Szent Istvan Egyetem

Mikroszatellit markerek izolalasa hal
populaciok genetikai variabilitas vizsgalatanak

¢és nemesitésének megalapozasahoz

Doktori értekezés tézisei

Kanainé Sipos Doéra Ildiko
Godollé
2019



A doktori iskola megnevezése: Allattenyésztés-tudomanyi Doktori
Iskola
Tudomanysiga: Allat biotechnologia, molekularis genetika az
allattenyésztésben
Vezetéje: Dr. Mézes Miklos

tanszékvezetd egyetemi tanar, az MTA rendes tagja

Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasag- ¢s Kornyezettudomanyi
Kar, Allattudomanyi Alapok Intézet, Takarmanyozastani Tanszék
Témavezet6: Dr. Kovacs Balazs

tudomanyos fémunkatars

Szent Istvan Egyetem, Mezdgazdasag- ¢s Kornyezettudomanyi
Kar, Akvakultura és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Halgazdalkodasi
Tanszék

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



TARTALOMJEGYZEK

TARTALOMUIEGYZEK .....ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt et ee e seseeees e e e 3
1. AMUNKA ELOZMENYEI A KITUZOTT CELOK ..........cc.cocovovvvirrrinnnn 5
(0323 30 5 W 612 =) =3 5
2. ANYAG ES MODSZER .....c..ooomioieieeeeeeeeeeeeeee oo 7
2.1 MINTAGYUJTTES. . ttttiiiieeiieiittiet e e e s s e sttt e e s s s s ebbb b et e e s s s s eabbbesseesssssabbbaaeeesssssanres 7
2.2 DNS IZOLALAS ...ttt e 8
2.3 KONYVTARKESZITES ....coiiitvtiiiieeiiiiittiie e e e s sstbtes e e e s s s sibbaes s e e s s e s saabbenesesssssanrns 8
2.4 SZEKVENCIA MEGHATAROZAS ES PRIMER TERVEZES ......vvvviiiiiiiiiiieiieeeeesiinns 9
2.5 REAKCIOKORULMENYEK OPTIMALIZALASA ...vveeciivvieeeeiriee st svre e 9
2.6 MIKROSZATELLIT ANALIZIS .....uviiiiiiiie sttt ettt evve e e snbae e 10
2.7 POPULACIOGENETIKAI-, VALAMINT MARKEREK-JELLEMZESHEZ
ALKALMAZOTT SZOFTVEREK ...iiiiiittttiiiie e ieiititi e e s ssiibbbrs e s e e s s saabbaae e s e e s seabanrene s 11
2.8 AFEJLESZTETT MIKROSZATELLITEK PCR ALAPU KIMUTATASANAK
MULTIPLEXALASA ...iiiiiiiititiiie ettt ettt e e e e s e ettt e e e e s s s st bbb e e e e e s s sesbaabaneas 12
3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK .......c.ooovoiiiieeeeeeeeeeeeeeeereeeerees 13
3.1 SULLO (SANDER LUCIOPERCA) .....cveietiatenieieste et st et sne et st sne e 13
3.1.1 Konyvtarkeszités és az ujonnan fejlesztett markerek jellemzése ......... 13
3.1.2 Populaciogenetikai analizis ............cccocoiviiieniiiiiiiiniiiiiiesee e 13
3.1.3 A multiplex PCR optimalizalds eredményei ................ccccooeevveenivennnn. 16
3.2 SUGER (PERCA FLUVIATILIS) c.vteuveitvesieesteesteesteeeestvesteestaesteesaesssesneesneesneenseenes 16
3.2.1 Konyvtarkeszités és az ujonnan fejlesztett markerek jellemzése ......... 16
3.2.2 Populaciogenetikai analizis ..............cccocouveiienicniniieiiese e 17
3.3 AFRIKAI HARCSA (CLARIAS GARIEPINUS) ...cuvveuieiiiesieesteesieeie e sneesinesneenne s 18
3.3.1 Konyvtarkeszités és az vjonnan fejlesztett markerek jellemzése ......... 18
4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ........oooovimiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 20
5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK ....cooviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 22
5.1 KONYVTARKESZITES ..oeeeiiiitteiiieee e s seiittiie e e s s e eitaee e e e s s s esabbaet s e e s s s s ssbbaaneaseseas 22
5.2 SULLO (SANDER LUCIOPERCA) .....cveiereaterietestesieresteseese st e steseese st sesnesnenens 23
5.3 SUGER (PERCA FLUVIATILIS) ...cvttiateeuieieseeste st stesieeeeeesee st saesbe e eeesne e e 25
5.4 AFRIKAI HARCSA (CLARIAS GARIEPINUS) ..c.vtvitinieeiieieseesie e siesieenee e see e 27
6. TUDOMANYOS PUBLIKACIOK .........c.ccoviviiiiieieeeeeeeeee e 28
6.1 AZ ERTEKEZES TEMAKOREBEN MEGJELENT TUDOMANYOS PUBLIKACIOK ...28
6.2 AZ ERTEKEZES TEMAJABAN TARTOTT ELOADASOK ......veeeevviiieiiiieeesiiieeeinns 28
6.3 AZ ERTEKEZES TEMAJABAN MEGJELENT POSZTER, ABSZTRAKT ....cocevcvvneennne 29
(SR 0) NN A4 3 20172 2 AR 30
6.5 EGYEB, NEM AZ ERTEKEZES TEMAJABAN MEGJELENT TUDOMANYOS
| 0)2] ) 10N 0] (0 ) SR 30



7. IRODALOMJEGYZEK



1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A halhts fogyasztds mértéke vildgszerte ndvekszik. Ez részben
koszonheto a folyamatosan gyarapodd népesség novekvo igényeinek,
valamint annak, hogy a nyugati tarsadalmakban egyre tobben
valasztjak az egészséges ¢letmddhoz hozzatartozo halhus fogyasztast.
Ezek koziil is igen felértékelodott a ragadozd halak fogyasztisa. A
természetes halszaporulatbdl ezek a megnovekedett igények mar nem
kielégithetoek. Annal is inkabb, mert a fogdsok meglehetdsen nagy
ingadozdsokat mutatnak, amely jelenség tobbek kozott az igen
jelentés antropogén hatasokbdl (kornyezetszennyezés, éldhely
degradacio, talhalaszat) ered. Bar az akvakultira egy igen lendiiletes
agazata az agrargazdasagnak, ahhoz, hogy a megndvekedett igények
folyamatosan  kielégithetéek legyenek, szilikségesek tovabbi
tartastechnologiai fejlesztések €s a technoldgiat jol tird valtozatok
nemesitése. Mindemellett pedig szlikséges az antropogén hatasoknak
kitett természetes populaciok rendszeres genetikai monitorozasa,
sziikséges a genetikai variabilitds megOrzése, valamint a mesterséges
populaciok rendszeres ,,frissitése”. Mind a tenyésztett valtozatok
nemesitéséhez, mind a populécid genetikai értékeinek megdrzéséhez
szlikséges az adott faj mélyrehatd genetikai ismerete. Ez lehetséges
teljes genom vizsgalattal, 4m ennek magas koltsége miatt még
jelenleg is széles korben elterjedt a polimorf genetikai markerek

alkalmazasa.
Célkitiizések

Munkénk soran olyan ragadoz¢ halfajok vizsgalatat tliztiik ki célul,
melyek Magyarorszagon is egyre jelentdsebbek. Ezek koziil az elsd a
stilld (Sander lucioperca), mely hazankban az egyik Oshonos
csticsragadozo, igen keresett a sporthorgaszok korében és a
fogyasztok is igen kedvelik izletes husaért. Mig szamos kutatocsoport
foglalkozik a siilld produktum novelésével, addig a faj genetikai
hatterérél hianyosak az informécioink, valamint kevés genetikai

marker all rendelkezésre az  allomanyok  mélyrehatobb
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tanulmanyozasahoz. Ezért célul tiztiik ki fajspecifikus mikroszatellit
markerek fejlesztését, valamint a fejlesztett genetikai markerekkel a
Duna vizgyiijto teriiletérdl szarmaz6 adllomanyok genetikai diverzités
vizsgalatat, annal is inkabb, mivel a Kzép-Europai siillé populaciok
variabilitasat eddig még nem monitoroztak.

A siillével egy csaladba (Percidae) sorolhato siigér (Perca
fluviatilis), szintén 6shonos, egyre nagyobb népszeriiségnek drvendd
ragadozonk. Bar néhany fajspecifikus mikroszatellit —mar
rendelkezésre all a faj vizsgalatira, ez az eszkOztir még nem
elégséges a faj allomanyainak hatékony vizsgalatara. Ezért célul
tlztik ki fajspecifikus mikroszatellitek izolalasat, majd ezek
felhasznalasaval meghatdrozni a magyar ¢és lengyel allomanyok
kozotti genetikai differencialtsagot.

Végezetiill a harmadik vizsgalt faj az afrikai harcsa (Clarias
gariepinus), amely bar nem Oshonos hazankban, mégis a masodik
legnagyobb mennyiségben megtermelt halunk. Eurépaban Hollandia
és Olaszorszag is jelentés mennyiségben éllitja el8, de Azsidban és
Kozép Afrikaban is igen kedvelt halfajnak szamit. Ezeken a
teriileteken intenziv rendszerben, valamint Afrikaban togazdasagi
korilmények kozott is, nevelik az afrikai harcsat. Ez a sok
szempontbol tag tlirésii faj szamtalan bioldgiai kutatasnak is vizsgalt
objektuma. Mivel genetikai hatterérdl igen csekély informdcié all
rendelkezésre, ezért célul tliztik ki, hogy minél nagyobb szamban
polimorf mikroszatellit markereket izolaljunk. Ezekkel a genetikai
eszkozokkel az is vizsgalhatd, hogy a mesterségesen szaporitott és

fenntartott allomanyok diverzitasa milyen mértékben valtozik.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1 Mintagytjtés

Siill6 esetén 6sszesen 376 egyedtdl (10 populacid), siigér esetén 182

(3 populécio), valamint afrikai harcsa esetén 32 egyedtdl vettiink

farokisz0 mintat. A [. tabldzat Osszegzi a begylijtott mintak

szarmazasat, mintavételi helyét, mintaszamat, valamint hogy mely

populacidtipusbol szarmaznak. A begyijtott farokusz6 mintakat -

20°C-on tomény etanolban taroltuk DNS izolalasig.

1. tablazat. Mintavételi helyek, populacid tipusok és mintaszamok

fajonként.
Faj

Siillé
(Sander
lucioperca)

Siigér
(Perca
fluviatilis)

Afrikai
harcsa
(Clarias
gariepinus)

Orszag Mintavétel helye
(Populacio jelolése)
Duna fels6 szakasza
(Ge)
Kisbajcs (Kb)

Németorszag
Magyarorszag
Gyér (Gy)

Balaton (Ba)
Dalmand (Da)
Attala (At)
Akaszto (Ak)
Nyiregyhaza (Ny)

Romania Temesvar (Ti)

Duna-delta torkolat
(De)

Magyarorszag  Biatorbagy (Hu-B)
Dunafsldvar (Hu-D)

Lengyelorszag Olstyn (Po-O)

Szarvas és G6dol116
(Ma)
Wageningen (Ho)

Magyarorszag

Hollandia

Populaci6 tipusa
természetes vizi

intenziv recirkulacios
rendszer
intenziv recirkulacios
rendszer
természetes vizi

halgazdasag
halgazdasag
halgazdasag
halgazdasag
intenziv recirkulacios
rendszer
természetes vizi
Osszesen:
halgazdasag
halgazdasag
természetes
Osszesen:

intenziv recirkulacios
rendszer
intenziv recirkulacios
rendszer
Osszesen:

Minta
-szam
14

78

21

60
46
21
21
47
20

48

376
80
43
59

182
22

10

32



2.2 DNS izolalas

A szdvetmintakbdl fenol/kloroformos izoldlasi eljarassal nyertiik
ki a DNS-t (Sambrook & Russell 2001). Az izolalast kovetéen a DNS
mindségét agaroz gél elektroforézissel (1% agardz, 1x TBE-puffer,
0,5 pg/ml etidium-bromid) vizsgaltuk és  koncentraciojat
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Az igy kapott DNS-t kettds
céllal hasznaltuk fel: 20 ug DNS-t a konyvtarkészitésre, valamint 50

ng/ul koncentraciora kihigitva a mikroszatellit analizishez.
2.3 Konyvtarkészités
Glenn és Schable (2005) modositott modszerével CA-dinukleotid

ismétlodésekben dusitott genomi konyvtarakat hoztunk létre. A
konyvtarkészitéshez sziikséges DNS-t him egyedekbdl nyertiik, mivel
a vizsgalt halfajokban a himek a heterogamétasok, (Rougeot et al.
2002; Galbusera et al. 2000) amelyek igy mindkét ivari kromoszoémat
hordozzak. A siillé esetén a konyvtar készitéshez a him egyedek a
Dalmandi populaciobol szarmaztak, siigér esetén pedig a
dunafoldvari allomanybol kertiltek ki, mig afrikai harcsa esetén a
konyvtarkészitéshez sziikséges him egyedek Szarvasrdl szarmaztak.
A 20 pg genomi DNS-t tompa végeket ado restrikcids enzimekkel
hasitottuk (Hae Il / Alu | / Rsa I, / HpyCH4 V). Agaréz gél (2%
agar6z, 0,5 pg/ml etidium-bromid, 1x TBE-puffer) elvalasztas utan, a
gélbdl a 300-1000 bp méreti DNS-szakaszokat izolaltuk vissza
NucleoSpin Extract Il kit segitségével a gyartd ajanlasai alapjan. A
fragment mennyiségét spektrofotométer segitségével hataroztuk meg,
majd 10 pg fragmentre foszfatdz kezelést kovetden BoxI linkert
ligaltunk. A BoxI linkerhez hasznalt oligonukleotidok szekvencidja:

BoxI forward primer: 5'-Phos-ATG TCT GAA GGT ACC ACT GCT
GTC CGA AA-3'; Boxl reverse primer: 5-CGG ACA GCA GTG
GTA CCT TCA GAC AT-3. A linkert képzd oligonukleotidok
Osszeolvasztasat Thermal Cycler késziilékben végeztik. Az igy
elkészitett adapter kapcsolasat 16°C-on egy ¢jszakan at végeztiik. A

reakcioelegyhez BoxlI restrikcios enzimet is mértiink, hogy a linker-
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linker komplexeket el tudjuk hasitani. A linker kapcsolddasat a
linkerrdl indul6 PCR reakcioval igazoltuk. Ezt kovette a dusitas, azaz
a tandem repeat tartalmi DNS-szakaszok Osszegyljtése. A
fragmenteket 3' biotinilalt, (CA)wo ismétlédést hordozo
oligonukleotiddal hibridizaltattuk. A  kiemelt egyszali DNS
fragmenteket PCR segitségével alakitottuk kétszaluva, a linker-
specifikus primerek felhasznaldsaval. Az igy kapott terméket T-
vektorba ligaltuk, majd XL10 GOLD Escherichia coli kompetens
sejtbe transzformaltuk. A telepeket kék-fehér szelekcio alapjan
sztrtiik (Ullmann et al. 1967). Az inszertek méretét a T-vektoron
kodolt M 13 primerkdtd helyekrdl induld kolonia PCR reakceiot kovetd
agaroz gél elektroforézissel (1.5%, 1x TBE puffer) ellendriztiik.

2.4 Szekvencia meghatarozas és primer tervezes

A kolonia PCR reakci6 kiértékelését kdvetden azokat termékeket
tisztitottuk meg PCR Advanced Clean Up System segitségével,
amelyek >300 bp méretiikkel jelezték a vektorba épiilést. A tisztitott
PCR termékekrél SP6- (5 CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA
TAG 3’), valamint T7- (5 TAA TAC GAC TCA CTATAG GG 3’)
primereket  alkalmazva 3.1-es BigDye kittel  kapillaris
gélelektroforézissel meghataroztuk az inszertek bazissorrendjét. A
szekvenciakat MEGAS szoftverrel értékeltiik (Tamura et al. 2011). A
legaldbb 5 dinukleotid tandem ismétlddést tartalmazo szekvencidk
flanking régidira Primer3Plus szoftverrel specifikus primereket
terveztiink (Rozen & Skaletsky 2000; Untergasser et al. 2007), majd
meghataroztuk miikodési koriilményiiket (a markerek kimutatasara
alkalmazott PCR-reakcio 0Osszetételét és optimalis homérsékleti
profiljat).

2.5 Reakciokoriilmények optimalizalasa

A mikroszatellit markerek kimutatdsa polimerdz lancreakcidval
tortént. A reakciokoriilmények optimalizalasa soran pontosan
meghataroztuk a reakcio Osszetételét és homérsekleti profiljat. A

reakciot 25 ul végtérfogatban végeztiik. 1x Tag-polimeraz puffer
9



(KCI vagy (NH4)2SOg4-tartalmu), 0,132 mM-0,264 mM forward és
reverse primer, 1,5-3,00 mM MgClz, 0,2 mM dNTP, 0,04 U/ul Taq-
polimerdz és 150 ng templat DNS. A reakcid hdprofilja: 2 percig
95°C-on, majd 2x —(95°C 15 masodperc, 52-56°C 1 perc, 72°C 2
perc), ezt kovetéen 35 / 45x —(95°C 15 masodperc, 52-56°C 20
masodperc, 72°C 40 masodperc), végiil 72°C-on 5 perc. A kovetkezd
markerek kimutatdsdhoz DMSO (4 térfogat%) hozzaadasa is javasolt:
MS 350 Cg, MS 432 Pf, MS 441 Pf, MS 455 Pf, MS 716 Pf. Az
amplikon 5’végére — a bazispar pontossagii méret-meghatarozasahoz
— fluoreszcens jelolést épitettiik be. Ezt a kovetkezd modokon
végeztiik: A) esetben a PCR reakcioban alkalmazott forward primerek
hordoztak 5° FAM fluoreszcens jelolést (direkt jelolt primer), B)
esetben a forward primert hosszabbitottuk meg egy 17 bp hosszlisagu,
a vizsgalt fajra nem specifikus szakasszal (tail; 5’-ATT ACC GCG
GCT GG-3’), amellyel komplementer egy harmadik, 5° végén
fluoreszcens festékkel (PET, FAM, VIC vagy NED) jeldlt primer (tail
primer) (Shimizu et al. 2002). A PCR reakci6 soran az amplikonok

végére éplil a jelolést hordozo oligonukleotid.

2.6 Mikroszatellit analizis

Mindhdrom faj esetén az optimalizalt reakciok lehetdvé tették,
hogy a markerek miikodoképességének ellendrzéséhez ¢s marker
jellemzéshez alacsonyabb mintaszamon (8-8 egyeden), majd
populécidgenetikai vizsgalathoz magasabb mintaszamon végezziik el
a PCR reakciokat. Siill6 esetén 10 populacié populacidgenetikai
diverzitas becslését végeztiik el, 6sszesen 376 egyeden. Siigér esetén
2 magyar allomany és 1 lengyel populdcidé genetikai dsszehasonlito
analizisét valositottuk meg, osszesen 182 egyeddel. Az afrikai harcsa
mikroszatellit alapl genetikai jellemzését 32 egyeddel végeztiik el. A
reakciok sikerességét 2,5-3 9% agaroz gél elektroforézissel
ellendriztik, majd a  sikeres reakciokat eldkészitettiik
fragmentanalizisre, mely vizsgalatot 3130 Genetic Analyzer
segitségével végeztiik el. A fragmentanalizis nyers adatai alapjan a
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bazispar pontossagu fragment méreteket GENEMAPPER SOFTWARE
VER. 4.0 szoftver segitségével olvastuk le, az értékeket MS EXCEL
programmal készitettiik el6 a populaciégenetikai szamitasokhoz.

2.7 Populaciogenetikai-, valamint markerek-jellemzéshez
alkalmazott szoftverek

A fragmentanalizissel megéllapitott allélméret szolgal alapul a
populacidgenetikai mutatok szamitdsdhoz. Meghataroztuk a
populacionkénti vart (He) és a megfigyelt (Ho) heterozigozitas
értékeket, valamint a lokuszonkénti PIC-értéket (Polimorf
Informéciés Tartalom) az EXCEL MICROSATELLITE TOOLKIT VER.
3.1.1 (Park 2001) segitségével. Fstat VER. 2.9.3.2 (Goudet 1995)
programmal szamoltunk a markerek allélgazdagsagat (Ar), a
populaciok Fis-értékeit (a genetikai variancia populacion beliili
komponense), valamint az Fst-érétket (a genetikai variancia
populacidk kozotti komponense), tovabba a géndiverzitast és az
Osszallélszamot 16kuszonként és populacionként. A Hardy-Weinberg
egyenstlytol valo eltérést GENPOP VER. 4.1.0 (Rousset 2008)
programmal allapitottuk meg. A populacionkénti és lokuszonkénti
atlagos all¢lszamot, az atlagos géndiverzitast, valamint a
populacioparonkénti Fst értékeket az ARLEQUIN VER. 3.5 (Excoffier
et al. 2005) szoftverrel szamoltuk. Az egyedi allélok meghatarozasat,
valamint a PCoA (Principal Coordinate) analizist a GENALEX VER.
6.502 (Peakall & Smouse 2012; Smouse et al. 2015) programmal
végeztik el. A Nei-féle genetikai tavolsag (Nei et al. 1983)
meghatarozasaihoz a POPULATIONS VER. 1.2.32 (Langella 2002),
valamint a torzsfa szerkesztéshez siillé esetén a FIGTREE VER. 1.3.1
(Rambaut 2009), siigér esetén a MEGA7 VER. 7.0.14 (Kumar et al.
2016) szoftvereket alkalmaztuk. Az egyedek mikroszatellit analizis
eredménye alapjdn a vizsgalt allomany szerkezetét (populacios
informaciok felhasznalasa nélkiil) a STRUCTURE VER. 2.3.3 (Hubisz et
al. 2009; Pritchard et al. 2000) programmal allapitottuk meg. A

legvaldszinlibb genetikai klaszter szamat az egyes K-értékek
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valoszinliségi analizise alapjan hataroztuk meg (L’(K), L*’(K) és AK)
STRUCTURE HARVESTER (Evanno et al. 2005; Earl & vonHoldt 2012)
segitségével. A populacidgenetikai analizisben alkalmazott markerek
estén GENETIX. VER. 4.05.2 (Belkhir et al. 1999) szoftverrel vizsgaltuk
a kiegyensulyozatlan kapcsoltsagot (LD: linkage disequilibrium). A
null-allél jelenlétének, az allél kiesésnek, tovabba a genotipizalasi
hibaknak a valdsziniségét MICRO-CHECKER VER. 2.2.3 (van
Oosterhout et al. 2004) szoftverrel allapitottuk meg. MICROSOFT
EXCEL program segitségével kerestiik, hogy van-e kapcsolat az ivar
¢s a genotipus kozott azaz, hogy vajon valamely marker ivarhoz
kotheté-e  (siilldé  és  sligér vizsgalatokban). Az  effektiv
populacioméretet LDNE VER. 1.31 szoftverrel hataroztuk meg
(Waples & Do 2008).

2.8 A fejlesztett mikroszatellitek PCR alapu kimutatasanak
multiplexalasa

A kimutatds mddszerét tovabb fejlesztettiik abbol a célbdl, hogy
csokkentsiik az analizis (PCR alapt kimutatas és fragmentanalizis)
1d6- ¢és a felhasznalt anyagok koltségét, valamint a laboratoriumi
munkat. Ezért az 1jonnan izolalt sill6 mikroszatellitekbol
kivalasztottunk 16, magas allélszdmmal rendelkezd markert, amelyek
a reakcidkoriilményeket (PCR 0Osszetétel és hdprofil) illetéen
megegyeznek.  Kialakitottunk 4  kiilonb6z6  marker-szettet,
szettenként 4, allélméretiik  tekintetében jol  elkiiloniild
mikroszatellittel. ~ Szettenként  eltér6  fluoreszcens  jelolést
alkalmaztunk (PET, NED, FAM, VIC), igy a fragmentanalizis
elokészitésekor az azonos egyedbdl szarmazdé mintdk egyiittesen
vizsgalhatoak (a mintdk ,,pool”-ozhatdak). A fragmentek méretét
GeneScan 500 LIZ molekulasuly markerekhez viszonyitva 3130
Genetic Analyzer segitségével hataroztuk meg.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
3.1 Siill6 (Sander lucioperca)
3.1.1 Konyvtarkészités és az tijonnan fejlesztett markerek jellemzése

A siilld genomi DNS-¢bdl kétféle restrikcios enzim hasznalataval
(Rsa I, HpyCH4 V) két CA-dinukleotid ismétlédésekben dusitott
konyvtarat hoztunk Iétre. A meghatarozott szekvencidkat génbank
(NCBI GenBank) adatbazisba helyeztiik. Ezek koziil 34 esetben
sikerilt mukodoképes markert fejleszteniink. A markerek
mikodoképességét legalabb 8 egyeden teszteltiik, majd jellemzdit
meghataroztuk. A 34 mikodoképes marker mind polimorfnak
bizonyult, a detektalt allélok szama 3-20 kozott alakultak
16kuszonként. A legtobb allélt (20) az MS 260 SI markerrel tudtuk
detektalni, de magas a polimorfitasa az MS 84 SlI, MS 192 SI, MS 412
SI, valamint az MS 424 SI markereknek is.

3.1.2 Populaciogenetikai analizis

A kifejlesztett markerek koziil 7 markert (MS 192 SI, MS 195 S,
MS 198 SI, MS 203 SI, MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 Sl) alkalmaztunk
10, a Duna vizgyijtd teriiletérdl szarmazd természetes ¢és
mesterségesen  (tégazdasagban és recirkulaciés rendszerben)
fenntartott allomany (Ak: Akasztd; At: Attala; Gy: Gyor; Ti:
Temesvar, Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhaza; Da: Dalmand; Ba:
Balaton; De: Duna-delta torkolat; Ge: Duna fels6 szakasza) diverzitas
vizsgalatara. A kivalasztott markerek koziil a legtobb kiilonbozo allélt
(17; 20), a legmagasabb atlagos allélszamot (7; 6,7) ¢s
allélgazdagsagot (10,226; 8,661) az MS 192 SI, valamint az MS 260
SI markerekkel detektaltuk, azonban az atlagos osszallélszam (9,14)
is magas volt. A legmagasabb atlagos allélszammal meglepd mdodon
a mesterségesen kialakitott kisbajcsi (Kb: 5,43) és dalmandi (Da:
4,71) allomanyok rendelkeznek.

A vart (He) heterozigozitas értékek 0,452-0,593 kozott, a
megfigyelt (Ho) heterozigozitas értékek 0,415-0,567 kozott alakultak.
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Csupan a temesvari (Ti) és a német (Ge) csoportokon beliil all fenn a
Hardy-Weinberg egyensuly. A legmagasabb atlagos géndiverzitas a
Duna-Delta torkolati (De) és az attalai (At) populacioknal figyelhetd
meg. A populaciok tobbségénél kismértékii heterozigdta-hiany
figyelhetd meg, de a kisbajcsi (Kb) allomanynal kismértékii
heterozigdta-tobblet van (Fis = -0,038).

A populéciok vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt
csoportok hordoznak egyedi jellegzetességeket is. A legtobb (4)
egyedi allélt a Duna-delta torkolatabol (De) szarmazo6 csoportnal
észleltiink, de a kisbajcsi (Kb) és a gydri (Gy) allomanyok is
hordoznak 3-3 egyedi allélt. Az MS 260 S| marker 9 egyedi alléllal
rendelkezik, a soron kdvetkezé MS 397 SI marker mar csupan 3-mal.
Az egyedi alléloknak a frekvencidja igen alacsony, azonban az MS
260 Sl marker esetén az egyedi allélok el6fordulasanak gyakorisaga
15% a németorszagi populacioban (Ge).

Az Osszes vizsgalt populaciora az Fst-érték 0,214, mely azt
tikrozi, hogy a populaciok kozotti genetikai differencidltsag
meglehetésen magas.

Meghataroztuk a Nei-féle genetikai tavolsagot (Nei-féle Da), és a
kapott eredmény alapjan a populaciok kozotti rokonsag dbrazolasara
filogenetikai fat (Neighbour Joining) készitettink (/. dbra). A
legnagyobb genetikai tavolsagot (Da=0,807) a német (Ge) és a gydri
(Gy) populaciok kozott tapasztaltuk. Tovabba nagy genetikai
tavolsagot mértiink a temesvari (Ti) és a német (Da=0,758), a
kisbajcsi (Kb) és a német (Da=0,778), valamint a Duna-Delta
torkolati (De) és a német (Da=0,713) populacidoparok kozott. A
legkisebb genetikai tavolsagot a dalmandi-balatoni populacioparnal
(Da=0,040) figyeltink meg, de hasonldoan alacsony értékeket
mutatnak az akasztoi-attalai (Da=0,073) és a kisbajcsi-nyiregyhazi
(Da=0,085) populacioparok.
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1. abra. Nei-féle genetikai tavolsag alapjan készitett
dendrogram Neighbour Joining modszer alapjan.

A német (Ge, az abran 1. szammal jel6lve), a temesvari (Ti, 2.
szammal jel6lve) és a Duna-delta torkolati (De, 3. szammal jel6lve)
elkiiloniilé szarmazasi csoportokat alkotnak, mig a balatoni (Ba)-
dalmandi (Da) populaciok egy szarmazasi csoportba (4. szammal
jelolve) tartoznak; a kisbajcsi (Kb) és nyiregyhazi (Ny) allomanyok
szintén kiilon szarmazasi egységet alkotnak (5. szammal jeldlve);
valamint az akasztoi (Ak)-attalai (At)-gy6ri (Gy) allomanyok is egy
szarmazasi csoportot alkotnak (6. szammal jelolve). A félkovérrel
jelolt populaciok a természetes vizi populaciok (Ge, Ba, De).

A genetikai tavolsag alapjan PCoA (Principal Coordinate Analysis
vagy fo-koordinita elemzés) elemzést is végeztiink a GENALEX
szoftver segitségével, tovabba STRUCTURE VER. 2.3.3 szoftver
segitségével meghataroztuk az allomanyok genetikai szerkezetét
kiilonbozd szamu klaszterek jelenlétét feltételezve. A STRUCTURE
HARVESTER programcsomag Evanno-moddszere a legvaldszinilibb
csoportszamnak a K=6 mutatta, azaz a 10 mintavételi helyrdl

szarmaz6 mintdk genetikailag 6 kiilon csoportba sorolhatok be. A
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populécidgenetikai analizisben alkalmazott markerek ko6zott nem
tapasztaltunk kiegyensulyozatlan kapcsoltsagot (linkage
disequilibrium). Azt is vizsgaltuk, hogy a detektalt allélok
kapcsoltsagban allnak-e az ivarral, de ebben a tekintetben nem
talaltunk Osszefiiggést, ugyanis nem talaltunk olyan allélt egyik
fejlesztett marker esetén sem, amely csak az egyik ivarban
mutatkozott volna meg.

3.1.3 A multiplex PCR optimalizalas eredményei

Az ujonnan fejlesztett siilldé markerek koziil 16 olyan markert
valasztottunk ki, melyek kelléen magas polimorfitdsuak, azonos
reakciokoriilmények sziikségesek a kimutatdsukhoz, valamint 4
kiilonallo szettbe csoportosithatdak az amplifikalt termékek hossza
alapjan. Az optimalizalt reakciok mitkodoképességét 4 tesztegyeden
ellendriztiik Ezzel a modszerrel kozel negyedére csokkentettiik a
felhasznalt anyagok mennyiségét, valamint a laboratéoriumi munka
idbigényét, Osszességében pedig egy koltséghatékony modszert
fejlesztettiink ki. Egy populéacidogenetikai analizisben rendszerint
elégséges 10-12 polimorf mikroszatellit alkalmazéasa, ez a modszer
igen hatékony és gyors megoldast nyljt nagy mintaszamu vizsgalat

esetén.

3.2 Siigér (Perca fluviatilis)
3.2.1 Konyvtarkészités €s az jjonnan fejlesztett markerek jellemzése

A konyvtarkészités soran 2-féle restrikcios enzimet (Rsa |,
HpyCH4 V) alkalmaztunk az izolalt DNS hasitasdhoz és CAio
oligonukleotiddal hoztunk 1étre a dusitott konyvtarakat. Az altalunk
meghatarozott szekvencidkat GenBank adatbazisba helyeztiik.
Osszesen 25 esetben sikeriilt mitkodéképes markert fejleszteniink. A
markerek optimalis miikddési koriilményeit meghataroztuk, majd
minimum 8 kivalasztott egyeden teszteltiik és jellemeztik.

A 25 miikddéképes marker mind polimorfnak bizonyult, a
detektalt allélok szdma 3-48 kozott alakultak. A legtobb allélt (48) az
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MS 428 Pf markerrel tudtuk detektalni, de magas a polimorfitasa az
MS 427 Pf, MS 464 Pf, valamint az MS 726 Pf markereknek is.

3.2.2 Populaciogenetikai analizis

Az ujonnan fejlesztett markerek koziil az eldzetes vizsgalatok
alapjan valasztott 12 markerrel (MS 426 Pf, MS 427 Pf, MS 428 Pf,
MS 439 Pf, MS 464 Pf, MS 467 Pf, MS 500 Pf, MS 719 Pf, MS 725 Pf,
MS 726 Pf, MS 732 Pf, MS 739 Pf) populaciégenetikai analizist
végeztiikk 2 hazai (Hu-D: Dunafoldvéar, Hu-B: Biatorbagy) togazdasagi
allomanyon 0Osszehasonlitva egy lengyelorszagi (Po-O: Olsztyn)
természetes stigér populacioval. A legmagasabb atlagos allélszammal
a lengyelorszagi természetes populacio (Po-O) rendelkezik.
Mindharom populaciéra elmondhato, hogy a heterozigozitas alacsony
(heterozig6ta hianyt tapasztaltunk), mind szignifikansan eltérnek a
Hardy-Weinberg-féle egyensulyi allapottol. Osszességében viszont a
populaciok kozotti genetikai differencialtsag jelentés (Fst=0,247).

Kerestlik az egyes populaciok egyedi jellegzetességeit az egyedi
allélok detektalasaval. A Hu-B populéciéo kimagasléan sok egyedi
allélt (16) hordoz az MS 428 Pf marker esetén, de még ennél is
nagyobb mértékli a Po-O populéci6 egyedisége, amelynél 21 egyedi
allélt talaltunk az MS 427 Pf marker analizisével, tovabba 18 egyedi
allélt az MS 726 Pf markerrel, 14 egyedi allélt az MS 464 Pf markerrel,
valamint 10 egyedi allélt az MS 725 Pf mikroszatellittel.

A populaciokat paronként is Osszevetettiik, a Nei-féle genetikai
tavolsag (Da), tovabba az Fst értékek fiiggvényében. A Nei-féle
genetikai tavolsag egészen kicsi (0,149) a 2 magyar allomany kozott
(ahogyan a foldrajzi tavolsag is), azonban joval nagyobb a 2 magyar
¢s a lengyel allomanyok (>0,6) kozott. A genetikai differencialtsagot
mutato Fst értékek alapjan is ugyanerre a kovetkezetésre jutottunk.

A populacidk szerkezetét STRUCTURE analizissel hataroztuk meg.
A legval6szinlibb csoportszdm K=2, azaz a 3, kiilonb6z6 helyrdl
szarmaz6 populacio genetikailag - az alkalmazott 12 polimorf
mikroszatellit markerrel végzett analizis alapjan - 2 kiilon csoportba
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sorolhatd be. Az egyik csoportot a 2 magyarorszagi mesterséges
allomany alkotja (Hu-D és Hu-B), a masikat a természetes lengyel
populécié (Po-0).

A GENALEX szoftverrel szamolt genetikai tavolsag alapjan
meghatarozott PCoA (Principal Coordinate Analysis) analizis
eredményét a 2. dbra mutatja be. Az abra jol tiikrozi a magyar

allomanyok hasonlosdgat és a lengyel populdcid genetikai

elkiilontilését.
Principal Coordinates (PCoA)
A A ATS LX)
B AA% (e
~
H éo ¢ 4
o 'R R
L/
Coord. 1
& Dunafdldvar (Hu-D) Olsztyn (Po-O)  ABiatorbagy (Hu-B)

2. abra. A GENALEX szoftverrel szamolt genetikai tavolsag alapjan
meghatarozott PCoA (Principal Coordinate) analizis eredménye.
Hu-D: Dunafoldvar, Po-O: Olsztyn, Hu-B: Biatorbagy.

A populaciogenetikai analizisben alkalmazott markerek kozott
csupan az MS 428 Pf és az MS 439 Pf markerek kozott tapasztaltunk
kiegyensulyozatlan kapcsoltsagot. Mivel az MS 439 Pf marker
egyébként is alacsony polimorfitasu, a késdbbi analizisekbdl ennek a
markernek az alkalmazasa mell6zhetd. Vizsgaltuk a markerek €s az
ivar kapcsoltsaganak lehetdségét is, azonban egyik lokusz sem
mutatott ivari kapcsoltsagot egyik allomanyban sem.

3.3 Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)

3.3.1 Konyvtarkészités €s az jjonnan fejlesztett markerek jellemzése

Osszesen 4 kiilonbozd CA-ismétlddéssel dusitott genomi
konyvtarat hoztunk 1étre (Hae 111/ Rsa I / Alu I / HpyCHA4V restrikcios
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enzimek hasznalataval). Ezekb6l Gsszesen 55 esetben tudtunk a
kimutatasukhoz PCR  primereket tervezni ¢s mikodésiik
koriilményeit optimalizalni. Az 55 mikroszatellit marker koziil 49
mikodoképességét 0sszesen 32 egyeden teszteltiik, melynek célja a
markerek mikodoképességének meghatarozasa, valamint jellemzése
volt. Ennek a vizsgélatnak az eredménye alapjan kivalasztottuk a 8
leginkabb polimorf egyedet, ¢s a maradék 6 mikroszatellitet ezeken
az egyedeken teszteltiik és ezek alapjan jellemeztiik.

A markerenként detektalt allélok szama 2-11 kozo6tt alakultak, de
a markerek tobb, mint fele (27 db) 5-6 allélt reprezentalt és 7
rendelkezett nagyobb allél szammal. Az atlagos Osszallélszam 5,12,
A legalacsonyabb vart heterozigozitas (He) 0,117 (MS 668 Cg), a
legmagasabb 0,793 (MS 175 Cg), a minimum ¢és maximalis
megfigyelt heterozigozitas értékek (Ho) 0,031 (MS 663 Cg) — 1,000
(MS 3 Cg, MS 305 Cg) kozott valtoztak. A vart és megfigyelt
heterozigozitas értékek kozotti kiilonbség kozel a markerek felénél
(22 marker) nem szignifikans, azonban sok olyan markereknél (22
marker), ahol szignifikdns a kiilonbség, ott ez a differencia igen
jelentds (P<0,001***), Meghataroztuk a markerek PIC (Polymorphic
Information Content) értékeit, az allélgazdagsagukat (Ar), valamint a
géndiverzitasukat. A legmagasabb mutatokkal az MS 175 Cg (PIC:
0,763; Ar: 10,024; géndiverzitas: 0,804) marker, a
legalacsonyabbakkal az MS 308 Cg és az MS 668 Cg markerek
rendelkeznek (ezek megegyeznek: PIC: 0,110; Ar: 1,875;
géndiverzitas: 0,125).
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4. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

Elvégzett munkdm alapjan a kovetkezd 1 tudoményos

eredményeket értem el:

1. Sill6 (Sander lucioperca) fajbol 34 Gj, miikodoképes, polimorf
mikroszatellit  markert  izoladltam, melyeknek  PCR-alapt

kimutatdsanak reakciokoriilményeit meghataroztam.

2. A siillébol izolalt markerek koziil 7-tel (MS 192 SI, MS 195 S,
MS 198 SI, MS 203 SI, MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 SI) a Duna
vizgylijté teriiletérél szarmazd 10 populacido diverzitas becslését
elvégeztem. Kimutattam, hogy a vizsgalt populaciok tobbsége
szignifikansan eltér Hardy-Weinberg egyensulyi allapottdl, tovabba
meghataroztam a vizsgalt allomanyok egymashoz viszonyitott

populacids szerkezetét és genetikai szarmazasi kapcsolatait.

3. A sillébol izolalt markerek kozil 16-ot multiplex PCR
analizisbe vontam négy - egyenként négy markert magaba foglalo -
szett kialakitasaval. Meghataroztam a multiplex PCR optimalis
reakciokoriilményeit, mellyel kozel negyedére csokkentettem az
analizis munka- és a felhasznalt anyagok mennyiségét, igy a vizsgalat
koltségét is.

4. Stigér (Perca fluviatilis) fajbol 25 1j, polimorf mikroszatellit
markert  izolaltam, melyeknek  PCR-alapti  kimutatasanak

reakciokoriilményeit meghataroztam.

5. A siigérbdl izolalt markerek koziil 12 marker (MS 426 Pf, MS
427 Pf, MS 428 Pf, MS 439 Pf, MS 464 Pf, MS 467 Pf, MS 500 Pf, MS
719 Pf, MS 725 Pf, MS 726 Pf, MS 732 Pf, MS 739 Pf) alkalmazasaval
2 magyar ¢és egy lengyel allomany kozott Osszehasonlito
populédcidgenetikai analizist végeztem. Kimutattam, hogy a vizsgalt
populédciok szignifikansan eltérnek a Hardy-Weinberg egyenstlyi
allapottol, tovabba meghataroztam a vizsgalt populaciok egymashoz

viszonyitott populacids szerkezetét.
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6. Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) fajbol 55 Gj, mikodoképes,
polimorf mikroszatellit markert izolaltam, melyeknek PCR-alapu
kimutatdsanak reakciokoriilményeit meghataroztam.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 Konyvtarkészités

A dusitds modszere (azaz a mikroszatellit tartalmi DNS
fragmentek  Osszegyljtése) igen hatékonynak bizonyult, a
tradicionalis izolalasi modszerekkel Osszevetve (Rassmann et al.
1991; Lunt et al. 1999), tovabba hasonld hatékonysagt dusitast értiink
el mas dusitassal bdvitett mikroszatellit izoldldsi modszerekhez
viszonyitva (Ostrander et al. 1992; Kandpal et al. 1994).

Annak ellenére, hogy a dusitds igen nagy hatékonysagu volt, a
detektalt markereket nem tudtunk mind markerré alakitani, ugyanis
gyakran tapasztaltuk azt, hogy a flanking régiok alkalmatlanok
primertervezésre: vagy tal rovidek, vagy valamilyen rovid ismétl6do
szekvenciat hordoznak, vagy éppen tul magas/tul alacsony a GC-
tartalmuk.

Osszehasonlitva az 1j generacios szekvenalason alapuld
mikroszatellit és SNP marker izolalassal, a dusitas esetén a
polimorfizmust tartalmaz6 szekvencidk szdma ugyan két
nagysagrenddel kevesebb, a koltsége azonban az 1jgeneracios
szekvenalasok aranak csokkenése ellenére is joval alacsonyabb. A
kivitelezéshez sziikséges eszkozrendszer nem tartalmaz specialis
miiszereket és nagy értékli gépeket (kivétel a kapillaris elektroforézis
késziilek). A konyvtarkészités joval egyszeribb és kisebb
munkaigényli, mig a primer tervezés €s a markerek tesztelése
ugyanolyan mértékli munkat ¢és koltséget jelent. Rdéadasul a
mikroszatellit markerek joval polimorfabbak, mint az SNP markerek,
emiatt mintegy haromszor kevesebb marker vizsgalatara van sziikség
a konzervéacido bioldgiai €s populdciogenetikai munkak soran.
Megfelelden kialakitott és jellemzett marker szett esetén pedig a
kiértékelés automatizalasa is megoldhato (Vignal et al. 2002; Helyar
et al. 2011).
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5.2 Siill6 (Sander lucioperca)

Jelenleg a siilld populdciokrol tovabbra is csekély genetikai
informaci6 all rendelkezésre, csak néhany tanulmany jelent meg
(Kohlmann & Kersten 2008; Gharibkhani et al. 2009; Khurshut &
Kohlmann 2009; Han et al. 2016) annak ellenére, hogy e faj egyre

jelentésebb szerepet kap az intenziv rendszerti haltermelésben.

A fejlesztett markerek mind polimorfnak bizonyultak, a magasabb
polimorfitassal ¢s allélgazdagsaggal rendelkezd markereket
javasoljuk tovabbi vizsgéalatokban valo felhasznélasra, akar kozel-
rokon fajok estében is (mint példaul MS 84 Sl, MS 192 SI, MS 260 S,
MS 412 SI, MS 424 SlI).

Az 0j markerek koziil 7 markerrel (MS 192 SI, MS 195 SI, MS 198
SI, MS 203 SI, MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 Sl) tiz, a Duna vizgyiijté
teriiletr6l  szdrmazd populdcid ¢és tenyészallomany genetikai
variabilitasat, szerkezetét ¢és genetikai rokonsdgat vizsgaltuk.
Kerestlik az egyre fokoz6do siilld telepités, intenziv és togazdasagi
termelés populdciokra gyakorolt hatasat, amelynek egyik jele, hogy a
markerek tobbségeénél, valamint a populdciok 0sszességét tekintve a
vart ¢és megfigyelt heterozigozitds értékek kozott szignifikans
kiilonbség mutatkozott, kismértékii heterozigdta-hianyt tapasztaltunk
(Fis = 0,039). Feltételezhet6en ez részben a tulhalaszat, részben pedig
a mesterséges szaporitasoknal alkalmazott alacsony egyedszam
kovetkezménye lehet. A heterozigozitast hossza évtizedes, tobb

generacids munkaval jol atgondolt betelepitésekkel lehetne emelni.

A mikroszatellit markerrel végzett populacidogenetikai analizisbdl
kidertil, hogy a 10 populacid jelentds genetikai kiilonbozdséget (Fst
= 0,214) mutat, de paronként vizsgalva talaltunk olyanokat, amelyek
ennél is jelentésebb mértékben kiiloniilnek el egymastol, mint példaul
a német (Ge) populaciotdl jelentdsen kiilonboznek a gydri (Gy), a
kisbajcsi (Kb), a nyiregyhazi (Ny) és a temesvari (Ti) alloméanyok. Az
Osszes populaciotol leginkabb a németorszagi Fels6-Duna szakasz

(Ge) populacidja kiiloniil el, itt az egyedi allélok frekvencija is
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magasabb a tobbi populacidhoz képest. A legnagyobb genetikai
diverzitast a kisbajcsi (Kb) intenziv rendszer mutatta, ami nagy
valoszinliséggel annak kdszonhetd, hogy a mintavételt megel6zden
tobbszor frissitették az anyaallomanyt kiils6 forrasbol szédrmazé
anyakkal.

Ezt tdmasztja ala a populacidk genetikai tavolsaga alapjan késziilt
torzsfa is, amelyen a vad populdciok egymashoz viszonyitva a
foldrajzi elhelyezkedésiiknek megfelelden talalhatok meg (vagyis a
balatoni allomany a dendrogram két sz¢lén elhelyezkedd duna-deltai
(De) ¢és a felsé dunai (Ge) allomany kozott talalhatd). Azonban a
togazdasagi €s intenziv rendszerekben tenyésztett dllomanyok nem
illeszthetdk be ebbe a rendszerbe és jol kirajzolodik, hogy mely
alloméanyok kialakitasa épiil ugyanarra a genetikai bazisra. A
populaciok genetikai struktarajanak vizsgalata ezzel teljesen
megegyez0 eredményre vezetett, amely szerint a 10 populacio
legnagyobb valdsziniiséggel 6 csoportra tagolodik. A dalmandi (Da)
populaciét balatoni (Ba) anyahalak révén, a gy6ri (Gy) allomanyt az
akasztoi (Ak), valamint az attalai (At) halgazdasagokbol, tovabba a
kisbajcsi (Kb) intenziv rendszer allomanyat a nyiregyhdzi (Ny)
halgazdasagbol szarmaz6 halak révén hozték 1étre.

Az eredmények alapjan gy tlinik, hogy siilld esetén az elmult tiz
évben bekovetkezett tartastechnologiai fejlesztések (Policar et al.
2016) és tenyésztési programok (Lappalainen et al. 2016) még nem
gyakoroltak jelentds hatdst a természetes vizi siillé allomanyokra, bar
a talzott haldszatnak és visszatelepitéseknek koszonhetden
megfigyelheté némi eltérés a Hardy-Weinberg egyenstlyban. Az
egyre intenzivebb tenyésztés, a szelekcids programok ¢és
visszatelepitések azonban a faj genetikai bazisanak jelentds
hattér felhiguldsdhoz, uniformizalédashoz vezethet, gy mit példaul a
régbéta tenyésztésbe vont ponty (Hulak et al. 2010), vagy sebes
pisztrang (Ward 2006) esetén. Mindezt felismerve aktualissa valt a

génmegdrzési munka elinditsa, a faj genetikai értékeinek megdrzése
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érdekében. Ehhez igen nagy segitséget nyujthat a koltségek
csokkentése érdekében fejlesztett multiplex PCR alkalmazasa,

mellyel 16 mikroszatellit 10kuszt tudunk vizsgalni.
5.3 Siigér (Perca fluviatilis)

Az elmult kozel 20 év sordan szédmos tanulmany jelent meg
természetes sligér populaciok és tenyészetett allomanyok genetikai
diverzitasarol, valamint az antropogén hatdsok monitorozasarol. A
tanulmanyok tobbsége Ny-Eurdpaban (Khadher et al. 2016) és E-
Europaban (Olsson et al. 2011) ¢16 allomanyokat vizsgal, tovabba
egyetlen tanulmany azsiai stigér allomanyokkal foglalkozik (Yang et
al. 2012), azonban kozép-eurdpai természetes €és mesterséges
koriilmények kozott tartott stigér-kozosségeit eddig még nem
vizsgaltak genetikai markerekkel. Ezeknek a tanulmanyoknak
nagyobb hanyadat Sander vitreus-bol és Perca falvecens-bél, a
Percidae csalad amerikai kontinensen €16, rokon fajaibdl izolalt
mikroszatellitekkel végezték. Azonban a kozelrokon fajokbdl izolalt
mikroszatellitek nem minden esetben alkalmazhatoak, s6t, gyakran
alacsonyabb polimorfitast mutatnak mas fajokban (Yue et al. 2010).
Els6ként Yang és munkatarsai (2009), késébb Pukk és munkatarsai
(2014) izolaltak mikroszatelliteket P. fluviatilis-bol. Jelen
tanulmanyban ezt a munkéssagot kivanjuk folytatni, ujabb,
fajspecifikus mikroszatellit markerek fejlesztésével, novelve az igy
létrehozott genetikai eszkozrendszert, valamint ezek felhasznéalasaval
els6ként monitoroztuk Kozép-eurdpai  allomanyok  genetikai

differencialtsagat.

Az alkalmazott konyvtarkészités hatékonysaga koézel optimalis,
mivel a vizsgalt inszertek, tobb mint 92% egyedi szekvenciat
hordozott, mindemellett a dusitas is igen hatékonynak bizonyult,
ugyanis a kapott szekvenciak 93%-ban hordoztak mikroszatellitekre

jellemzd 1smétlodo régiot.

25



A fejlesztett markerekrdl elmondhato, hogy koziiliik néhanyan
kimagasloan nagy polimorfitasuak (MS 428 Pf, MS 427 Pf, MS 464
Pf, MS 726 Pf), amelyek hasznalata kifejezetten ajanlott tovabbi
analizisek soran, azonban az MS 439 Pf marker a magyar allomanyok
vizsgalatdban monomorfnak bizonyult, a tovabbiakban ez a marker

mell6zhet6 az analizisekbol.

A vizsgalt allomanyok szignifikansan eltérnek a Hardy-Weinberg
egyensulytol. Ez a magyar mesterségesen kialakitott allomanyok és a
lengyel populéci6 esetében is feltehetden a szaporitasok €s a szelekcio
antropogén hatasanak kovetkezménye. A mikroszatellitek atlagos
allélszama ennek ellenére viszonylag magasnak mutatkozott (9,611).
A Nei-féle genetikai tavolsagok, a populacioparonkénti Fst értékek,
valamint a STUCTURE és GENALEX szoftverekkel végzett analizisek
alapjan elmondhatjuk, hogy az egymastodl kisebb foldrajzi tavolsagra
levé dunafoldvari (Hu-D) és biatorbdgyi (Hu-B) éllomanyok
genetikailag rendkiviil hasonldéak egyméshoz, genetikai szempontbol
egy csoportot alkotnak, mig a lengyel siigér genetikai szempontbol
elkiiloniild csoportot alkot. Ezt az elkiiloniilést a kimagasldéan sok
egyedi allél jelenléte is alatdmasztja.

Munkénk soran olyan 1j genetikai eszkozrendszert fejlesztettiink,
amely dnmagaban is, valamint a kordbban leirt genetikai markerek
mellé is, jol alkalmazhatdak genetikai variabilitds megallapitasara
sligér populaciokban, valamint feltehetéleg a Percidae csalad mas
képviseldiben is. Az altalunk alkalmazott modszer jol alkalmazhato
lehet olyan kozeli fajok esetében is, amelyek esetén még egyaltalan
nem izoladltak nagy polimorfitdsu genetikai markereket, vagy a
jelenlegi eszkoztar még tovabbi bdvitésre szorul. Munkank
egyediilallo abbol a szempontbol, hogy ez a tanulmany foglalkozik
elészor mikroszatellit alapu vizsgalattal a kozép-eurdpai siigér

allomanyok esetén.
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5.4 Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)

Az afrikai harcsabdl eddig minddsszesen 18 mikroszatellit markert
irtak le (Galbusera et al. 1996; Volckaert & Hellemans 1999, Yue et
al. unpublished data), munkank soran ezt a genetikai eszkézrendszert
tovabbi 55 10j polimorf markerrel bovitettiik ki. Mig az afrikai
kontinensen természetes koriilmények kozott megtalalhato a faj — igy
a produkciot befolyasolja a természetes fogasokbdl szarmazo
mennyiségek, addig Azsidban és Eurdpaban elballitott mennyiség
teljes egésze intenziv recirkulacids rendszerekbdl szarmazik, ami azt
is magaval hozza, hogy az dllomanyok genetikai szempontbdl jelentds
valtozason mehettek keresztiil. Az dllomanyok genetikai sokfélesége
lecsokkenhet er6sen beltenyésztett populaciokat l1étrehozva (ezeken a
teriileteken nem allnak rendelkezésre természetes alloméanyok a
genetikai variabilitds noveléséhez). A genetikai markerekkel
meghatarozva a genetikai sokféleséget, ezt a leromlést igazolhatjuk
vagy cafolhatjuk, valamint genetikai markereket alkalmazva olyan
egyedek bevonasaval végezhetjiik a szaporitasokat, amik még kelléen

polimorfak, igy az allomany genetikai sokfélsége ndvelheto.
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