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P olis h  K o ni k r e m ai ns o n e of t h e  m ost i m p ort a nt h ors e br e e ds i n P ol a n d.

T h e pri miti v e, n ati v e h ors es  wit h a st o c k y b o d y a n d  m o us e-li k e c o at c ol or ar e

pr ot e ct e d b y a c o ns er v ati o n pr o gr a m,  w hil e t h eir P olis h p o p ul ati o n c o nsists of a b o ut

3, 4 8 0 i n di vi d u als, r e pr es e nti n g 1 6 d a m a n d si x sir e li n es.  T o d e fi n e t h e p o p ul ati o n ’s

g e n eti c str u ct ur e,  mit o c h o n dri al  D N A a n d  Y c hr o m os o m e s e q u e n c e v ari a bl es  w er e

i d e ntifi e d.  T h e  mt D N A  w h ol e h y p er v ari a bl e r e gi o n a n al ysis  w as c arri e d o ut usi n g t h e

S a n g er s e q u e n ci n g  m et h o d o n 2 3 3 P olis h  K o ni ks b el o n gi n g t o all d a m li n es,  w hil e t h e

Y c hr o m os o m e a n al ysis  w as p erf or m e d  wit h t h e c o m p etiti v e all el e-s p e ci fi c P C R

g e n ot y pi n g  m et h o d o n 3 6 h ors es b el o n gi n g t o all sir e li n es.  T h e a n al ysis of t h e

mt D N A h y p er v ari a bl e r e gi o n d et e ct e d 4 7 S N Ps,  w hi c h assi g n e d all t est e d h ors es t o

4 3 h a pl ot y p es.  M ost d a m li n es pr es e nt e d  m or e t h a n o n e h a pl ot y p e; h o w e v er, fi v e

d a m li n es  w er e r e pr es e nt e d b y o nl y o n e h a pl ot y p e.  T h e h a pl ot y p es  w er e cl assi fi e d

i nt o si x ( A, B, E, J,  G,  R) r e c o g ni z e d  mt D N A h a pl o gr o u ps,  wit h  m ost h ors es

b el o n gi n g t o h a pl o gr o u p  A, c o m m o n a m o n g  Asi a n h ors e p o p ul ati o ns.  Y

c hr o m os o m e a n al ysis all o c at e d P olis h  K o ni ks i n t h e  Cr o w n gr o u p, c o n d e nsi n g all

m o d er n h ors e br e e ds, a n d di vi d e d t h e m i nt o t hr e e h a pl ot y p es cl ust eri n g  wit h

c ol d bl o o d br e e ds ( 2 8 h ors es),  w ar m bl o o d br e e ds (t w o h ors es), a n d  D u el m e n er P o n y

(si x h ors es).  T h e cl ust eri n g of all  Wi c e k sir e li n e st alli o ns  wit h  D u el m e n er h ors es  m a y

s u g g est a hist ori c al r el ati o ns hi p b et w e e n t h e br e e ds.  A d diti o n all y, b ot h  mt D N A a n d

Y c hr o m os o m e s e q u e n c e v ari a bilit y r es ults i n di c at e cr oss br e e di n g b ef or e t h e

st u d b o o ks cl os ur e or irr e g ul ariti es i n t h e p e di gr e es o c c urr e d b ef or e t h e  D N A t esti n g

i ntr o d u cti o n.
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I N T R O D U C TI O N
P olis h  K o ni k ( P olis h Pri miti v e  H ors e; Fi g. 1 ) is o n e of t h e  m ost i m p ort a nt n ati v e h ors e

br e e ds of P ol a n d.  T h e P olis h  K o ni k h ors e, li k e  m a n y ot h er pri miti v e br e e ds, pr es e nts tr aits

s u c h as g o o d h e alt h a n d hi g h f ertilit y, r esili e n c e, a n d a d a pt a bilit y t o lif e i n f or est c o n diti o ns

(H e n dric ks, 2 0 0 7 ; D o b os z e ws ki et al., 2 0 1 7 ). Its b o d y is str o n g a n d st o c k y,  wit h a pri miti v e

m o us e- gr e y c o at c ol or a n d c h ar a ct eristi c bl a c k stri p e al o n g t h e b a c k ( J a nc z ar e k, Pl ut a  &

P as z k o ws k a, 2 0 1 7 ).  T h e P olis h  K o ni ks ar e g o o d  w or ki n g h ors es a n d ar e es p e ci all y v al u e d

i n g ar d e ni n g f ar ms (H e n dric ks, 2 0 0 7 ),  w h er e t h e b e n efi ci al eff e cts of gr a zi n g h a v e b e e n

pr o v e n f or pl a nts a n d r ar e bir d p o p ul ati o ns ( D o b os z e ws ki et al., 2 0 1 7 ).  T h e y als o t a k e a

p art i n n at ur e c o ns er v ati o n b ei n g us e d f or r e wil di n g pr o c ess es a n d h a bit at pr ot e cti o n

(R e k e, Z ari n a  &  Vi n o gr a d o vs, 2 0 1 9 ).  O n t h e ot h er h a n d, d u e t o its g e ntl e n ess a n d d o cilit y,

t his br e e d is als o us e d f or ri di n g (H e n dric ks, 2 0 0 7 ).  T h a n ks t o its a d v a nt a g es, P olis h  K o ni k

st u ds c a n b e f o u n d n ot o nl y i n P ol a n d b ut als o a br o a d, u n d er st a bl e a n d r es er v e

m a n a g e m e nt or us e d as r e cr e ati o n al  m o u nts i n c o u ntri es s u c h as t h e  N et h erl a n ds,

G er m a n y, L at vi a, B el gi u m, a n d t h e  U K ( G or ec k a- Br u z d a et al., 2 0 2 0 ).

P olis h  K o ni k h ors es ar e br e d i n tr a diti o n al st u ds a n d s e mi-f er al/fr e e-r o a mi n g gr o u ps

li k e i n t h e f or est s a n ct u ar y of P o pi el n o  R es e ar c h St ati o n ( P ol a n d) a n d ar e c o nsi d er e d a

v al u a bl e g e n o mi c r es o ur c e ( G or ec k a- Br u z d a et al., 2 0 2 0 ; W olc  & B ali ns k a, 2 0 1 0 ).  Alt h o u g h

t h e p o p ul ati o n h as i n cr e as e d i n r e c e nt y e ars, it is still li mit e d.  D u e t o t h eir l o w c e ns us

p o p ul ati o n si z e, g e n eti c r es o ur c e c o ns er v ati o n pr o gr a ms ar e est a blis h e d t o  m ai nt ai n

p o p ul ati o n si z e, g e n eti c di v ersit y, a n d pr es er v e t his e n d a n g er e d br e e d ( J a w ors ki  &

T o mc z y k- Wr o n a, 2 0 1 9 ; P asic k a, 2 0 1 3 ).

D es pit e t h e i m p ort a n c e of t his n ati v e br e e d, t h e ori gi n of t h e P olis h  K o ni k h as n ot b e e n

cl e arl y e x pl ai n e d s o f ar.  T h e  m ost c o m m o n t h e or y ass u m es t h at P olis h  K o ni ks ar e t h e

dir e ct d es c e n d e nt of t h e E ur o p e a n  wil d h ors e — t h e  T ar p a n, a s p e ci es t h at i n h a bit e d t h e

f or ests of E ur o p e a n d b e c a m e e xti n ct i n t h e 1 9t h c e nt ur y (P asic k a, 2 0 1 3 ).  H o w e v er, i n

r e c e nt y e ars, t h e dir e ct d es c e nt of t h e P olis h  K o ni k fr o m t h e  T ar p a n h as b e e n hi g hl y

d e b at e d. L o v as z, F a g es  &  A mr h ei n ( 2 0 2 1) s u g g est t h at it is a  m a n m a d e  m yt h t h at hi n d ers

eff e cti v e br e e d c o ns er v ati o n  m a n a g e m e nt.  R e c e nt a d v a n c es i n t h e fi el d of a n ci e nt  D N A

a n al ysis s h o w e d t h at t h e  T ar p a n, r ef err e d t o as t h e l ast  wil d h ors e,  w as als o a r e pr es e nt ati v e

of a cl ust er of d o m esti c h ors es t h at s pr e a d fr o m 2, 2 0 0 B C o n w ar ds t o t h e s e c o n d

mill e n ni u m B C, a n d  w er e a s o ur c e of  m o d er n h ors es.  T h e r es ults s h att er e d t h e c o m m o n

h y p ot h esis of  T ar p a ns as t h e  wil d a n c est ors of  m o d er n h ors es or h y bri ds  wit h Pr z e w als ki

h ors es ( Li br a d o et al., 2 0 2 1 ),  m a ki n g t h e u n c o v eri n g of P olis h  K o ni k ori gi n a n i m p ort a nt

a n d dif fi c ult c h all e n g e t o s ol v e.

Alt h o u g h a c e nt ur y h as p ass e d si n c e t h e P olis h  K o ni k b e g a n t o b e t h e o bj e ct of i nt er est

of r es e ar c h ers, t h er e is still n o cl e ar i nf or m ati o n a b o ut t h e ori gi n of t h e br e e d.  T h e fi rst

r es e ar c h c o n d u ct e d o n t h e P olis h  K o ni ks  w as c arri e d o ut i n 1 9 1 4 a n d s u g g est e d t h e

pr es e n c e of pri miti v e h ors es, r es e m bli n g  T ar p a ns, n e ar t h e cit y of Bi łg or aj ( L u bli n

V oi v o d es hi p, P ol a n d). I n t h e 1 9 2 0s, t h e n a m e “ P olis h  K o ni k ” w as i ntr o d u c e d i nt o

lit er at ur e b y Pr of.  T a d e us z  V et ul a ni,  w h o pl a y e d a n o utst a n di n g r ol e i n st arti n g t h e st u d
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br e e di n g of h ors es.  T h e hist or y of br e e di n g d at es b a c k t o 1 9 2 3,  w h e n P olis h  K o ni ks  w er e

pl a c e d i n t h e J a n ó w P o dl as ki st u d, a n d t h e f oll o wi n g y e ars s a w t h e o p e ni n g of s e v er al n e w

st u ds.  U nf ort u n at el y, t h e pr o gr ess i n br e e di n g  w as i nt err u pt e d b y  W orl d  W ar II,  w h e n

m ost of t h e P olis h  K o ni ks  w er e t a k e n t o  G er m a n y or  w er e l ost ( T o mc z y k- Wr o n a, 2 0 2 2 ).

Aft er t h e e n d of t h e  w ar, pl e nt y of eff orts  w er e  m a d e t o r est or e t h e p o p ul ati o n of P olis h

K o ni ks a n d r es u m e t h eir br e e di n g; h o w e v er,  m ost of t h e h ors es di d n ot h a v e d o c u m e nt e d

ori gi ns.  T h e s u p er visi o n of t h e P olis h  K o ni ks br e e di n g l e d t o t h e p u bli c ati o n of t h e fi rst

“ St u d b o o k of P olis h  K o ni ks ” i n 1 9 6 2, a n d i n 1 9 8 4 t h e st u d b o o ks b e c a m e cl os e d,  w hi c h

eli mi n at e d t h e p ossi bilit y of cr ossi n g  wit h i n di vi d u als of ot h er h ors e br e e ds, a n d br e e di n g

is c o n d u ct e d i n a p ur e br e e d (M ac k o ws ki et al., 2 0 1 5 ; T o mc z y k- Wr o n a, 2 0 2 2 ).

T h e c urr e nt p o p ul ati o n of t h e P olis h  K o ni k r e gist er e d i n t h e st u d b o o k ( d at a f or 2 0 2 2)

c o nsists of ~ 3, 4 8 0 i n di vi d u als: ~ 1, 7 6 0  m ar es, 1 8 3 st alli o ns, a n d ~ 1, 5 4 0 f o als.  O v er t h e l ast

1 5 y e ars, t h e n u m b er of st alli o ns h as n ot c h a n g e d si g ni fi c a ntl y; a sli g ht i n cr e as e i n t h eir

n u m b ers  w as n ot e d at t h e b e gi n ni n g of t h e 2 1 st c e nt ur y. I n t h e c as e of P olis h  K o ni k  m ar es,

t h e n u m b er of h ors es h as d o u bl e d si n c e 2 0 1 0 a n d h as al m ost q u a dr u pl e d si n c e 2 0 0 5 d u e t o

t h e br e e di n g a p pr o a c h a n d s u bsi di es gr a nt e d  m ai nl y f or br e e di n g  m ar es (P olis h  H ors e

Br e e d ers  Ass oci ati o n, 2 0 2 2 ).  All P olis h  K o ni ks c o m e fr o m 3 5 f e m al e li n es, of  w hi c h 1 9

b e c a m e e xti n ct a n d o nl y 1 6 ar e c urr e ntl y a cti v e: Lili p ut k a I ( 1 9 2 0),  K ar ol k a ( 1 9 3 3),  Z a z a

( 1 9 3 3),  Urs z ul k a ( 1 9 3 4),  T ar p a n k a I ( 1 9 3 7),  Tr as z k a ( u n k n o w n),  T u n g us k a ( 1 9 4 9),

Fi g u r e 1 P olis h  K o ni k i n  R o zt o c z a ns ki  N ati o n al  P a r k,  P ol a n d ( p h ot o c r e dit:  A d ri a n n a  M usi a ł).
F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9/ fi g- 1

M u si a ł et al. ( 2 0 2 4), P e er J ,  D OI 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9 3/ 2 2

http://dx.doi.org/10.7717/peerj.17549/fig-1
http://dx.doi.org/10.7717/peerj.17549
https://peerj.com/


T y gr ys k a ( 1 9 2 8), P o pi eli c a ( 1 9 3 7),  W ol a ( 1 9 4 3), Bi a łk a ( 1 9 4 4), P o n ę t n a ( 1 9 4 6),

Misi a II ( 1 9 4 8),  D zi n a I ( u n k n o w n), B o n a ( 1 9 5 4), a n d  G e n e z a ( 1 9 6 5); ( J a w ors ki, 1 9 9 7).

T h e fi rst s e v e n li n es s h o w e d a cl e ar pr o gr essi o n i n t h e l ast y e ars,  w hil e t h e r e m ai ni n g

li n es s h o w o nl y sli g ht pr o gr essi o n or st a g n ati o n.  H ors es b el o n gi n g t o t h e t hr e e  m ost

n u m er o us d a m li n es ( Tr as z k a,  T ar p a n k a I, a n d  Z a z a)  m a k e u p  m or e t h a n h alf of all t h e

i n di vi d u als.  D u e t o t h e p ersist e nt st at e of st a g n ati o n, t h e li n es ori gi n ati n g fr o m t h e

m ar es B o n a, P o n ę t n a,  Misi a II,  G e n e z a, a n d Bi ałk a ar e t hr e at e n e d  wit h e xti n cti o n.  T h e

P olis h  K o ni k  m al es ar e disti n g uis h e d i nt o si x li n es,  w hi c h  w er e f o u n d e d b y t h e

st alli o ns:  C h o c hli k ( 1 9 4 0),  G or aj ( 1 9 3 5),  Gl ejt I ( 1 9 4 4),  Wi c e k ( < 1 9 3 0), Lili p ut ( 1 9 1 8),

a n d  M ys z a k ( 1 9 3 7), of  w hi c h t h e Lili p ut a n d  Gl ejt I li n es ar e t h e l e ast n u m er o us

(T o mc z y k- Wr o n a, 2 0 2 2 ).

R e c e ntl y,  mit o c h o n dri al  D N A a n d  Y c hr o m os o m e di v ersit y st u di es usi n g Si n gl e

N u cl e oti d e P ol y m or p his m ( S N P) h a v e st art e d t o pl a y a n i n cr e asi n g r ol e i n p o p ul ati o n

g e n eti cs i n cl u di n g h ors e g e n eti cs.  T h e g e n eti c i nf or m ati o n is tr a ns mitt e d as a si n gl e

h a pl ot y p e ( H T) bl o c k,  w hi c h  mirr ors d a m a n d sir e li n e hist or y.  T h us,  w e c a n e asil y d et e ct

p e di gr e e i n c o n gr u e n c es si n c e all i n di vi d u als fr o m a c ert ai n li n e (sir e or d a m) s h o ul d h a v e

t h e s a m e h a pl ot y p e (H utc his o n et al., 1 9 7 4 ; Li u, 2 0 1 0 ).

T h e p ol y m or p his ms pr es e nt i n t h e  mit o c h o n dri al  D N A  D-l o o p s e q u e n c e  m a d e it

p ossi bl e t o disti n g uis h t h e d a m li n es a n d i d e ntif y t h e g e n eti c di v ersit y, as  w ell as  m at er n al

a n c estr y a n d r el ati o ns hi ps, i n  m a n y diff er e nt h ors e br e e ds, li k e  Ar a bi a n h ors es ( K h a ns h o ur

&  C ot hr a n, 2 0 1 3 ),  T h or o u g h br e ds (Y o o n et al., 2 0 1 8 ),  Cl e v el a n d B a y h ors es (D ell et al.,

2 0 2 0 ),  Ti b et a n h ors es (Y a n g et al., 2 0 1 8 ),  H olst ei n h ors es (E n g el et al., 2 0 2 1 ), P olis h  Dr aft

h ors es ( M y ćk a et al., 2 0 2 2 ), or  H u c ul h ors es (C z er n e k o v á,  K ott  &  M aj zlí k, 2 0 1 3 ).  T h e p art

of t h e  mit o c h o n dri al  D N A us e d i n  m ost di v ersit y r es e ar c h is h y p er v ari a bl e r e gi o n 1

( H V R 1), l o c ali z e d i n t h e  D-l o o p. Si n c e t h e e arl y 2 0 0 0s, si n gl e i n di vi d u als of P olis h  K o ni k

h a v e st art e d t o b e i n cl u d e d i n  m ulti- br e e d st u di es of  mt D N A v ari ati o n ( C ot hr a n, J ur as  &

M acij a us ki e n e, 2 0 0 5 ; K us z a et al., 2 0 1 3 ; Ci e śl a k et al., 2 0 1 7).  H o w e v er, a c o m pl et e a n al ysis

of all pr es e nt P olis h  K o ni k d a m li n es h as n ot b e e n p erf or m e d s o f ar.

R e g ar di n g p at er n al a n c estr y, t h e r es e ar c h ers f o c us o n t h e  Y c hr o m os o m e  m al e-s p e ci fi c

r e gi o n ( M S Y),  w hi c h is i n h erit e d  wit h o ut r e c o m bi n ati o n fr o m f at h ers t o s o ns ( J o bli n g  &

T yl er- S mit h, 2 0 1 7 ) a n d all o ws tr a ci n g t h e sir e li n es (F el k el et al., 2 0 1 9 ; R a d o vic et al., 2 0 2 1 ).

Pr e vi o us eff orts est a blis h e d t h e p ossi bilit y of e x pl oiti n g t h e v ari ati o n pr es e nt i n t h e  M S Y

r e gi o n t o i d e ntif y t h e di v ersit y of sir e li n es as  w ell as ill ustr at e  m al e li n e a g es ’ d e m o gr a p hi c

hist or y ( e. g ., R e m er et al., 2 0 2 2 ).  C urr e ntl y,  M S Y v ari ati o n ( > 3, 0 0 0 v ari a nts) gr o u ps

m o d er n d o m esti c at e d st alli o ns t est e d s o f ar i nt o o n e 1, 5 0 0- y e ar- ol d h a pl o gr o u p – t h e

Cr o w n ( d a C).  O nl y a h a n df ul of r e m ot e h ors e br e e ds c arr y h a pl ot y p es b e y o n d t h e  Cr o w n

(B o zl a k et al., 2 0 2 3 ; F el k el et al., 2 0 1 8 ), cl assifi e d as  N o n  Cr o w n.

H er e,  w e i n v esti g at e t h e c urr e nt g e n eti c di v ersit y of P olis h  K o ni k  m at er n al a n d p at er n al

li n es usi n g u ni p ar e nt al  m ar k ers.  T h e ai m of t his r es e ar c h  w as t h e i n v esti g ati o n of t h e

P olis h  K o ni k p o p ul ati o n str u ct ur e i n t er ms of d a m a n d sir e li n es, b as e d o n t h e a n al ysis of

t h e  mt D N A  w h ol e  D-l o o p s e q u e n c e as  w ell as t h e a n al ysis of s el e ct e d  Y c hr o m os o m al

m ar k ers.
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M A T E RI A L S  A N D  M E T H O D S

F o u n d er li n e s s a m pli n g

T h e v ari a bilit y of  mit o c h o n dri al  D N A  D-l o o p s e q u e n c e  w as e x a mi n e d i n 2 3 3 P olis h

K o ni ks b el o n gi n g t o all 1 6 d a m f o u n di n g li n es: Bi a łk a ( ni n e i n di vi d u als),  D zi n a I ( 1 4),

G e n e z a (si x),  K ar ol k a ( 1 7), Lili p ut k a I ( 1 9),  Misi a II (si x), P o n ę t n a ( 1 0), P o pi eli c a ( 1 1),

T ar p a n k a I ( 2 0),  Tr as z k a ( 4 4),  T u n g us k a ( 1 3),  T y gr ys k a (s e v e n),  Urs z ul k a ( 2 2),  W ol a ( 1 1),

Z a z a ( 2 1), a n d B o n a (t hr e e).  T h e n u m b er of a n al ys e d h ors es c o nstit ut e d a p pr o xi m at el y

7. 3 % of t h e t ot al a cti v e P olis h  K o ni k p o p ul ati o n, a n d t h e s h ar e of i n di vi d u al d a m li n es

i n cl u d e d i n t h e r es e ar c h  w as als o pr o p orti o n al t o t h e t ot al n u m b er of h ors es b el o n gi n g t o

e a c h d a m li n e.  M S Y v ari a bilit y  w as a n al ys e d i n 3 6 st alli o ns s el e ct e d fr o m t h e i n di vi d u als

a b o v e a n d b el o n g e d t o all si x sir e f o u n di n g li n es:  G or aj (si x i n di vi d u als), Lili p ut (si x),

Wi c e k (si x),  Gl ejt I (si x),  C h o c hli k (si x), a n d  M ys z a k (si x).  T h e li n es  w er e assi g n e d t o t h e

h ors es b as e d o n p e di gr e e d at a, a n d all a n al ys e d a ni m als  w er e a v ail a bl e i n t h e p e di gr e e

d at a b as e of t h e P olis h  H ors e Br e e d ers  Ass o ci ati o n.  T h e  m at eri al us e d i n t his st u d y  w er e

h air f olli cl es a n d bl o o d s a m pl es t h at c a m e fr o m a g e n eti c  m at eri al b a n k of t h e  N ati o n al

R es e ar c h I nstit ut e of  A ni m al Pr o d u cti o n, P ol a n d.

D N A i s ol ati o n

T h e  D N A e xtr a cti o n  w as  m a d e usi n g t h e S h erl o c k  A X kit ( A & A Bi ot e c h n ol o g y,  G d a ns k,

P ol a n d) a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er ’s pr ot o c ol, a n d  D N A q u alit y  w as d et er mi n e d b y

c h e c ki n g c o n c e ntr ati o n a n d p urit y o n t h e  N a n o Dr o p 2 0 0 0 s p e ctr o p h ot o m et er ( T h er m o

Fis h er S ci e nti fi c,  W alt h a m,  M A,  U S A).  D N A s a m pl es  wit h c o n c e ntr ati o n > 4 0 n g/ µl a n d

p urit y ( A 2 6 0/ A 2 8 0) b et w e e n 1. 8 – 2. 0  w er e q u ali fi e d f or t h e n e xt st e ps a n d st or e d at − 2 0 C.

Mit o c h o n dri al  D N A a n al y si s

F or t h e a m pli fi c ati o n of t h e  mit o c h o n dri al  D N A  D-l o o p h y p er v ari a bl e r e gi o n 1 a n d

h y p er v ari a bl e r e gi o n 2, t hr e e p airs of pri m ers  w er e d esi g n e d b as e d o n t h e  G e n B a n k E q u us

c a b all us r ef er e n c e s e q u e n c e: N C _ 0 0 1 6 4 0 (T a bl e 1 ). P C R pr o d u cts c o v er e d a t ot al r e gi o n of

1, 0 6 2 b p.  A m pli fi c ati o n  w as p erf or m e d o n all 2 3 3 i n di vi d u als usi n g t h e P h a nt a  R e a d y  Mi x

( V a z y m e Bi ot e c h,  N a nji n g,  C hi n a) a c c or di n g t o t h e i nstr u cti o ns.  T o c h e c k t h e s p e ci fi cit y of

t h e o bt ai n e d pr o d u cts, t h e s e p ar ati o n o n t h e 3 % a g ar os e g el  wit h t h e et hi di u m br o mi d e

a d diti o n, al o n g  wit h a  D N A l e n gt h  m ar k er – M ar k er 1 1 0 0 – 1, 0 0 0 b p ( A & A Bi ot e c h n ol o g y,

G d a ns k, P ol a n d),  w as p erf or m e d ( 1 2 0  V, 3 0  mi n.). P C R pr o d u cts  w er e cl e a n e d fr o m

pri m ers a n d fr e e n u cl e oti d es  wit h t h e e n z y m ati c  m et h o d usi n g t h e E P Pi C F ast r e a g e nt

( A & A Bi ot e c h n ol o g y,  G d ans k, P ol a n d) a n d us e d as a t e m pl at e f or s e q u e n ci n g b y t h e

S a n g er  m et h o d.  T h e P C R f or t h e s e q u e n ci n g r e a cti o n  w as p erf or m e d o n 2 3 3 i n di vi d u als

f or e a c h a m pli c o n ( 6 9 9 s a m pl es i n t ot al)  wit h t h e Bi g D y e  T er mi n at or v 3. 1  C y cl e

S e q u e n ci n g  Kit ( T h er m o Fis h er S ci e nti fi c,  W alt h a m,  M A,  U S A) a c c or di n g t o t h e

i nstr u cti o ns, a n d t h e pr o d u cts  w er e r e p urifi e d  wit h t h e Bi g D y e  X T er mi n at or P uri fi c ati o n

Kit ( T h er m o Fis h er S ci e nti fi c,  W alt h a m,  M A,  U S A) a c c or di n g t o t h e pr ot o c ol.  T h e

c a pill ar y el e ctr o p h or esis  w as p erf or m e d o n 3 5 0 0 x L  G e n eti c  A n al y z er ( T h er m o Fis h er

S ci e nti fi c,  A p pli e d Bi os yst e ms, F ost er  Cit y,  C A,  U S A) usi n g P O P- 7 T M P ol y m er f or 3 5 0 0/

3 5 0 0 x L ( T h er m o Fis h er S ci e nti fi c,  A p pli e d Bi os yst e ms, F ost er  Cit y,  C A,  U S A).  T h e r es ults

M u si a ł et al. ( 2 0 2 4), P e er J ,  D OI 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9 5/ 2 2

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001640
http://dx.doi.org/10.7717/peerj.17549
https://peerj.com/


i n t h e f or m of c hr o m at o gr a ms  w er e a n al ys e d usi n g B L A S T (Altsc h ul et al., 1 9 9 0 ), Fi n c h T V

1. 3. 0 ( G e os pi z a, I n c., S e attl e,  W A,  U S A),  D n a S P 5. 1 0. 0 1 ( Li br a d o  &  R o z as, 2 0 0 9 ), a n d

V ari a nt  A n al ysis a p pli c ati o n ( T h er m o Fis h er S ci e nti fi c  Cl o u d,  W alt h a m,  M A,  U S A) a n d

c o m p ar e d  wit h a  G e n B a n k r ef er e n c e s e q u e n c e N C _ 0 0 1 6 4 0 .

T h e S N Ps  m a d e it p ossi bl e t o i d e ntif y i n di vi d u al h a pl ot y p es a n d all t h e s e q u e n c es  w er e

s u bj e ct e d t o p h yl o g e n eti c a n al ysis.  T h e p h yl o g e n eti c tr e e ill ustr ati n g t h e v ari a bilit y of

a n al ys e d  mit o c h o n dri al  D N A fr a g m e nts  w as c o nstr u ct e d usi n g  M e g a 1 1. 0. 1 3 s oft w ar e

(T a m ur a, St ec h er  &  K u m ar, 2 0 2 1 ) a n d i T O L 6. 8. 1 (L et u nic  & B or k, 2 0 2 1 )  wit h t h e

n ei g h b or-j oi ni n g  m et h o d ( S ait o u  &  N ei, 1 9 8 7 ), i n cl u di n g 1, 0 0 0 b o otstr a p r e pli c ati o ns.

T o vis u ali z e t h e c o n n e cti o ns b et w e e n all  mt D N A  H Ts of P olis h  K o ni ks, t h e

m e di a n-j oi ni n g n et w or k ( B a n d elt, F orst er  &  R ö hl, 1 9 9 9 )  w as c o nstr u ct e d i n t h e P o p A R T

p h yl o g e n eti c s oft w ar e ( htt ps:// p o p art. m at hs. ot a g o. a c. n z/ , a c c ess e d S e pt e m b er 2 0 2 3).

H a pl ot y p es f o u n d  wit hi n t h e st u di e d P olis h  K o ni k p o p ul ati o n  w er e c o m p ar e d  wit h

s e q u e n c es st or e d i n t h e  G e n B a n k d at a b as e usi n g B L A S T ( Altsc h ul et al., 1 9 9 0 ), a n d t h e

si mil ariti es b et w e e n P olis h  K o ni k p o p ul ati o n  H Ts  wit h ot h er br e e ds h a v e b e e n d es cri b e d.

T h e s e q u e n c es r e pr es e nti n g h a pl o gr o u ps p u blis h e d b y Ac hilli et al. ( 2 0 1 2) w er e f o u n d

a m o n g t h e B L A S T r es ults.  T h e s e q u e n c e  wit h t h e hi g h est si mil arit y p er c e nt a g e  w as

s el e ct e d, a n d its h a pl o gr o u p  w as c h e c k e d t o c at e g ori z e t h e i d e nti fi e d P olis h  K o ni k

h a pl ot y p es i nt o t h e h a pl o gr o u ps.

Y c hr o m o s o m e a n al y si s

Y c hr o m os o m al h a pl ot y p es  w er e d et er mi n e d f or 3 6 P olis h  K o ni ks, r e pr es e nti n g all si x

f o u n di n g sir e li n es. F or h a pl ot y pi n g, a d o w ns c al e d h a pl ot y p e str u ct ur e of t h e  m ost r e c e nt

h ors e  Y p h yl o g e n y  w as c o nstr u ct e d ( B o zl a k et al., 2 0 2 3 ) b as e d o n 1 1 4 s el e ct e d v ari a nts ( 9 2

i n t h e  Cr o w n a n d 2 2  N o n- Cr o w n, s e e T a bl e S 1 ) t h at d et er mi n e 1 1 5  H Ts. I n a hi er ar c hi c al

m a n n er ( as d es cri b e d b y R e m er et al. ( 2 0 2 2) ), all eli c st at es of v ari a nts i n t h e d o w ns c al e d

h a pl ot y p e str u ct ur e  w er e d et er mi n e d vi a t h e c o m p etiti v e all el e-s p e cifi c P C R ( K A S P T M ,

w w w.l g c gr o u p. c o m ) g e n ot y pi n g  m et h o d u n d er t h e st a n d ar d  K A S PT M g e n ot y pi n g pr ot o c ol

(l g c gr o u p. c o m).  T h e a n al ysis  w as p erf or m e d o n a  C F X 9 6  T o u c h Bi o R a d  R e al- Ti m e P C R

m a c hi n e. I n a d diti o n t o P olis h  K o ni k s a m pl es, e a c h r e a cti o n i n cl u d e d t w o p ositi v e c o ntr ols

wit h k n o w n all eli c st at es a n d t w o n e g ati v e c o ntr ols, i n cl u di n g f e m al e  D N A a n d  w at er.

I n t w o i n di vi d u als, t h e t etr a n u cl e oti d e  mi cr os at ellit e f B V B ( G A T A 1 4/ G A T A 1 5)  w as

s cr e e n e d f oll o wi n g F el k el et al. ( 2 0 1 9) a n d R e m er et al. ( 2 0 2 2) .

T a bl e 1 P ri m e r s e q u e n c es a n d l e n gt h of t h e a m pli c o ns.

P ri m e r S e q u e n c es ( 5 ′→ 3 ′) L e n gt h ( b p)

a m p 1 F:  A A C G T T T C C T C C C A A G G A C T
R:  G T A G T T G G G A G G G T T G C T G A

3 9 7

a m p 2 F:  A C C C C A T C C A A G T C A A A T C A
R:  C A G G T G C A C T T G T T T C C T A T G

4 6 2

a m p 3 F:  A C C T A C C C G C G C A G T A A G C A A
R:  A C G G G G G A A G A A G G G T T G A C A

3 0 6
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R a w d at a  w er e a n al ys e d  wit h Bi o- R a d  C F X  M a n a g er 3. 1 s oft w ar e ( Bi o R a d).  T h e all eli c

st at es of all t est e d v ari a nts  w er e c at e n at e d,  w hil e t h e all eli c st at es of v ari a nts t h at  w er e n ot

t est e d  w er e i m p ut e d a c c or di n g t o t h e p u blis h e d  H T str u ct ur e (B o zl a k et al., 2 0 2 3 , s e e

T a bl e S 2 ). F or vis u ali z ati o n, a  m e di a n-j oi ni n g h a pl ot y p e n et w or k  w as c o nstr u ct e d  wit h t h e

pr o gr a m  N et w or k 1 0. 2 ( B a n d elt, F orst er  &  R ö hl, 1 9 9 9 ), a n d t h e o ut p ut  w as r e dr a w n as a

h a pl ot y p e fr e q u e n c y pl ot  wit h  C a n v a Pr o ( C a n v a, htt ps:// w w w. c a n v a. c o m/ pr o/ , a c c ess e d

A u g ust 2 0 2 3).

R E S U L T S

Mit o c h o n dri al  D N A v ari a bilit y

T h e  w h ol e  mit o c h o n dri al  D N A h y p er v ari a bl e r e gi o n 1 a n d h y p er v ari a bl e r e gi o n 2

s e q u e n c es  w er e d et er mi n e d i n 2 3 3 P olis h  K o ni k h ors es usi n g S a n g er s e q u e n ci n g of t hr e e

P C R pr o d u cts ( T a bl e S 3 ).  T h e ali g n m e nt of t hr e e S a n g er s e q u e n ci n g pr o d u cts r e v e al e d t h e

e ntir e  mit o c h o n dri al  D N A h y p er v ari a bl e r e gi o n f or e a c h h ors e, all o wi n g c o m p aris o n  wit h

a p u bli cl y a v ail a bl e r ef er e n c e s e q u e n c e ( N C _ 0 0 1 6 4 0 ) a n d b et w e e n all s a m pl es.  C utti n g t h e

o bt ai n e d s e q u e n c es fr o m t h e l o c ati o n of t h e fi rst i d e ntifi e d S N P ( 1 5, 5 4 2 b p) t o t h e l ast o n e

( 1 6, 6 1 1 b p) l e d t o t h e r e c ei vi n g of 1, 0 7 0 b p fr a g m e nts,  w h os e a n al ysis d et e ct e d 4 7 v ari a bl e

sit es.  T h e a n al ysis i n  D n a S P i n di c at e d a n u cl e oti d e di v ersit y r es ult of 0. 0 1 0, a n d t h e a v er a g e

n u m b er of n u cl e oti d e diff er e n c es of 1 1. 1 0 4.  T h e 4 3  mt D N A  H Ts  w er e d e fi n e d i n P olis h

K o ni k s a m pl es a n d r e p ort e d t o t h e  G e n B a n k d at a b as e,  w h er e r e c ei v e d a c c essi o n n u m b ers

O R 8 2 7 1 0 3 – O R 8 2 7 1 4 5 (T a bl e 2 ).  T h e h a pl ot y p e di v ersit y a m o u nt e d t o 0. 9 6.

A m o n g t h e c o nsi d er e d d a m li n es, 1 1 of 1 6 li n es pr es e nt e d  m or e t h a n o n e  H T ( T a bl e 2 ).

T h e e x c e pti o ns  w er e Bi a łk a, B o n a,  D zi n a I, P o pi eli c a, a n d  T u n g us k a  m at er n al li n es, i n

w hi c h all e x a mi n e d i n di vi d u als pr es e nt e d t h e s a m e, u ni q u e h a pl ot y p e.  O n t h e ot h er h a n d,

i n b ot h  Tr as z k a a n d  Z a z a li n es, t h er e  w er e si x diff er e nt  H Ts. S o m e of t h e h a pl ot y p es  w er e

r e c o g ni z e d i n t w o diff er e nt li n es:  H T 9 i n  K ar ol k a a n d P o n ę t n a li n es,  H T 3 3 i n  T y gr ys k a

a n d  Z a z a,  H T 6 i n  K ar ol k a a n d Lili p ut k a I,  H T 2 0 i n  T ar p a n k a I a n d  Z a z a, a n d  H T 1 9 i n

T ar p a n k a I a n d P o pi eli c a.  C o m p ar e d t o t h e r ef er e n c e s e q u e n c e, t h e  m ost n u cl e oti d e

diff er e n c es  w er e f o u n d i n  H T 1 8 ( P o n ę t n a) a n d  H T 3 9 ( W ol a)  H Ts– 2 2 S N Ps.  O nl y o n e

n u cl e oti d e diff er e n c e fr o m t h e r ef er e n c e s e q u e n c e  w as f o u n d i n  H T 2 2 ( T ar p a n k a) a n d

H T 3 0 ( T u n g us k a)  H Ts.  O ut of 4 7 d et e ct e d S N P p ositi o ns, t h er e  w as o n e i ns erti o n p ositi o n

( g. 1 6 5 5 7 _ 1 6 5 5 8i ns C), o n e tr a ns v ersi o n p ositi o n ( g. 1 6 5 4 3  T >  A), o n e p ositi o n  wit h b ot h

tr a ns v ersi o n a n d tr a nsiti o n ( g. 1 5 7 7 6  T >  C,  T >  G; Fi g. 2 ), a n d tr a nsiti o ns i n t h e ot h er 4 4

p ositi o ns.

T h e o bt ai n e d P olis h  K o ni k  H Ts  w er e c o m p ar e d  wit h s e q u e n c es a v ail a bl e i n  G e n B a n k

s h o wi n g t h at n o n e of t h e m pr es e nts 1 0 0 % c o v er a g e.  T h e si mil arit y t o P olis h  K o ni k  H Ts of

at l e ast 9 9 % h as b e e n pr es e nt e d b y a  w h ol e r a n g e of diff er e nt h ors e br e e ds, s u c h as  Ar a bi a n

h ors es ( K U 5 7 5 0 9 6. 1 ), P olis h  Dr aft h ors es (O N 0 5 2 7 1 2. 1 ),  A k h al  T e k e h ors es (J N 3 9 8 3 8 5),

T h or o u g h br e d h ors es ( K C 2 0 2 9 5 6. 1 ), S ell e Fr a n c ais h ors es (O R 9 0 9 7 7 2. 1 ), E ast  Asi a n

h ors es ( J Q 3 4 0 1 0 8. 1),  C hi n es e  N ati v e h ors es (J Q 7 1 0 9 3 0. 1), a n d als o Pr z e w als ki h ors es

(O N 3 9 3 9 1 6. 1 ).

T o c o nstr u ct t h e n ei g h b or-j oi ni n g tr e e ( Fi g. 3 ), s u p p ort e d b y b o otstr a p p er c e nt a g es ( B P)

c o m p ut e d  wit h 1, 0 0 0 r e pli c at es,  w e us e d 2 3 3 s e q u e n c es r e pr es e nti n g all 1 6 P olis h  K o ni k
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T a bl e 2 Mit o c h o n d ri al  D N A v a ri a nts l o c at e d b et w e e n p ositi o ns 1 5, 5 4 2 a n d 1 6, 6 1 1 d et e ct e d i n all  P olis h  K o ni k h a pl ot y p e s e q u e n c es c o m p a r e d t o t h e r ef e r e n c e
s e q u e n c e N C _ 0 0 1 6 4 0 . T h e n u m b er of h ors es b el o n gi n g t o e a c h h a pl ot y p e is i n cl u d e d.  T h e  H Ts pr es e nt e d b y  m or e t h a n o n e d a m li n e ar e u n d erli n e d.  All o bt ai n e d  H Ts
w er e d e p osit e d i n t h e  G e n B a n k d at a b as e a n d r e c ei v e d a c c essi o n n u m b ers O R 8 2 7 1 0 3 – O R 8 2 7 1 4 5 .
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R ef: N C _ 0 0 1 6 4 0 C G A T T C G A A T C A T G A G T G C T C C C T A C C A C A A T C C A C A T T T C T T G -  C A

Bi a łk a H T 1 O R 8 2 7 1 0 3 E  9 T . G . . T . . . . . G . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . G T . . . . . . . . . . .

B o n a H T 2 O R 8 2 7 1 0 4 R  3 . . . C . T . G G . . . C . . . C . . . T . T C . T . . . . G . . . G T . C . . T A . . . . .

D zi n a I H T 3 O R 8 2 7 1 0 5 A  1 4 . A . . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A C . . T .

G e n e z a H T 4 O R 8 2 7 1 0 6 E  5 T . G . . T . . . . . G . A . . . . . . . T . . . . . . . . . . T . G T . . . . . . . . . . .

G e n e z a H T 5 O R 8 2 7 1 0 7 A/ B 1 T . G . . T . . . . . G . A . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

K ar ol k a H T 6 O R 8 2 7 1 0 8 A  1 0 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . C . .

K ar ol k a H T 7 O R 8 2 7 1 0 9 A  2 . A . . C T . . . . . . . . . . . A T C T . T G . . T . T . G . T . G . G . C C . A C . . T .

K ar ol k a H T 8 O R 8 2 7 1 1 0 G  2 T . G . . T . . . . T G . A . A C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

K ar ol k a H T 9 O R 8 2 7 1 1 1 G  2 T . G . . T . . . . T G . A . A C . . . . . . . . . . . . . . . T T . . . . . . . . . . . . .

K ar ol k a H T 1 0 O R 8 2 7 1 1 2 A  1 . A . . . T . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . . . .

Lili p ut k a I H T 1 1 O R 8 2 7 1 1 3 B  1 3 . A . . . . . . . . . G . A . . . . . . . . . . . . . G . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

Lili p ut k a I H T 6 O R 8 2 7 1 0 8 A  3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . C . .

Lili p ut k a I H T 1 2 O R 8 2 7 1 1 4 A/ B 3 . . . . . . . . . C . G . A . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

Misi a II H T 1 3 O R 8 2 7 1 1 5 A  3 . A . . . T . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . T . . . G . T T . . . . . . . . . . . . .

Misi a II H T 1 4 O R 8 2 7 1 1 6 R  2 . . . C . T . G G . . . . . . . C . . . T . T . . T . . . . G . . T G T . C . . T A . . . . .

Misi a II H T 1 5 O R 8 2 7 1 1 7 A  1 . . . C . T . G G . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . G . . T . . . . . C T A . . . . .

P o n ę t n a H T 1 6 O R 8 2 7 1 1 8 A  4 . A . . . T A . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . C . .

P o n ę t n a H T 1 7 O R 8 2 7 1 1 9 A  3 . A . . . T A . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . A . . C . .

P o n ę t n a H T 1 8 O R 8 2 7 1 2 0 A  2 . A . . . T A . . . . . . . . . C A T C T . T G . . T . T . G C T . G . G . C C . A . . C . G

P o n ę t n a H T 9 O R 8 2 7 1 1 1 G  1 T . G . . T . . . . T G . A . A C . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . .

P o pi eli c a H T 1 9 O R 8 2 7 1 2 1 J  1 1 . A . . . T . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . T . . . G . T T . . . . . . . . . . . . .

T ar p a n k a I H T 2 0 O R 8 2 7 1 2 2 A  9 . A . . . T A . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . . . .

T ar p a n k a I H T 2 1 O R 8 2 7 1 2 3 A  6 . A . . C T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A C . . T .

T ar p a n k a I H T 2 2 O R 8 2 7 1 2 4 A  3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

T ar p a n k a I H T 1 9 O R 8 2 7 1 2 1 J  1 . A . . . T . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . T . . . G . T T . . . . . . . . . . . . .

T ar p a n k a I H T 2 3 O R 8 2 7 1 2 5 A/ B 1 T . G . . T . . . . . G . A . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . . . .
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T a bl e 2 ( c o nti n u e d )

D a m li n e/ H T  G e n B a n k

a c c. n o.

H G *

N
o.

 o
f 

h
or

se
s

15
54

2

15
58

5

15
59

7

15
59

8

15
60

1

15
60

2

15
60

4

15
61

5

15
61

6

15
61

7

15
63

5

15
65

0

15
65

9

15
66

6

15
66

7

15
67

2

15
70

3

15
76

2

15
76

6

15
76

9

15
77

0

15
77

1

15
77

5

15
77

6

15
77

7

15
80

6

15
80

7

15
81

0

15
81

1

15
82

6

15
82

7

15
86

8

15
87

0

15
87

1

15
95

6

15
97

4

15
99

5

15
99

6

16
00

7

16
02

2

16
54

0

16
54

3

16
54

6

16
55

1

16
55

7_
16

55
8i

ns
C

16
55

9

16
61

1

R ef: N C _ 0 0 1 6 4 0 C G A T T C G A A T C A T G A G T G C T C C C T A C C A C A A T C C A C A T T T C T T G -  C A

Tr as z k a H T 2 4 O R 8 2 7 1 2 6 A  2 6 . . . . . T . . . C . . C . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A C . . T .

Tr as z k a H T 2 5 O R 8 2 7 1 2 7 A  9 . . . . . T . . . C . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A C . . T .

Tr as z k a H T 2 6 O R 8 2 7 1 2 8 A  3 . . . . . T . . . C . . C . . . . A T C T . T G . . T . T . G C T . G . G . C C . A C . . T .

Tr as z k a H T 2 7 O R 8 2 7 1 2 9 G  3 T . G . . T . . . . T G . A . A C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A C . . T .

Tr as z k a H T 2 8 O R 8 2 7 1 3 0 A  2 . . . . . T . . . C . . C . . . . . . . . T . . . . T . . . . . T . . . . . . . . A C . . T .

Tr as z k a H T 2 9 O R 8 2 7 1 3 1 A  1 . A . . . T A . . . . . . . . . C . . . . . . . . . T . . . . C . . . . . . C C . A . . . . .

T u n g us k a H T 3 0 O R 8 2 7 1 3 2 A  1 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

T y gr ys k a H T 3 1 O R 8 2 7 1 3 3 A/ B 5 . . . . . . . . . C . G . A . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

T y gr ys k a H T 3 2 O R 8 2 7 1 3 4 A  1 . A . . . T A . . . . . . . . . C A T . T . T . . . T . T . G . T . G . G . . . . A . . . . .

T y gr ys k a H T 3 3 O R 8 2 7 1 3 5 A  1 . A . . . T A . . . . . . . . . C A T C T . T G . . T . T . G C T . G . G . C C . A . . . . .

Urs z ul k a H T 3 4 O R 8 2 7 1 3 6 A/ B 1 0 T . G . . T . . . . . G . A . A C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . .

Urs z ul k a H T 3 5 O R 8 2 7 1 3 7 G  9 T . G . . T . . . . T G . A . A C . . . . . . . . . . . . . . . T T . . . . . . . . . . . . .

Urs z ul k a H T 3 6 O R 8 2 7 1 3 8 A  2 . . G . . T . . . . . G . A . A C . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . .

Urs z ul k a H T 3 7 O R 8 2 7 1 3 9 A/ B 1 . A . . . . . . . . . G . A . . . A T C T . T G . . . . T . G C T . . . G . C C . . . . . . .

W ol a H T 3 8 O R 8 2 7 1 4 0 A  6 . . G . . T A . . . . . . . G . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . C . .

W ol a H T 3 9 O R 8 2 7 1 4 1 A  5 . . G . . T A . . . . . . . G . C A T C T . T G . . T . T . G C T . G . G . C C . A . . C . .

Z a z a H T 2 0 O R 8 2 7 1 2 2 A  7 . A . . . T A . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . . . .

Z a z a H T 3 3 O R 8 2 7 1 3 5 A  5 . A . . . T A . . . . . . . . . C A T C T . T G . . T . T . G C T . G . G . C C . A . . . . .

Z a z a H T 4 0 O R 8 2 7 1 4 2 G  4 T A G . . T . G . . T G . A . . C . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . C . .

Z a z a H T 4 1 O R 8 2 7 1 4 3 A  3 . A . . . T A . . . . . . . . . C A . C . . . G . . . . . . . C . . . . . . C C . A . . . . .

Z a z a H T 4 2 O R 8 2 7 1 4 4 A  1 . A . . . . . . . . . G . A . . . . . . . T . . G . . . T . . . . . G . . . . . . A . . . . .

Z a z a H T 4 3 O R 8 2 7 1 4 5 A  1 . A . . . T A . . . . . . . . . C . . . . T . . G . . . T . . . . . G . . . . . . A . A . . .

N ot e:
* Ac hilli et al. ( 2 0 1 2)
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d a m li n es a n d t h e E q u us c a b all us (N C _ 0 0 1 6 4 0 ) s e q u e n c e as t h e r o ot.  T h e  NJ tr e e pr es e nts

t h e cl ust eri n g of t h e a n al ys e d h ors es i n s e p ar at e gr o u ps  wit h v ari e d h ors e n u m b ers

(T a bl e 2 ).  Alt h o u g h  m ost of t h e li n es f or m cl e ar cl ust ers, s o m e diff er e nt s e q u e n c es c a n b e

f o u n d i n t h e m; f or e x a m pl e, t h e  T ar p a n k a I _ 1 9 h ors e is e m b e d d e d  wit hi n t h e P o pi eli c a

cl ust er.  T his fi n di n g s u g g ests t h at t h e of fi ci al P olis h  K o ni k p e di gr e e d at a d o es n ot a gr e e

wit h t h e  mt D N A  H Ts r e v e al e d fr o m g e n eti c a n al ysis.

T h e  m e di a n-j oi ni n g n et w or k  w as c o nstr u ct e d usi n g all P olis h  K o ni k s e q u e n c es t o

d e m o nstr at e t h e g e n eti c dist a n c e b et w e e n t h e o bt ai n e d h a pl ot y p es ( Fi g. 4 ).  T h e n et w or k

i n di c at e d cl ust ers’ s e p ar ati o n b as e d o n t h e n u m b er of p ol y m or p hi c sit es. S e v er al d a m li n es

Fi g u r e 2 C h r o m at o g r a ms s h o wi n g t h r e e  P olis h  K o ni k  mt D N A  H Ts  wit h  m a r k e d 1 5, 7 7 6 v a ri a bl e sit e
p ositi o n ( Fi n c h T V s oft w a r e). T h e tr a nsiti o n g. 1 5 7 7 6 T > C  w as o bs er v e d i n  H T 3, t h e tr a ns v ersi o n
g. 1 5 7 7 6 T > G i n  H T 7, a n d n u cl e oti d e  T (i n a c c or d a n c e  wit h t h e r ef er e n c e s e q u e n c e) i n  H T 1.

F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9/ fi g- 2

M u si a ł et al. ( 2 0 2 4), P e er J ,  D OI 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9 1 0/ 2 2
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f or m e d  H Ts s e p ar at e d b y a si n gl e p ol y m or p his m,  w hi c h p oi nts o ut t h at t h eir h a pl ot y p es

ar e v er y si mil ar.  H o w e v er, i n s o m e d a m li n es (i n cl u di n g  K ar ol k a a n d  Tr as z k a li n es),  w e

o bs er v e d s e v er al diff er e nt, o nl y dist a ntl y r el at e d  H Ts.  T h e o v er vi e w of b ot h t h e  NJ tr e e a n d

Fi g u r e 3 T h e n ei g h b o r-j oi ni n g t r e e of t h e 2 3 3  P olis h  K o ni k  mt D N A s e q u e n c es  wit h E q u us c a b all us r ef e r e n c e s e q u e n c e ( N C _ 0 0 1 6 4 0 ) us e d as a
r o ot. E a c h c ol o ur r e pr es e nts o n e of si xt e e n d a m li n es. F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9/ fi g- 3

M u si a ł et al. ( 2 0 2 4), P e er J ,  D OI 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9 1 1/ 2 2

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001640
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Fi g u r e 4 T h e  m e di a n-j oi ni n g n et w o r k of t h e i d e nti fi e d  P olis h  K o ni k h a pl ot y p es ( T a bl e 2 )  wit h e a c h d a m li n e r e p r es e nt e d b y ci r cl es c ol o u r e d
a c c o r di n g t o t h e d a m li n e i nf o f r o m t h e p e di g r e e. T h e si z e of t h e n o d es c orr es p o n ds t o t h e n u m b er of s a m pl es a n d t h e str o k es o n t h e br a n c h es
c orr es p o n d t o t h e n u m b er of p ol y m or p his ms. F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9/ fi g- 4

M u si a ł et al. ( 2 0 2 4), P e er J ,  D OI 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9 1 2/ 2 2
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Fi g u r e 5 T h e  m e di a n-j oi ni n g n et w o r k of t h e i d e nti fi e d  P olis h  K o ni k h a pl ot y p es ( T a bl e 2 )  wit h t h ei r b el o n gi n g t o t h e g e n e r all y k n o w n
h a pl o g r o u ps d es c ri b e d b y A c hilli et al. ( 2 0 1 2) . T h e si z e of t h e n o d es c orr es p o n ds t o t h e n u m b er of s a m pl es. Si x h a pl o gr o u ps ar e d et e ct e d
a m o n g t h e P olis h  K o ni k p o p ul ati o n:  A, B, E,  G, J, a n d  R.  T h e p er c e nt a g e s h ar e of d et e ct e d h a pl o gr o u ps is pr es e nt e d i n a pi e c h art.

F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9/ fi g- 5
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m e di a n-j oi ni n g n et w or k hi g hli g hts t h e  wi d e r a n g e of v ari a bilit y a m o n g diff er e nt  mt D N A

h a pl ot y p es i n P olis h  K o ni ks.

T h e  m e di a n-j oi ni n g n et w or k a b o v e  w as als o c o nstr u ct e d i n a  w a y t o pr es e nts all

r e c o g ni z e d h a pl ot y p es a n d t h eir b el o n gi n g t o t h e g e n er all y k n o w n h a pl o gr o u ps d es cri b e d

b y Ac hilli et al. ( 2 0 1 2) ; (Fi g. 5 ).  A m o n g t h e P olis h  K o ni k p o p ul ati o n  w er e si x h a pl o gr o u ps

d et e ct e d:  A, B, E,  G, J, a n d  R. Si mil arl y t o t h e r es e ar c h c o n d u ct e d b y Ci e śl a k et al. ( 2 0 1 7)

h a pl o gr o u p L,  w hi c h is t h e  m ost fr e q u e nt i n E ur o p e a n d t h e  Mi d dl e E ast,  w as n ot f o u n d.

T h e h a pl o gr o u p  A o bs er v e d as c o m m o n a m o n g  Asi a n h ors e p o p ul ati o ns ( Ac hilli et al.,

2 0 1 2 ), t ur n e d o ut t o b e t h e  m ost fr e q u e nt  wit hi n t h e p o p ul ati o n i n cl u di n g 6 3 – 7 2 % of all

a n al ys e d h ors es.  T h e pr es e n c e of t h e ot h er h a pl o gr o u ps r a n g e d fr o m s e v er al t o a d o z e n

p er c e nt. It s h o ul d b e n ot e d t h at 9 % of h ors es c o ul d n ot b e cl e arl y assi g n e d t o a s p e ci fi c

Fi g u r e 6 M a g ni fi e d vi e w o n t h e  M S Y  H Ts i n  P olis h  K o ni k si r e li n es. T h e si m pli fi e d h a pl ot y p e str u ct ur e b as e d o n 1 1 4 ( 9 2  Cr o w n) v ari a nts (s e e
v ari a nt d et ails i n T a bl e S 2 ), a c c or di n g t o t h e p u blis h e d  M S Y t o p ol o g y (B o zl a k et al., 2 0 2 3 ).  V ari a nt n a m es ar e pl a c e d o n e a c h br a n c h, i n r e d  w h e n
t est e d i n t h e s a m pl e s et a n d i n gr a y if t h eir all eli c st at es  w er e i m p ut e d.  G e n ot y pi n g r es ults fr o m 3 6  m al es ar e s h o w n as pi es, si z e d a c c or di n g t o
fr e q u e n c y a n d c ol or e d  wit h r e g ar d t o t h e sir e li n e.  U n d et e ct e d  H Ts ar e s h o w n i n gr a y a n d c oll a ps e d, a n d ‘* H Ts ’ ar e pl a c e d o n t h e r es p e cti v e
br a n c hi n g p oi nts. Pr e vi o usl y r e p ort e d h ors e br e e ds t h at c arr y t h e s a m e  H Ts as P olis h  K o ni k  m al es ar e d e n ot e d i n pr o xi mit y i n bl a c k,  w hil e
gr a y- c ol or e d br e e ds i n di c at e h ors e br e e ds r e p ort e d i n n ei g h b ori n g  H Ts ( W all n er et al., 2 0 1 7 ; F el k el et al., 2 0 1 9 ; R e m er et al., 2 0 2 2 ; R a d o vic et al., 2 0 2 2 ;
B o zl a k et al., 2 0 2 3 ). F ull-si z e D OI: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 7 5 4 9/ fi g- 6
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h a pl o gr o u p b e c a us e of s h ari n g t h e s a m e si mil arit y t o t h e h a pl o gr o u p  A a n d h a pl o gr o u p B.

It is t h e r es ult of a s m all er n u m b er of n u cl e oti d es us e d i n o ur st u d y t h a n a n al ys e d i n st u di es

b y Ac hilli et al. ( 2 0 1 2) .

Y c hr o m o s o m e v ari a bilit y

W e i n v esti g at e d t h e  M S Y  H Ts i n 3 6 P olis h  K o ni k  m al es, r e pr es e nti n g all si x sir e li n es.

All s a m pl es  w er e all o c at e d t o t h e  Cr o w n h a pl o gr o u p ( d a C),  w h er e 4  H Ts  w er e

disti n g uis h e d.  N ot a bl y, ei g ht a n al ys e d  m al es c arri e d pr e vi o usl y d e fi n e d  H Ts ( d a C _ T b-

o B 1 * a n d d a C  A o- a A 1 D 1),  w h er e as 2 8  m al es  w er e pl a c e d at i nt er n al n o d es of t h e b a c k b o n e

t o p ol o g y ( d a C _ A d- h* a n d d a C _ A d- h A 1 * ; s e e Fi g. 6 a n d T a bl e S 2 ), a n d t h eir pri v at e  H Ts

ar e n ot y et d e fi nit el y d e fi n e d i n t h e g e n ot y pi n g b a c k b o n e.  T h e  H T n a m e of a s a m pl e t h at

cl ust er e d i nt er n all y  w as  m ar k e d  wit h a n ast eris k ( * ), e. g ., “ d a C _ A d- h * ” (Fi g. 6 ).

T h e  m ost a b u n d a nt  H T  w as d a C _ A d- h * , d et e ct e d i n 1 6 h ors es. It  w as n ot e d, t h at all

r e pr es e nt ati v es of t h e  C h o c hli k a n d  M ys z a k sir e li n es cl ust er e d i nt o d a C _ A d- h * ,  w hil e f o ur

i n di vi d u als fr o m t h e  Gl ejt I st alli o n li n e c arri e d t his  H T.  A s u bs e q u e nt d a C _ A d- h A 1* H T

w as c arri e d b y t w el v e i n di vi d u als, a c c o u nti n g f or all a n al ys e d  m al es of  Lili p ut a n d  G or aj

sir e li n es. I nt er esti n gl y, d a C _ A d- h * a n d d a C _ A d- h A 1 * H Ts  w er e  m ost fr e q u e ntl y r e p ort e d

i n  C ol d bl o o ds (F el k el et al., 2 0 1 9 ; R e m er et al., 2 0 2 2 ; B o zl a k et al., 2 0 2 3 ).  T h e r e m ai ni n g

p art of t h e d at as et ( 2 2 %) c arri e d d a C _ A o- a 1 D 1 (si x s a m pl es fr o m t h e  Wi c e k sir e li n e) a n d

d a C _ T b- o B 1 * (t w o s a m pl es fr o m t h e  G ejt I sir e li n e)  H Ts, r es p e cti v el y. Pr e vi o usl y,  H T

d a C _ A o- a 1 D 1  w as r e p ort e d o nl y i n  D u el m e n er P o ni es ( R e m er et al., 2 0 2 2 ). I n c o ntr ast,

d a C _ T b- o B 1 * H T  w as c h ar a ct eri z e d i n  T h or o u g h br e ds ( vi a B y erl e y  T ur k, 1 6 8 0. f o u n d er),

Ar a bi a ns,  A k h al  T e k e, B ar bs, a n d  m a n y ot h er h ors e br e e ds ( W all n er et al., 2 0 1 7 ; F el k el

et al., 2 0 1 9 ; R e m er et al., 2 0 2 2 ; R a d o vic et al., 2 0 2 2 ; B o zl a k et al., 2 0 2 3 ).

DI S C U S SI O N
T h e a n al ysis of p o p ul ati o n str u ct ur e i n u ni q u e, n ati v e h ors e br e e ds s u c h as P olis h  K o ni k is

e xtr e m el y i m p ort a nt b e c a us e it all o ws t h e att e m pt t o i n cr e as e t h eir g e n eti c di v ersit y a n d

k e e ps all li n es l ar g e e n o u g h t o pr e v e nt t h e m fr o m e xti n cti o n.  C urr e ntl y, i n a sit u ati o n

w h er e  m or e t h a n h alf of t h e P olis h  K o ni k li n es ar e alr e a d y e xti n ct a n d s e v er al s u bs e q u e nt

li n es ar e t hr e at e n e d  wit h e xti n cti o n, a n es p e ci all y i m p ort a nt t as k is t o c o ntr ol t h e

p o p ul ati o n str u ct ur e a n d st o p t h e r e gr essi o n of t h e l e ast n u m er o us li n es i n t h e p o p ul ati o n.

T o ols us e d f or t his p ur p os e ar e  mit o c h o n dri al  D N A a n d  Y c hr o m os o m e s e q u e n c e a n al ysis.

T h e v ari a bilit y of  mt D N A i n  m o d er n h ors e br e e ds is g e n er all y hi g h. F or t h e fi rst ti m e,

t h e  mt D N A v ari ati o n  wit hi n t h e P olis h  K o ni k  m at er n al li n es  w as e x a mi n e d i n 2 0 1 7

(Ci e śl a k et al., 2 0 1 7).  T h e r es e ar c h  w as c o n d u ct e d o n 1 7 3 h ors es a n d i n cl u d e d 5 1 0 b p,

c o nt ai ni n g h y p er v ari a bl e r e gi o n 1.  T h e 3 3 v ari a bl e sit es  w er e us e d t o s e gr e g at e P olis h

K o ni ks i n t h e f or m of 1 9 h a pl ot y p es. I n o ur st u d y, t h e n u m b er of p ol y m or p hi c sit es us e d

w as 1 4 sit es gr e at er ( 4 7 S N Ps), a n d t his r es ult e d i n  m or e t h a n t wi c e t h e n u m b er of d et e ct e d

h a pl ot y p es ( 4 3).  T his c o m p aris o n  m a y i n di c at e t h at a p pl yi n g t h e e ntir e h y p er v ari a bl e

r e gi o n gi v es us  m or e d et ail e d r es ults t h a n usi n g o nl y h y p er v ari a bl e r e gi o n 1.  M or e o v er,

Ci e śl a k et al. ( 2 0 1 7), f or t h e fi rst ti m e, s u g g est e d t h at  mt D N A r es ults d o n ot f ull y

c orr es p o n d t o t h e of fi ci al p e di gr e e d at a.  A n ot h er st u d y f o c us e d o n ass essi n g t h e g e n eti c
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di v ersit y a n d str u ct ur e of t h e P olis h  K o ni k br e e d b as e d o n 1 7  mi cr os at ellit e  m ar k ers

(F or n al et al., 2 0 2 1 ), a n d t his pr es e nt e d n o si g ns of i n br e e di n g a n d t h e assi g n m e nt of t h e

h ors es usi n g Str u ct ur e s oft w ar e i nt o ( m ost li k el y) t hr e e cl ust ers.  H o w e v er, t h e st u d y

c o n d u ct e d b y M ac k o ws ki et al. ( 2 0 1 5) f o u n d 8. 6 % of i n br e e di n g.  T h e a b o v e st u di es s h o w e d

t h e di v ersit y of t h e P olis h  K o ni k p o p ul ati o n i n t er ms of S T R v ari a bilit y.

T h e o c c urr e n c e of a s m all n u m b er of diff er e nti ati n g sit es b et w e e n  H Ts o bs er v e d  wit hi n

a d a m li n e  m a y b e t h e r es ult of s p o nt a n e o us  m ut ati o ns n at ur all y o c c urri n g i n t h e s e q u e n c e

o v er t h e y e ars.  O n t h e ot h er h a n d, t h e pr es e n c e of cl e arl y diff er e nt h a pl ot y p es i n o n e d a m

li n e c a n b e t h e c o ns e q u e n c e of  mi gr ati o n b et w e e n diff er e nt P olis h  K o ni k p o p ul ati o ns

b ef or e t h e est a blis h m e nt of t h e st u d b o o ks or t h e pr es e n c e of err ors i n t h e p e di gr e es.

F urt h er, b ot h t h e n ei g h b or-j oi ni n g tr e e a n d t h e  m e di a n-j oi ni n g n et w or k d e m o nstr at e d

m o d er at e v ari a bilit y a m o n g diff er e nt  mit o c h o n dri al  D N A s e q u e n c es a n d o v er all di v ers e

v ari a bilit y of  mit o c h o n dri al  D N A s e q u e n c e i n P olis h  K o ni k d a m li n es.

T h e  m e di a n-j oi ni n g n et w or k c o nstr u ct e d i n t h e  w a y t o pr es e nt t h e P olis h  K o ni k

h a pl ot y p es b el o n gi n g t o t h e g e n er all y k n o w n h a pl o gr o u ps ( Ac hilli et al., 2 0 1 2 ) r e v e al e d t h e

pr es e n c e of si x h a pl o gr o u ps ( A, B, E,  G, J, a n d  R) a m o n g t h e P olis h  K o ni ks,  w hi c h i n di c at es

m ulti pl e ori gi ns of d a m li n es.  T h e  m ost n u m er o us h a pl o gr o u p  A i n cl u di n g 6 3 – 7 2 % of

a n al ys e d h ors es  w as o bs er v e d as  m ost c o m m o n a m o n g  Asi a n h ors e p o p ul ati o ns.  T a ki n g

i nt o c o nsi d er ati o n t h e g e o gr a p hi c al attri b uti o n of t h e h a pl o gr o u ps, t h e  A, E,  G, a n d J

h a pl o gr o u ps  w er e t h e o n es t h e  m ost c o m m o n i n  Asi a, i n cl u di n g 8 3 – 9 2 % of t est e d P olis h

K o ni ks.  T h e r e m ai ni n g t w o h a pl o gr o u ps B a n d  R  w er e  m ost c o m m o n f or t h e  N ort h

A m eri c a n a n d E ur o p e a n p o p ul ati o ns ( Ac hilli et al., 2 0 1 2 ), r es p e cti v el y, a n d i n cl u d e d

6 – 1 5 %, a n d 2 % of h ors es.  T h es e r es ults,  wit h a n o utst a n di n g p er c e nt a g e pr e d o mi n a n c e of

h a pl o gr o u ps  m ost c o m m o n i n  Asi a,  m a y s h e d li g ht o n t h e u n e x pl or e d i m p ort a n c e of  Asi a n

h ors es i n t h e d e v el o p m e nt of t h e P olis h  K o ni k br e e d.

A n ot h er i nt er esti n g o bs er v ati o n n oti c e d als o b y Ci e śl a k et al. ( 2 0 1 7) is t h at al m ost all of

t h e d a m li n es r e pr es e nt e d b y  m or e t h a n o n e h a pl ot y p e b el o n g e d t o ( at l e ast) t w o disti n ct

h a pl o gr o u ps,  w hi c h str e n gt h e ns t h e ass u m pti o ns r e g ar di n g t h e p ossi bl e pr es e n c e of err ors

i n t h e P olis h  K o ni k p e di gr e es.

I n t h e c as e of p at er n al i n h erit a n c e, 1 7 a ut os o m al  mi cr os at ellit e l o ci  w er e pr e vi o usl y

i n v esti g at e d a m o n g P olis h  K o ni k sir e li n es (F or n al et al., 2 0 2 0 ).  T h e  mi cr os at ellit e a n al ysis

s h o w e d l o w g e n eti c di v ersit y a n d v a g u e p o p ul ati o n str u ct ur e a m o n g sir e li n es,  w h er e t h e

P olis h  K o ni k p o p ul ati o n c a n b e d es cri b e d  wit h o nl y t w o cl ust ers.  T h e di v ersit y of  Y

c hr o m os o m e i n  m o d er n h ors es is als o v er y l o w, h o w e v er, r e c e nt a d v a n c es i n h ors e  M S Y

p h yl o g e n y ( F el k el et al., 2 0 1 9 ; B o zl a k et al., 2 0 2 3 ) e n a bl e d i n v esti g ati o n a n d fi n e-s c al e d

i nsi g hts i nt o t h e h ors e p atrili n es.  N u m er o us st u di es us e d t h e st a bl e str u ct ur e of  M S Y

p h yl o g e n y a n d i n v esti g at e d g e n eti c v ari ati o n ( e. g ., W all n er et al., 2 0 1 7 ), p o p ul ati o n hist or y

(e. g ., R e m er et al., 2 0 2 2 ), a n d br e e di n g pr a cti c es d e v el o p m e nt (e. g ., C ast a n e d a et al., 2 0 1 9 )

of di v ers e h ors e br e e ds.  T h us, t h e i n v esti g ati o n of  Y c hr o m os o m al  m ar k ers is cr u ci al t o

u n d erst a n di n g t h e hist or y a n d g e n eti c p att er ns of P olis h  K o ni k p atrili n es.

H er e, t h e  M S Y  H T s p e ctr u m i n P olis h  K o ni ks  w as i n v esti g at e d, a n d all sir e li n es  w er e

r e p ort e d  wit hi n t h e  Cr o w n gr o u p,  w hi c h r e fl e cts t h e v er y r e c e nt br e e di n g hist or y (l ast

1, 5 0 0 y e ars) of t h e p o p ul ati o n ( B o zl a k et al., 2 0 2 3 ).  A m o n g all a n al ys e d st alli o ns, f o ur
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diff er e nt h a pl ot y p es  w er e n ot e d,  w hi c h e x hi bit a gr e at er r es ol uti o n of p atrili n e

diff er e nti ati o n t h a n o bs er v e d  wit h  mi cr os at ellit e l o ci ( F or n al et al., 2 0 2 0 ). I nt er esti n gl y,

m e m b ers of fi v e o ut of si x sir e li n es c arri e d h a pl ot y p es a cr oss t h e d a C _ A cl a d e ( d a C _ A o-

a 1 D, d a C _ A d- h * , a n d d a C _ A d- h A 1* ).  A m o n g t h os e, all  Wi c e k li n e st alli o ns c arri e d

d a C _ A o- a 1 D 1, pr e vi o usl y d es cri b e d i n  D u el m e n er h ors es.  T his fi n di n g s h e ds n e w li g ht o n

t h e cl os e ki ns hi p b et w e e n t h e br e e ds.  Ri g ht aft er t h e e n d of  W orl d  War II, P olis h  K o ni k

st alli o ns  w er e us e d t o eli mi n at e  D u el m e n er p o ni es ’ d o m esti c at e d tr aits.  A n ot a bl e e x a m pl e

w as t h e st alli o n  N u g at  XII,  w h o c o v er e d  D u el m e n er  m ar es i n t h e y e ars 1 9 5 7 – 1 9 6 3 ( O p or a,

2 0 0 6 ).  T h e h a pl ot y p es of  C h o c hli k,  M ys z a k, a n d  Gl ejt I li n e i n d a C _ A d- h * , as  w ell as t h e

j oi nt all o c ati o n of  G or aj a n d  Lili p ut  m al es t o d a C _ A d- h A 1* , i n di c at e d pri v at e, n ot y et

r es ol v e d  H Ts i n t h es e li n es. Pr e vi o us r es e ar c h tr a c e d t h es e  H Ts i n  C ol d bl o o ds ( e. g ., F el k el

et al., 2 0 1 9 ; R e m er et al., 2 0 2 2 ),  w hi c h is i n li n e  wit h t h e P olis h  K o ni ks’ br e e di n g hist or y,

p h e n ot y pi c c h ar a ct eristi cs, a n d h ors e t y p e its elf si n c e t h e br e e d is c o nsi d er e d a ‘li g ht dr aft

br e e d ’ (H e n dric ks, 2 0 0 7 ). It is als o n ot e w ort h y t h at a f e w  m al es i n t h e  Gl ejt I li n e a g e c arri e d

t h e d a C _ T b- o B 1* h a pl ot y p e ( Fi g. 6 ), pr e vi o usl y d es cri b e d i n v ari o us li g ht er br e e ds.

d a C _ T b- o B 1 * w as pri m aril y attri b ut e d t o t h e  T h or o u g h br e d f o u n d er  B y erl e y  T ur k ( 1 6 8 0)

(F el k el et al., 2 0 1 9 ) b ut l at er als o d et e ct e d i n  Ar a bi a ns’,  K u h ail a n  Af as’, a n d L atif’ sir es

(R e m er et al., 2 0 2 2 ), as  w ell as t hr e e p atrili n es i n  N ort h  Afri c a n h ors es (R a d o vic et al.,

2 0 2 2 ).  T h e  M S Y p att er ns a n d n arr ati v e o n t h e v ast us e of  T h or o u g h br e d a n d  Ar a bi a n

st alli o ns f or t h e i m pr o v e m e nt of l o c al st o c ks ( H e n dric ks, 2 0 0 7 ) c o ul d i n di c at e

u n d o c u m e nt e d cr oss br e e di n g, pr o b a bl y t o e x p a n d t h e d e gr e e of g e n eti c v ari a bilit y of t h e

P olis h  K o ni k br e e d.

T h e d es cri b e d  mit o c h o n dri al  D N A a n d t h e  Y c hr o m os o m e g e n eti c di v ersit y als o

i n di c at e d a c ert ai n pr o b a bilit y of p e di gr e e err ors i n t h e P olis h  K o ni k d u e t o t h e u ni q u e

p ar e nt al i n h erit a n c e  m e c h a nis m of  mt D N A a n d t h e  Y c hr o m os o m e.  Mit o c h o n dri al  D N A

a n al ysis all o w e d us t o hi g hli g ht i n di vi d u als  w h os e h a pl ot y p e fi ts p erf e ctl y i nt o h a pl ot y p es

o c c urri n g  m or e fr e q u e ntl y i n a diff er e nt d a m li n e. I n a d diti o n,  M S Y a n al ysis e m p h asi z e d

t h e a c c ur a c y a n d i nf or m ati o n c o nt e nt of sir e li n e tr a c ki n g i n t h e  Wi c e k li n e. I n c o ntr ast,  w e

als o o bs er v e d t w o v er y disti n ct  H Ts i n t h e  Gl ejt I p atrili n e (t w o  m al es i n d a C _ T b- o B 1 * a n d

f o ur i n d a C _ A d- h* ).  T his fi n di n g c a n n ot b e e x pl ai n e d b y d e n o v o m ut ati o ns b ut r at h er

s h o ws a cl e ar si g n of t w o diff er e nt sir e li n es a m o n g a n al ys e d i n di vi d u als fr o m t his li n e.

C O N C L U SI O N S
G e n eti c a n al ysis of P olis h  K o ni k d a m a n d sir e li n es h as r e v e al e d t h eir di v ersit y i n t h e f or m

of t h e i d e nti fi e d h a pl ot y p e n u m b er.  T h e i d e nti fi c ati o n of  mt D N A h a pl ot y p es a m o n g

i n di vi d u al d a m li n es s h o w e d t h at i n s o m e of t h e m o nl y o n e si n gl e h a pl ot y p e  w as

pr es e nt e d, b ut s e v er al s h o w e d a  wi d e r a n g e of h a pl ot y p es  wit hi n t h e li n e.  T h e h a pl ot y p es

w er e als o cl assi fi e d i nt o si x ( A, B, E, J,  G,  R) h a pl o gr o u ps,  wit h a n o utst a n di n g p er c e nt a g e

pr e d o mi n a n c e of h a pl o gr o u ps  m ost c o m m o n i n  Asi a n h ors e p o p ul ati o ns.  Y c hr o m os o m e

a n al ysis r e v e al e d t h at  m ost of t h e P olis h  K o ni k sir e li n es s h ar e t h eir h a pl ot y p e  wit h

C ol d bl o o d br e e ds, b ut als o u n c o v er e d i ntri g ui n g hist ori c al r el ati o ns hi ps a n d p ot e nti al

cr oss br e e di n g e v e nts.  T h e p ossi bilit y of err ors i n t h e P olis h  K o ni k p e di gr e es  w as als o
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r e p ort e d.  T h e fi n di n gs e m p h asi z e t h e i m p ort a n c e of g e n eti c  m o nit ori n g t o  m ai nt ai n a n d

c o ntr ol t h e g e n eti c di v ersit y of P olis h  K o ni ks a n d e ns ur e t h eir l o n g-t er m s ur vi v al.

A D DI TI O N A L I N F O R M A TI O N  A N D  D E C L A R A TI O N S

F u n di n g

T his r es e ar c h  w as f u n d e d b y ‘Di a m e nt o w y  Gr a nt ’ n o. 0 2 1 1/ DI A/ 2 0 1 9/ 4 8 – Mi nistr y of

S ci e n c e a n d  Hi g h er E d u c ati o n, P ol a n d.  T h e f u n d ers h a d n o r ol e i n st u d y d esi g n, d at a

c oll e cti o n a n d a n al ysis, d e cisi o n t o p u blis h, or pr e p ar ati o n of t h e  m a n us cri pt.

Gr a nt  Di s cl o s ur e s

T h e f oll o wi n g gr a nt i nf or m ati o n  w as dis cl os e d b y t h e a ut h ors:

Di a m e nt o w y: 0 2 1 1/ DI A/ 2 0 1 9/ 4 8.

Mi nistr y of S ci e n c e a n d  Hi g h er E d u c ati o n, P ol a n d.

C o m p eti n g I nt er e st s

T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o m p eti n g i nt er ests.

A ut h or  C o ntri b uti o n s
. A dri a n n a  D o mi ni k a  M usi a ł c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, p erf or m e d t h e

e x p eri m e nts, a n al y z e d t h e d at a, pr e p ar e d fi g ur es a n d/ or t a bl es, a ut h or e d or r e vi e w e d

dr afts of t h e arti cl e, f u n di n g a c q uisiti o n, a n d a p pr o v e d t h e fi n al dr aft.

. L ar a  R a d o vi ć c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, p erf or m e d t h e e x p eri m e nts,

a n al y z e d t h e d at a, pr e p ar e d fi g ur es a n d/ or t a bl es, a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e

arti cl e, a n d a p pr o v e d t h e fi n al dr aft.

. M o ni k a St ef a ni u k- S z m u ki er c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, a ut h or e d or

r e vi e w e d dr afts of t h e arti cl e, a n d a p pr o v e d t h e fi n al dr aft.

. A g ni es z k a  Bi e ni e k c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts

of t h e arti cl e,  m at eri al c oll e cti o n, a n d a p pr o v e d t h e fi n al dr aft.

. B ar b ar a  W all n er c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, a n al y z e d t h e d at a, a ut h or e d or

r e vi e w e d dr afts of t h e arti cl e, a n d a p pr o v e d t h e fi n al dr aft.

. K at ar z y n a  R o p k a- M oli k c o n c ei v e d a n d d esi g n e d t h e e x p eri m e nts, p erf or m e d t h e

e x p eri m e nts, a n al y z e d t h e d at a, a ut h or e d or r e vi e w e d dr afts of t h e arti cl e, a n d a p pr o v e d

t h e fi n al dr aft.

D at a  A v ail a bilit y

T h e f oll o wi n g i nf or m ati o n  w as s u p pli e d r e g ar di n g d at a a v ail a bilit y:

All o bt ai n e d  mit o c h o n dri al  D N A h a pl ot y p es ar e a v ail a bl e at  G e n B a n k:

O R 8 2 7 1 0 3 – O R 8 2 7 1 4 5 .

S u p pl e m e nt al I nf or m ati o n

S u p pl e m e nt al i nf or m ati o n f or t his arti cl e c a n b e f o u n d o nli n e at htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 7 7 1 7/

p e erj. 1 7 5 4 9 #s u p pl e m e nt al-i nf or m ati o n .
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Li n d g r e n  G,  B r o o ks S,  R os a L P,  O rl a n d o L, J u r as  R,  K u ni e d a  T,  W all n e r  B. 2 0 2 3. R e fi ni n g t h e

e v ol uti o n ar y tr e e of t h e h ors e  Y c hr o m os o m e. Sci e nti fi c  R e p orts 1 3 : 8 9 5 4
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