,50 | 0,18 0 0,08 | 0,10 |0,06]| 0,01 | 0,03 0 0,04

Table 1.: Alleles and their frequencies of D-blood group system
breed(1), alleles and their frequencies(2), Thoroughbred(3), Trotter(4)

2. téblazat

A D-vércsoport rendszer alléljainak statisztikai sszehasonlitasa khi-négyzet értékek alapjan

Fajtak osszehasonhtasa
megoszlasok kozotti X -
érték alapjan(2)

A fajtak statlsznkal osszehasonlitasa
allélenkeénti y 2.érték alapjan(1)

cgm| dkl | bcm [delo|dghmr|del [ cgmr | dfklr [cegimn| dir

8,9**18,9**{13,9***|3,9*18,1** [4,7*|0,8NS |2,3NS [13.9***]|0,6NS 57.8*** HI: 18%
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, HI: a hasonlosag %-os éntéke a két fajta kdzott khi-négyzet értékek
alapjan(3)

Table 2.: Statistical comparison of breeds (D-blood group system)
statistical companson of breeds on the basis of xz-value per allele(1), comparison of breeds on the
basis of y° value between distributions(2), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, HI: similarity index(3)

A vér biokémiai polimorfizmusat tekintve a vizsgalt 6t rendszer kozil csak
haromban volt kimutathaté szignifikans eltérés. A harom rendszer kozill a
transzferrin- és az albumin rendszerekben tapasztaltunk figyelemre melté
eredményeket.

A transzferrin rendszeren belill a D, az F1 és az F2 faktorokban mértiink
erésen szignifikans eltérést (P<0,001). Az F2 faktor a telivér fajtaban kozel
15%-0s értékben, mig az ligetdben ennek 6tszérése volt kimutathatd (3. tabla-
zat). Az F1 faktort az tgeto fajtaban nem talaltuk meg, ezzel szemben a telivér
fajtaban el6fordulasuk kozel 30%-os gyakorisagu volt. Ez utébbi fajtaban a TfD
faktor dominalt a transzferrin rendszeren bellll kézel 32%-ban, mig az lgetd
fajtaban a TfF2 faktor volt uralkodo 75%-os értékben. A TfH faktor egyik fajta-
ban sem jelent meg. A vizsgalt fajtak szignifikansan eltértek egymastol a
transzferrin rendszer alléljait tekintve (P<0,001).

Az albumin rendszerben a faktorok szazalékos megoszlasa teljesen eltérd
volt a két fajtaban. Mig a telivérben az AIB faktor volt kimutathato magasabb
aranyban (kézel 86%-ban), addig az tigetdben az AlA faktor dominalt 54%-ban.
E rendszert tekintve is szignifikans eltérést tapasztaltunk a két fajta kozott
(P<0,001).

A karboxilészteraz rendszer négy faktora kézil az F, az | és az S faktorok
jelentek meg. A rendszerre nézve gyenge szignifikans eltérést tudtunk kimutatni
a két fajta kozott (P<0,05). Az M faktor minkét fajtabél hianyzott, ugyanakkor az
| faktor dominalt a rendszeren belll mindkét esetben. Az S faktoron belll szigni-
fikans eltérést tapasztaltunk (P<0,01) a fajtak kozott, mivel az a telivéerben
1,31%-0s értékben, az Ugetd fajtaban 12%-os értékben jelent meg (3. tablazat).
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A legnagyobb hasonlosag a két fajta kozétt a GC rendszeren belill mutatkozott,
ahol a hasonlosagi index 97%-os volt (4. tablazat).

3. tablazat
A vizsgalt biokémiai rendszerek alléljai és azok gyakorisaga
Biokémiai rendszerek(1) | Fajtak(2) Allélok és frekvencidjuk(3)
D F1 F2 H (@) R
Transzferrin telivér(4) | 0,3158 0,2895 0,1447 0 0,1842 0,0658
tgets(5) 0,12 0 0,75 0 0,12 0,01
A . B
Albumin teliver(4) | 0,1447 | 0,8553
lgets(5) 0,54 0,46
F | M S
Karboxilészteraz telivér(4) | 0,1053 | 0,8816 0 0,0131
iget6(5) 0,18 0,70 0 0,12
F S
GC telivér(4)| 0,9868 | 0,0132
uigeté(5) | 0,97 0,03
F K S
Xk telivér(4) 0 1 0
ugeté(5) 0 0,98 0,02

Table 3.: Alleles and their frequency of biochemical systems
biochemical systems(1), breed(2), alleles and their frequencies(3), Thoroughbred(4), Trotter(5)

Mindkét fajtdban az F faktor dominalt, 97% feletti értékben (3. tablazat).
Szignifikdns eltérést azonban a két fajta kézott nem tapasztaitunk (P>0,05;
4. tablazat).

4. tablazat

A fajtak biokémiai rendszereinek statisztikai 0sszehasonlitasa khi-négyzet értékek alapjan

Biokémiai | A fajték statisztikai 6sszehasonlitasa allélenkénti mg;g::, :::,figijg??f:ek
rendszerek(1) ¥ -érték alapjan(2) .
. alapjan(3)
Transzferrin D F1 F2 H ) R
10,2** |33,1***163,3***| — |14NS | 41* | 746™ HI: 12%
Albumin ' A B
27,3+ 27,3** 27,3*** HI: 36%
Karboxilészteraz F l M S
1,9NS | 8,2** — 72" 10,1*** HI: 67%
Ge F S
0,05NS|0,05NS 0,05NS HI: 97%
Xk F K S
— | 1,6NS | 1,5NS 1,5NS HI: 83%

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, HI: a hasonlésag %-os értéke a két fajta k6zott khi-négyzet értékek
alapjan(4)

Table 4. Statistical comparison of breeds (biochemical systems)
biochemical systems(1), stafistical comparison of breeds on the basis of y*-value per allele(2),
comparison of breeds on the basis of xz-value between distributions(3), *P<0.05, **P<0.01,

***P<0.001, SI: similarity index(4)
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Az Xk rendszerben a K faktor értéke volt mindkét fajtaban a legmagasabb.
Ez a telivér fajtaban 100%-nak, az uget6 fajtaban 98%-nak bizonyult. Szignifi-
kans eltérést a fajtak koézott azonban ebben az esetben sem tapasztaltunk
(P>0,05; 4. tablazat).

EREDMENYEK ERTEKELESE

A telivérek vonatkozasaban tapasztalt eredményeink hasonloak voltak mas
szerz6k ugyanezen fajtaban talalt aliélgyakorisagra vonatkozé eredményeivel.
Munkank soran nem talaltuk meg a transzferrin rendszer M alléljat, amely jol
egyezett mas szerz6 medfigyeléseivel (Gahne, 1966).

Bowling és Clark (1985) a transzferrin-, az albumin-, a Gc-, az Xk-, valamint
az Es-rendszerben talalt faktorai hasonidak voltak eredményeinkhez (5. tabla-
zat). A két fajta kdzoétt az albumin rendszerben a faktorok szazalékos megosz-
ldsa teljesen eltérd volt. Mig a telivér fajtaban a B faktor jelent meg nagyobb

ertékben, addig az tgetében az A faktor.
5. tablazat

Biokémiai polimorf rendszerek vizsgalata telivér fajtakban (%)

Vizsgalt rendszerek(1) Bowling és Clark (1985) Sajat eredmények(2)
Transzferrin
D 32,0 31,58
F1 31,0 28,95
F2 15,5 14,47
(e} 55 18,42
R 13,5 . 6,58
Albumin
A 19,5 14,47
B 80,5 85,53
Karboxilészteraz
F 6 10,53
| 90,5 88,16
M — J—
S 35 1,31
GC
F 93,9 08,68
S 6,1 1,32
Xk
F 2 —_
K. 98 100
S p— —

Table 5.: Comparison of the results of biochemical polymorph systems in Thoroughbred (%)
analysed systems(1), our results(2)

A D vércsoporton belll vizsgalt allélok esetében a teliver fajtaban vizsgala-
taink soran is a ,dkl” és a ,cgm” allélokat talaltuk magasabb szazalékos értek-
ben. Bowling és Williams (1991) hasonloé eredményeket kapott a két fajta- vo-
natkozasaban.

A vércsoport vizsgalatok eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy mindkét
fajtat alacsony allélszam jellemzi. Egy-egy alléi frekvenciaja kiugréan magas
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volt, ami valdsziniileg annak készonhetd, hogy az allomanyok tenyészkancait
kevés ménnel fedezték, illetve, hogy a mének genetikai hattere nagyon hasonlé
volt. Ez arra enged kévetkeztetni, hogy a vizsgalt allomanyban hasznalt te-
nyésztés technoldgia, mind a fajtan, mind az allomanyon beliil egyre nagyobb
beltenyésztettséget eredményez.
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