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JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

Amplified Fragment Lenght Polymorphism (amplifikalt
fragmentum hossz-polimorfizmus)

Allelic Richness (All¢lgazdagsag)

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (denatural6 gradiens
gélelektroforézis)

desztillalt viz
dimetil-szulfoxid
dezoxiribonukleinsav

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Az
ENSZ Elelmezési és MezOgazdasagi Szervezete)

A genetikai variancia populacion beliili komponense
A genetikai variancia populaciok kozotti komponense
vart heterozigozitas (expected heterozygosity)
megfigyelt heterozigozitas (observed heterozygosity)

Hardy-Weinberg egyensulyi allapot (Hardy-Weinberg
Equilibrium)

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
linkage disequilibrium (kiegyensulyozatlan kapcsoltsag)

Magyar HaltermelOk és Halaszati Vizteriilet-hasznositok
Szovetsége

marker assisted selection (markerre alapozott szelekcio)
Magyar Akvakultura Szovetség

molekularis biologiai tisztasagu viz

Effektiv populacioméret

National Center for Biotechnology Information
Neighbor Joining

szignifikancia szint

polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)
Principal Coordinate Analysis (f6-koordinata elemzés)
polietilénglikol

Polymorphic Information Content (Polimorf Informacios
Tartalom)

Quantitative Trait Loci (kvantitativ jelleget hordozo 16kusz)

Random Amplification of Polymorphic DNA (polimorf DNS
véletlenszerti amplifikacidja)
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Restriction Fragment Lenght Polymorphism (restrikcids
fragment hossz-polimorfizmus)

Single Nucleotide Polymorphism (egyetlen nukleotid
polimorfizmus)

Single-Strand Conformation Polymorphism (egyszala
konformécio polimorfizmus)

Unweighted Pair Group method using Arithmentic Averages
(sulyozas nélkiili par csoport modszer szamtani atlaggal)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside
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1. BEVEZETES

A halhus fogyasztds mértéke vildgszerte novekszik. Ez részben koszonhetd a
folyamatosan gyarapod6 népesség novekvd igényeinek, valamint annak, hogy a
nyugati tarsadalmakban egyre tObben valasztjdk az egészséges ¢életmodhoz
hozzatartozé halhus fogyasztast. Ezek koziil is igen felértékel6dott a ragadozd halak
fogyasztasa. A természetes halszaporulatbol ezek a megndvekedett igények mar nem
kielégithetoek. Annal is inkabb, mert a fogasok meglehetdsen nagy ingadozéasokat
mutatnak, amely jelenség tobbek kozott az igen jelentds antropogén hatasokbol
(kornyezetszennyezés, €élohely degradacio, tulhaldszat) ered. Bar az akvakultara egy
igen lendiiletes dgazata az agrargazdasagnak, ahhoz, hogy a megndvekedett igények
folyamatosan kielégithetdek legyenek, tovabbi tartdstechnologiai fejlesztések
sziikségesek. Mindemellett pedig sziikséges az antropogén hatdsoknak Kkitett
természetes populaciok rendszeres genetikai monitorozasa, sziikséges a genetikai
variabilitds megdrzése, valamint a mesterséges populaciok rendszeres ,,frissitése”.
Mind a tartastechnoldgiai fejlesztésekhez, mind a populacidé genetikai értékeinek
megOlrzéséhez sziikséges az adott faj mélyrehatd genetikai ismerete. Ez lehetséges
teljes genom vizsgalattal, am ennek magas koltsége miatt még jelenleg is széles korben
elterjedt a polimorf genetikai markerek alkalmazasa.

Célkittizések

Munkank soran olyan ragadoz6 halfajok vizsgalatat tliztik ki célul, melyek
Magyarorszagon is egyre jelent6sebbek. Ezek koziil az elsé a siilld (Sander
lucioperca), mely hazankban az egyik Oshonos cstcsragadozo, igen keresett a
sporthorgédszok korében €s a fogyasztok is igen kedvelik izletes husaért. Mig szamos
kutatocsoport foglalkozik a siillé produktum novelésével, addig a faj genetikai
hatterérél hidnyosak az informacidink, valamint kevés genetikai marker all
rendelkezésre az allomanyok mélyrehatobb tanulmanyozasdhoz. Ezért célul tliztiik ki
fajspecifikus mikroszatellit markerek fejlesztését, valamint a fejlesztett genetikai
markerekkel a Duna vizgyiijt6 teriiletérol szarmazo allomanyok genetikai diverzitas
vizsgalatat, annal is inkabb, mivel a K6zép-Eurdpai siillé populaciok variabilitasat

eddig még nem monitoroztak.

A siillével egy csaladba (Percidae) sorolhato siigér (Perca fluviatilis), szintén
Oshonos, egyre nagyobb népszertségnek oOrvendd ragadozonk. Béar néhany
fajspecifikus mikroszatellit mar rendelkezésre all a faj vizsgalatara, ez az eszkoztar
még nem elégséges a faj alloméanyainak hatékony vizsgalatara. Ezért célul tiiztiik ki
fajspecifikus mikroszatellitek izolalasat, majd ezek felhasznalasaval meghatarozni a

magyar ¢s lengyel allomanyok kozotti genetikai differenciéltsagot.
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Végezetiil 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 jelentds mennyiségben allitja eld, de
Azsiaban is igen kedvelt halfajnak szamit. Ezeken a teriileteken intenziv recirkulacios
rendszerben nevelik az afrikai harcsat. Ez a sok szempontbol tag tiirésti faj szamtalan
biologiai kutatasnak is vizsgalt objektuma. Mivel genetikai hatterérdl igen csekély
informdaci6 all rendelkezésre, ezért célul tliztik ki, hogy minél nagyobb szamban
polimorf mikroszatellit markereket izolaljunk. Ezekkel a genetikai eszkozokkel az is
vizsgalhato, hogy a mesterségesen szaporitott és fenntartott allomanyok diverzitasa

milyen mértékben valtozik.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Az akvakultira novekvd jelentésége

A globalis édes- és tengervizi szervezetek (halak, rakok, puhatestiick, novények)
termelése évrol évre novekszik. Ez a produktum részben a természetes szaporulatbdl,
részben az akvakultura altal eldallitott termékekbdl tevodik Gssze. A termelés adatait
az ENSZ Elelmezési és Mez6gazdasagi Szervezete (FAO; Food and Agriculture
Organization of the United Nations) 1950 ota regisztralja (FAO 2017). A természetes
szaporulatbol szdrmaz6 mennyiséget a *90-es évekig egyre lassulo iitemi ndvekedése
jellemzi (1. abra), azonban azdta nincs szamottevé novekedés, hanem igen jelentések
a fluktuaciok, amik az er6s emberi hatasokbol fakadnak (éléhely degradacio,
tulhalaszat, kornyezetszennyezés). Az akvakultira tengeri, valamint édesvizi allatok
¢és novények kontrollalt koriilmények kozotti termelését jelenti (Focardi et al. 2005). A

’80-as évek oOta az agrardgazat legnagyobb litemben fejlddé szegmense az egész
vilagon, a vizi eredetli élelmiszerek és termékek iranti novekvo igény kielégitése
végett. Ez a megndvekedett igény tobbek kozott a megndvekedett népességnek is
koszonhetd, és az erésen fluktuald fogasokbol nem fedezheté (Naylor et al. 2000;
Thornton 2010). Az igények nem csupan abban a tekintetben ndttek meg, hogy ezek az
¢lelmiszerek elérhetéek legyenek, hanem abban a tekintetben is, hogy ezek a termékek
kivald minéségben, az év barmely id6szakaban konnyen beszerezhetdek legyenek. Az
akvakulturdbol szarmazo termelés az elmult tobb mint 30 évben toretleniil gyarapszik,

évi 8%-o0s novekedéssel (1. abra).
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Akvakultirabol szarmazo6 produkcio

1. abra. Globalis termelés1950-2015 kozott (FAO adatai alapjan). A
produkcié a fogasokbol, valamint az akvakultiraban megtermelt
mennyiségekbdl tevodik Ossze.
Engle és munkatarsai (2017) szerint a természetes halaszat nem csak a fogasok
fluktudcioja (és azon keresztiil a novekvd igények kielégithetetlensége) miatt

problémas, hanem a kitermelés koltsége is folyamatosan névekszik. Ezzel szemben az
11
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akvakultura relativ koltsége a fejlesztéseknek és novekvé mértékének koszonhetéen
csokkend tendenciat mutat (habar az akvakultara jelenleg még mindig koltségesebb a
természetes szaporulat haldszatdhoz képest). Az akvakultura tevékenységeit
sokféleképpen csoportosithatjuk, ezek koziil az egyik, hogy megkiilonboztetiink
¢desvizi €s tengervizi akvakulturat, melyek koziil az édesvizi akvakultira jelentosége
a nagyobb, a tengeri szervezetek produktumanak javarésze tovabbra is a természetes
fogasokbdl szarmazik. Csoportosithatjuk az alapjan is, hogy mely kontinens vagy
orszag jar élen a termelés volumenét illetben: jelenleg Azsia (azon beliil is Kina)

toronymagasan kiemelkedé mennyiséget allit el6 (Kobayashi et al. 2015). Az europai

orszagok koziil Norvégia a legjelentdsebb termeld (2. dbra).
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2. abra. Az akvakultura termelésben kiemelked6 orszagok (Engle és
munkatérsai nyoman, 2017).

Az akvakultara tevékenységi kore harom csoportra bonthatd: az elsé az
algatermesztés, a masodik a hal-, kagylo-, rak- és garnélatenyésztés, a harmadik pedig
kiilonféle vizi allatok tenyésztése a szabadon €16 allomanyok gyarapitdsa céljabol.
Ezekbdl a tevékenységi korokbdl szarmazd termékekkel probaljak azt a hianyt is
potolni, amit az egyre ndvekvd tulhalaszat generdl. Azonban az akvakultirabol
szarmazd produktum novekedéséhez elengedhetetlenek a folyamatos tartas- és
tenyésztéstechnologiai fejlesztések. Ezek a fejlesztések igen sokrétiiek, hiszen a
termelésbe bevont faj részletes biologiai (optimdlis kornyezeti paraméterek,
szaporodasbiologiai ismeretek, genetikai hattér, egyedfejlédési stadiumok,
taplalkozas, bioldgiai sajatossadgok stb.) ismeretén til szamtalan egyéb informécio az,
ami végiil meghatarozza az akvakulturaban betoltott szerepét. Ilyenek példaul hogy,
hogyan javithatjuk a tapanyag hasznositast, vagy hogyan csokkentsiik a felhasznalt viz
¢€s energia mennyiségét, hogyan csokkentsiik a kdrnyezetterhelést, hogyan kezeljiik a
keletkezé szennyvizet, hogyan hasznositsuk a keletkez6 melléktermékeket, hogyan
javithatnank a termék mindségét (iz és tapérték tekintetében), hogyan bdvithetjiik a

mar meglévé termékpalettat és a feldolgozds modjat, miként diverzifikdljuk a
12
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polikultara fajésszetételét, mindezt Ggy, hogy a termelés hosszautavon fenntarthato
legyen, azaz a természet adta eréforrasokat nem meritjik Ki (SustainAqua 2009;
Thornton 2010; Wurts 2000).

Szamos faj esetén az akvakultarat érint6 fejlesztéseknek koszonhet a folyamatosan
novekvé mennyiség és mindség, valamint az, hogy egész évben elérhetd a termék. Az
intenziv termelés minden fazisa kontrollalt koriilmények kozott zajlik, ebbdl fakadoan
biztositva van a nyomon kovethetdség lehetdsége, tovabba jobban érvényesithetéek az
¢lelmiszerbiztonsagi eldirasok, mint példaul, hogy az akvakultira terméknek
mentesnek kell lenni peszticidektdl és a génmodositastol (Frankic & Hershner 2003;
Focardi et al. 2005).

Azonban tovabbi fejlesztések sziikségesek - a produktum tovabbi ndvelése,
betegségekkel szembeni nagyobb mértékli rezisztenciaval rendelkezd egyedek /
vérvonalak Kitenyésztése, ujabb fajok bevondsa stb. Utjan - amelyeket szamos
tudomanyteriilethez kapcsolodo kutatatds egyiittesen alakit. Ezek kozé tartozik a
molekularis genetika és a populacidgenetika is, mely tudomanyteriiletek tobbek kozott
molekularis markerek fejlesztésével és alkalmazéasaval jarul hozza a tenyésztési és
tartastechnologiai fejlesztések kidolgozasahoz, valamint egyedek / 4allomanyok
genetikai jellemzéséhez (Liu & Cordes 2004).

Az akvakultura helyzete Magyarorszagon

Magyarorszagon a legnagyobb mennyiségben eldallitott hal toretleniil a ponty
(Cyprinus carpio) (MAHAL 2016), magasan kiemelkedik minden mas termelt
halfajunkhoz képest is (A FishStat adatai szerint 2015-ben 18 ezer tonnat allitottak el
Magyarorszagon pontybol, a masodik helyen 4ll6 afrikai harcsabdl pedig 2840 tonnat,
3. abra) (FAO 2017).
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3. abra. Magyarorszag jelentdsebb halfajainak termelése 2010-2015 kdzott
(FAOQ adatai alapjan 2017).

A magyarorszagi akvakultara a *80-as évekig kimagaslonak szamitott a klasszikus
édesvizi togazdasagi haltenyésztésnek koszonhetéen (MASZ 2015). Az azdta
végbement fejlesztések kovetkeztében szdmos orszag haltenyésztése tulszarnyalta
Magyarorszagét. Jelenleg szdmos Gjitasra forditanak jelentds anyagi tdmogatasokat
Magyarorszag versenyképességének fokozdsaért, valamint tobb csapasiranyban
vannak kezdeményezések, amelyekkel a ponty mellett mas, kedvelt fajok mennyiségét
kivanjak novelni (Vidékfejlesztési Minisztérium 2013). llyen kedvelt fajok a jelen

tanulmany targyat is képezd ragadoz6 halak: az afrikai harcsa, a siilld és a siigér. A 3
faj koziil az afrikai harcsa-produkcio jelenleg is kiemelkedden magas, koszonhetden
szamos elényds bioldgiai jellemzbinek, amelyek lehetévé tették, hogy recirkulacios
rendszerben eldallitsak el6. A siilld €s a siigér érzékenyebb, ami megneheziti az tizemi
szintli tenyésztésiiket. Az akvakultiraban megtermelt halaknak nem csupan az
¢lelmiszer eldallitdsban van szerepiik, hanem az antropogén hatasok (ttlhalaszat,
¢lohely degradacio, kornyezetszennyezés) okozta leromlott természetes diverzitast is
ellensulyozhatja, tovabba segithet abban is, hogy veszélyeztetett fajokat
szaporithassunk és tarthassunk fent (Naylor et al. 2000; SustainAqua 2009). Ezeknek a

céloknak az eléréséhez — mint példaul a technologiai fejlesztés, a diverzitas és a
produktum novelése — a molekularis bioldgia igen fontos szerepet tolt be (Park & Moran
1995).

2.2 Genetikai markerek alkalmazasa az akvakultaraban

Az akvakultura fejlesztései kozepette nem feledkezhetiink meg arrdl a szempontrol
sem, hogy ezeket a fejlesztéseket a genetikai diverzitds megdrzésére torekedve
végezziik el, mivel csupan a kelléen magas genetikai diverzitassal rendelkezd
populacid képes a kornyezet megvaltozasaihoz sikeresen alkalmazkodni (Liu & Cordes
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2004). Ezt a diverzitast a genetikai variaciok Osszessége alkotja. Az egyes genetikai
variaciok mutaciok - bazis szubsztitucio, inszercio, delécid vagy lokusz atrendezddés
- révén johetnek létre, a biologiai tulajdonsagok és kornyezeti paraméterek egyiittesen
alakitjak (Sunnucks 2000). A nagyobb mértékii genetikai valtozasokat mar

elektroforézissel vagy restrikcios emésztéssel is diagnosztizalni tudjuk, de a legkisebb
mértéki valtozasokat szekvenalassal, tovabba SNP analizissel detektalhatjuk.
Azonban a szekvenalas magas koltsége miatt a genetikai diverzitas mértékét genetikai
markerekkel is monitorozhatjuk (O'Conell & Wright 1997). Minden olyan jelleget — pl.
nukleinsav szekvencia, fehérjemolekula — amely jel6l vagy nyomon kovet egy részt /

16kuszt a kromoszoman, genetikai markerként hasznalhatunk (Okumus & Ciftci 2003).

A kutatdk a genetikai varidciok feltérképezésében kezdetben fenotipusos bélyegeket,
viselkedési mintazatokat és migraciés mintazatokat alkalmaztak (O'Conell & Wright
1997). Az 1960-80-as években a vérbol izolalhato fehérjék (Moller 1970), majd késdbb

kiilonb6zé enzimek (alloenzimek) elektroforézise alapjan becsiilték a diverzitast

(géntermék vizsgalat), a *90-es évektdl - PCR technika elterjedését koveten - pedig
szamos DNS-alapu technikat (DNS-szintii vizsgalat) fejlesztettek (Okumus & Ciftci

2003). Az idealis genetikai markerrel szemben megfogalmazhaté néhany kritérium:

lehetdség szerint DNS alapi legyen, a kromoszomak mentén egyenletesen
megtalalhato legyen, alkalmazhat6 legyen a PCR mddszer, az analizis megismételhetd
legyen (igy masok eredményeivel is 0sszevethetdek a sajat eredményeink), a genom
tobb pontjat lehessen vizsgélni, a markert konnyen / olcséon / gyorsan lehessen
fejleszteni, valamint a marker Kkellden polimorf legyen, egy-lokuszos és
automatizalhat6 legyen a kiértékelés, valamint kodominans oroklodésti legyen

(Sunnucks 2000). Mivel olyan marker nincs, ami minden kritériumnak maximalisan

megfelel, ezért a vizsgalat targya és célja hatdrozza meg, melyik marker tipus a
legalkalmasabb a vizsgalat elvégzésére. A marker valasztas legalapvetobb szempontjai
a kovetkezOk: a vizsgalat célja, a vizsgalt minta mindsége és mennyisége, a modszer
felbontoképessége, vannak-e elérhetd markerek, amennyiben nem, gy a
markerfejlesztésnek mekkora az id6- €és munkaigénye, valamint a modszer

koltségigénye (Okumus & Ciftci 2003). A genetikai markerek felhasznalasi teriilete igen

tag (Jarne & Lagoda 1996): genetikai eredetli betegségek diagnosztikajaban (Apablaza et
al. 2015), géntérképezésben (Tong & Chu 2002; Liu 2003; Yue 2014; Tong & Sun 2015),
populaciogenetikai vizsgalatokban — variancia, valamint a beltenyésztettség
meghatarozasara (Davis & Hetzel 2000), rokonsagi kapcsolatok feltarasaban (Queller et
al. 1993), allomanyok / populaciok genetikai megkiilonboztetésére (Bjorklund et al.

2007), a haziasitas / tenyésztés hatasanak nyomon kovetésére (Horvath et al. 2014), a

tenyésztd a sajat termékének genetikai jelolésére (Rolli et al. 2014), a tenyésztés

szempontjabol fontos, valamint a kvantitativ jellegeket hordozo lokuszok
térképezésében (QTL mapping) (Kennedy et al. 1992; Beuzen et al. 2000), markerre
alapozott szelekcioban (MAS) (Yue 2014), a genom manipulaciok igazolasaban
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(ploiditas, ginogenezis, androgenezis, ivar meghatarozas, ivaratforditas igazolasaban)
(Carter et al. 1991). A molekularis markereket jellemzé szam a PIC (Polymorphic
Information Content), amely megmutatja, hogy az adott marker mennyire alkalmas

polimorfizmus vizsgalatara. Ertéke fiigg a detektalt allélok szamatél és azok
frekvencia megoszlasatol: minél magasabb az allélszam, valamint minél
egyenletesebb az allél frekvenciak eloszlasa, annal magasabb a PIC értéke, igy annal
alkalmasabb polimorfitds vizsgalatokban. Botstein és munkatarsai az alabbi ajanlast
teszik a PIC értékére vonatkozdan: Azok a markerek, melyek PIC értéke meghaladja
a 0,5-t a rendkiviil (nagyon) informativ csoportba sorolja. Azok, amelyek értéke 0,5 és
0,2 kozotti a mérsékelten informativ markerek, és amelyek értéke 0,2-nél kisebbek,
azok a csekély mértékben informativak. Ennek megfeleléen, markerek kivalasztasa
esetén a legoptimalisabb az, ha csak olyan markereket alkalmazunk, melyek PIC
értéke meghaladja a 0,5 értéket. (Botstein et al. 1980).

A legjelentésebb — akvakulturaban széleskoriien alkalmazott - genetikai markerek
a kovetkezok, 6sszehasonlito jellemzésiiket az 1. tabldzat tartalmazza:

e Alloenzimek

A DNS-ben torténé valtozas a fehérjékben 1-1 aminosav cseréjét
eredményezheti, ami a vizsgalt enzim méret- ¢és toltésbeli megvaltozasdban
mutatkozik meg. Az igy létrejovo fehérjeszinti kiillonbségek elektroforézissel
kimutathatéak. Ezt a moédszert mar a ’60-as évek Ota hasznaltak, de az

akvakulturaban csupan a ’80-as évektdl valt elterjedté (Hunter & Markert 1957;

Liu & Cordes 2004). Az akvakultiraban populaciok / allomanyok azonositasara,

fajok és magasabb taxondmiai csoportok elkiilonitésére, valamint szarmazas
ellendrzésre és kisfelbontasu genetikai térképek megalkotasara alkalmaztak
(O’Connel et al. 1996). Kis koltségii, konnyen kivitelezhet6, kodominans

oroklodés menetet kovetd genetikai markerek, amelyekkel egyszerre tobb
16kusz is vizsgalhato. Hatranya, hogy csak ,,frissen” és nagyobb mennyiségben
vett mintabol lehet eredményesen dolgozni, valamint a null-allél lehetdsége,
tovabba, hogy nem teljes mértékben tiikkr6zi a DNS megvaltozéasat (ezzel a
modszerrel példaul nem mutathatéak ki azoknak a DNS szakaszoknak a
megvaltozasa, amelyrél nem torténik fehérjeszintézis, vagy amely valtozas

nem eredményez aminosav cserét) (Okumus & Ciftci 2003). Sok tanulmanyban

az alloenzimeket valamilyen mas marker vagy jelleg vizsgalataval egyiittesen
alkalmazzak, hatranyos tulajdonsagainak ellensulyozéasa végett, mint ahogyan
Grobler és munkatarsai munkajaban is lathatjuk. Grobler és munkatarsai (1994)
afrikai harcsa (Clarias gariepinus) allomanyokat vizsgaltak alloenzimekkel,
melyben a morfologiai és genetikai jellegek kapcsolatat vizsgaltak. Azt

tapasztaltak, hogy a heterozigozitas €s a fenotipusos variancia korrelalnak.
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Mitokondrialis DNS markerek

A sejt citoplazmajaban elhelyezkedd mitokondriumok sajat 6rokitd anyaga
— a mitokondrialis DNS — néhany tulajdonsagaban jelentésen eltér a sejtmagi
DNS-t6l (Brown et al. 1979; Okumus & Ciftci 2003; O'Connell et al. 1995),

bizonyos vizsgalatokra kiilonosen alkalmas (példaul faj azonositasra,

hibridizacid igazolasara, palacknyak effektus meghatarozasara), ahogyan ezt
Béres és munkatarsai (2017) tanulmanyaban lathatjuk, amelyben fajspecifikus
mitokondrialis markereket irtak le torpeharcsa hibrid és a sziil6i fajok
megkiilonboztetésére. A mitokondriumok a sejtben sok - akar tobb tiz ezer -
kopiadban is megtalalhatoak, konnyen izolalhatoak. A haploid mitokondrialis
genom anyai 6rokl6dés menetet kovet, a mutacios rataja 10-szer nagyobb a
genomi DNS-hez képest (Birky et al. 1989). Leggyakrabban a D-loop régiot
vizsgaljak: ez a mitokondrialis DNS nem-kodolo régidja (azaz nem torténik

fehérjeszintézis errdl a régiorol), amely nincs szelekcids nyomads alatt, igen

hipervariabilis, ezért diverzitas vizsgalatra alkalmas (Bernatchez et al. 1992). A

mitokondrialis DNS citokrom b gén vizsgalataval filogenetikai analiziseket
végeznek univerzalis és konzervativ jellegiiknek kdszonhet6en (Johns & Avise
1998). A mitokondrialis genom vizsgalatanak legnagyobb hatranya, hogy nem
tilkkr6zi a sejtmagi genom valtozésait, ezért dnmagaban nem alkalmazhat6
diverzitas becslésre (Liu & Cordes 2004).

Restrikcios fragment hossz-polimorfizmus (RFLP)

Az RFLP mddszer az elsd sejtmagi genom vizsgalat, ami Uj teriiletet nyitott
a biologiai tudomanyok szamara. Az RFLP technika (Botstein et al. 1980)

molekularis hattere az, hogy a restrikcios enzimek felismerd helyeiben
végbemend muticidos esemény  (szubsztitucid, inszercid, delécio)
megvaltoztatja a hasitas kovetkeztében keletkez6 DNS szakaszok méretét és
szamat, azaz ha eltlinik egy hasitohely, akkor megnd a fragment mérete és ezzel
csokken a fragmentek szama. Kivitelezése egyszerlisodott a PCR moddszer
elterjedésével, ugyanis a PCR lehet6vé tette, hogy felsokszorozzuk azt a DNS-
szakaszt, ami a restrikcios helyet hordozza, ezzel az analizis kiértékelése is
konnyebbé valt (PCR-RFLP). Bar elényos, hogy kodominans o6roklodést
mutat, azonban nem tul magas polimorfitdsa miatt diverzitas becslésre kevéssé
alkalmas (Liu & Cordes 2004). Lehoczky és munkatarsai (2005) ugy tudtak
mégis diverzitasbecslésre alkalmazni a PCR-RFLP markereket, hogy

mikroszatellit markereket is alkalmazott kozonséges ponty (Cyprinus carpio

L.) tiszai és dunai vérvonalak vizsgalata soran.
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e Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)

A RAPD markerek alléljainak kimutatasa PCR-rel torténik, amelynél rovid
(8-10 bp) hosszisagu primereket alkalmaznak alacsony annealing (primer
kapcsolodasi) homérséklet mellett (Williams et al. 1990). Ezekrdl az

oligonukleotidokrdl a lancszintézis a genom tobb pontjardl indul egyszerre. A
reakcid soran szamos kiilonb6zé méretli fragment keletkezik, azaz a modszer
soran egyszerre tObb 10kusz vizsgéalhatdo a szekvencia ismerete nélkiil. Az
amplikonok megléte/hianya, valamint mérete €s szama tiikrozi a divergenciat.
Eldnyos tulajdonsagai kozé tartozik, hogy egyszerli és gyors a kimutatasuk,
amihez kis mennyiségli DNS is elegendd, nagy polimorfitastak, azonban a sok
fragment kiértékelése nehézkes, valamint a reakcio igen laborérzékeny (ami
miatt problémas a reprodukalhatésaga) (Pérez et al. 1998). A

dominéns/recessziv 0roklodés menet miatt a homozigoéta dominans ¢és a

heterozigdta genotipusok nem kiilonboztethetéek meg (Wirgin & Waldman

1994). A fent leirt kedvezd tulajdonsagoknak, valamint a konnyii és olcso
kivitelezésnek koszonhetéen szamos tanulmanyban kedvelt modszer: fajok
azonositasaban, populacid szerkezetének vizsgalataban, kornyezeti hatasok
tanulmanyozasaban, diverzitas becslésben (Liu & Cordes 2004). Kovacs és
munkatarsai (2001) ivar specifikus RAPD markereket hoztak 1étre Clarias

gariepinus fajbol, amely nem csupan a fajon beliil alkalmazhatd, hanem kozel-
rokon fajokban is mitkodoképesek (Clarias macrocephalus, Heterobranchus
longifilis). Miiller és munkatarsai (2004) RAPD markereket hasznaltak a siill6

és a kosiilld fajok és azok hibridjének, a fehérkdvesnek az elkiilonitésére.

¢ Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP)
Az AFLP technika az RFLP kis polimorfitasat és a RAPD moddszer alacsony

reprodukalhatosagat célozta kikiiszobolni. Ebben a modszerben a restrikcios
hasitast 2 enzimmel végezziik: egy gyakran és egy ritkan hasitoval. A keletkezd
(és kiilonbozé végll) fragmentek végére ismert szekvenciaju adaptereket
kapcsolunk. Ezt kovetden PCR reakcioban felsokszorozzuk a fragmenteket: a
pre-szelekcios 1épésben 1 nukleotiddal tilnyld primert alkalmazunk, a poszt-
szelekciés PCR reakcid sordn mar 2 vagy 3 nukleotiddal talnyuld
oligonukleotidokat alkalmazunk, valamilyen jel6lés (pl. fluoreszcens festék)
beépitésével egyidejiileg. Az amplikonokat elektroforézissel detektaljuk. Ezzel
a modszerrel a restrikcios fragmentumok meglétét vagy hidnyat tudjuk jelezni
¢és erre a modszerre is igaz, hogy egyidejiileg tobb 16kusz vizsgalhato (\Vos et
al. 1995). Tovabbi elénye, hogy nagy polimorfitast mutat, konnyen
reprodukalhatod, olcso, hatranya a domindns/recessziv 0roklodés menet
valamint a bonyolult mintazat kiértékelése (Liu & Cordes 2004).
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e Mikroszatellitek

Mivel jelen tanulmany a mikroszatellitek izolalasarol és populaciégenetikai
alkalmazasardl szol, ezért ezt a genetikai markert nagyobb részletességgel
mutatom be. A mikroszatellitek a repetitiv szekvenciak csoportjaba sorolhatd
olyan 1-6 bazisparnyi ismétlddések sorozatai, amelyek két, csak az adott
genom egyetlen pontjara jellemzo szekvencia-részlet kozott helyezkednek el.
A polimorfizmusukat az ismétlédések szamanak valtozasa adja (4. dbra).
(Tautz 1989; Weber & May 1989; Litt & Luty 1989). Kimutatasukat a hatarolo
szekvenciakra tervezett PCR primerek teszik lehetdvé (Bruford & Wayne 1993).

—

|

ISMETLODO EGYSEGEK (repeat régio)

4. abra. A mikroszatellitek vazlatos felépitése. A négyzetek az ismétl6do
egységeket, a fekete nyilak a specifikus primereket, a kék vonalak az egyedi hatarolo
- flanking - szekvencia részeket jelolik.

A mikroszatellitek mind a prokaridta, mind az eukaridta szervezetekre
jellemzoek (Tautz et al. 1986). Az allatvilag — igy a halakra is - legjellemzébb
ismétl6do egységei a citozin-adenin (CA) és a guanin—adenin (GA) dinukleotid

egységek (Toth et al. 2000). A mikroszatellitek jelentdsége az 1980-as évektol

kezddédéen novekedett egészen az Ujgeneracios szekvendldsi technologidk
elterjedéséig, ugyanis sokkal informativabb genetikai marker a fent
felsoroltaknal, azonban kevésbé informativ a DNS szekvencidhoz képest
(Hughes & Queller 1993; Jarne & Lagoda 1996; Pérez-Espona 2017; Yue & Wang

2017). Elény6s tulajdonsagai kozott szerepel, hogy kodominans

oroklésmenetli, szelekcids szempontbol neutrdlis, az egész genomban
megtalalhatéak (atlagosan 10 kbp-onként), a konnyebben értékelhetd egy-
16kuszos analizist teszi lehet6vé, polimorfitasa kiemelkedéen magas, Kis
allélméretiiknek koszonhetden egyszerli a kimutatasuk PCR reakcioval és az
azt kovet6 kapillaris elektroforézissel (Queller et al. 1993; Jarne & Lagoda 1996;

Magoulas 1998). A genomban mind a kodold, mind a nem-kodold régidkban

megtalalhatoak, a nem-kodold régiokban nagyobb mennyiségben fordulnak el

(Kashi et al. 1997; Metzgar et al. 2000; Téth et al. 2000). Mutacios rataja 102-10

® /16kusz / generacio, melyet a hosszukban bekdvetkez6 valtozas tiikroz (Amos

& Rubinsztein 1996; Ellegren 2000). A mikroszatelliteket érint®é mutacios
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események leggyakrabban a repeat région beliil torténnek a replikacio soran a

polimeraz enzim megcsuszasa (slippage) révén (Schlotterer & Tautz 1992),

valamint bekovetkezhet egyenlétlen rekombinacio és téves bazisbeépiilés
kovetkeztében, vagy transzponozoknak koszonhetéen (Levinson & Gutman
1987; Charlesworth et al. 1994; Beuzen et al. 2000; Ellegren 2002; Sekar et al. 2009).
Mint a tobbi genetikai markernek, a mikroszatelliteknek is vannak korlatai: a

slippage jelensége a kimutatdsukhoz alkalmazott PCR reakcidban is
megfigyelhetd, emiatt hibas genotipizalas is lehetséges, modositja a
végeredményt a null-allélok jelenléte, ami tobbek kozott abbol fakadhat, hogy
egy mutaci6 éppen a primer kétéhelyet érintette (Bruford & Wayne 1993), vagy

hogy a hossz-polimorfizmust nem a repeat egység mutacioja, hanem a flanking

région belili mutacid6 okozza (Callen et al. 1993). Hatranya még a

markerfejlesztés magas koltség-, id6- és munkaigénye (O'Connell & Wright
1997; Magoulas 1998; Vignal et al. 2002). A mikroszatellitek DNS-ben betoltott
szerepérol igen sokrétli, am kevéssé bizonyitott feltételezés van. Néhany

esetben bizonyitottdk, hogy kromatin organizacidban, DNS rekombinécio,
valamint a transzkripcido szabdlyozdsdban, tovabba a génexpresszid €s a
sejtciklus modositasaban vesznek részt (Li et al. 2002; Chistiakov et al. 2006) (5.
dbra), azonban ezek egyike sem tekintheté altalanosnak. Mindezeket a

mikroszatellitek az ismétlodd egységének szekvenciajabol eredd sajatos
szerkezet (pl. hurok) kialakitasa révén végzi. A mikroszatellitek
felhasznalhatoak géntérképezésre,(Knapik et al. 1998) egyedi DNS azonositasra

¢és szarmazas ellendrzésre (VVandeputte et al. 2011), filogenetikai és konzervacio

genetikai tanulmanyokban (Zardoya et al. 1996), molekularis jarvany- és

kortanban (Rodriguez-Ramilo et al. 2011), mennyiségi jellegek (QTL)

térképezésében (Beuzen et al. 2000; Cnaani et al. 2003) és markerre alapozott

szelekcioban (MAS) (Poompuang & Hallerman  1997), vérvonalak

elkiilonitésében (Horvath et al. 2014), valamint egyes populaciok és allomanyok

diverzitasanak a meghatarozasaban (Slatkin 1995).
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Mikroszatellitek
funkcioja

Kromatin Gén aktivitas

organizacio szabalyzas

DNS metabolizmus

szabalyzas

Kromoszéma szerkezet *  Transzkripcid szabalyzasa

kialakitasaban *  Transzlacié szabalyzasa
DNS szerkezetének *  Fehérje k&td helyek
kialakitasaban +  DNS replikacié kialakitasa
Centromer és telomer +  Rekombinécié
régiok kialakitasaban +  Mismatch Repair (MMR)
+  Sejteiklus
szabalyzasaban

5. abra. A mikroszatellitek funkcidi (Li és munkatarsai nyoméan 2002)

e Single Nucleotid Polymrphism (SNP)

Az SNP-marker egyetlen bazis megvaltozasaval (szubsztiticio révén) jon
létre (Chee et al. 1996). A genomban igen sok SNP van, a kodolo régi6 SNP

markerei a fehérje aminosav sorrendjét — és ezen keresztiil a funkcidjat — is
megvaltoztathatja. Mivel ennél a markernél nem jellemz6 a polimeraz
megcsuszasa - a replikacio vagy transzlacio esetén — sokkal stabilabban
oroklodnek. Kodominans biallélos marker, aminek kOszonhetden az
eredmények konnyen értékelhetdek, a kiértékelés automatizalhato. A kétallélos
tulajdonsdg hatranya, hogy sokkal tobb markerre van sziikség, hogy
megbizhatd eredményeket kapjunk. Beuzen és munkatarsai (2000) szerint
Otszor annyi SNP sziikséges, mint mikroszatellit, Vignal és munkatarsai (2002)
haromszoros mennyiségli SNP-marker alkalmazasat javasoljak a
mikroszatellitekhez képest. Kimutatasara tobb lehetdség is van: restrikcios
hasitas alapjan (PCR-RFLP technikaval), vagy az SNP markert tartalmazé
DNS-szakasz konformacios vizsgalata alapjan (pl. SSCP, DGGE), szekvencia
meghatdrozassal, vagy éppen oligonukleotid proba segitségével. Az
oligonukleotid probak révén a chip technologianak kdszonhetéen (Lipshutz et
al. 1999) az SNP analizisnek igen nagy lett a felbontoképessége, valamint
automatizalhato és gyors modszerré valt (Liu & Cordes 2004). Az Gjgeneracios

szekvenalasi modszerek elterjedésével jelenleg a legkedveltebb molekularis
genetikai marker (Yue & Wang, 2017).
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1. tablazat. A genetikai markerek jelentGsebb jellemz6inek 6sszehasonlitasa (Liu & Cordes nyoman 2004).

Marker tipus

Alloenzim

Mitokondrialis
DNS

RFLP
RAPD

AFLP

Mikroszatellit
SNP

Jellege

biokémiai
sejtorganellumi
sejtmagi

sejtmagi

sejtmagi

sejtmagi / mitokondrium
sejtmagi

Oroklodése

kodominans
anyai

kodominans

dominans /
recessziv

dominans /
recessziv

kodominans

kodominans

Kodolé szakasz (K) /

Nem-kédolé (NK)

szakasz vizsgalatara

alkalmas
K

K és NK egyarant
foleg NK

foleg NK

foleg NK
K és NK egyarant

Egy 16kusz (E) / Tébb

lokusz (T) egyidejii

vizsgalatara alkalmas

Varhat6 allélszam

2--6
sok
2
2

2

sok
2 (de legfeljebb 4)
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A polimorfitas
mértéke
alacsony
valtozd
alacsony

kozepes

magas

magas
magas
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2.3 Mikroszatellit izolalasi modszerek

A mikroszatellitek felépitésrdl a korabbi fejezetben mar sz esett, ezért csupan
visszautalok arra, hogy a mikroszatellitek flanking régidi igen konzervativak, tovabba
rendszerint faj, de legalabb taxon specifikusak. Ezért ezeket a markereket sziikséges a
vizsgalt fajbol fejleszteni, vagy kozel rokon fajbol izolalt markereket adaptalni. Mivel
az adaptacionak jelentGs korlatai vannak (Yue et al. 2010), valamint kevés esetben igaz,
hogy kozel rokon fajbol vannak mar leirt markerek (mert kimagasloan sok marker
»csupan” a gazdasagilag vagy kutatdsi szempontbdl jelentés fajokbol allnak
rendelkezésre), igy a legtobb esetben () fajok esetén) sziikséges az izolalas, ami
tulajdonképpen annak a DNS-szakasz bazissorrend meghatarozasat jelenti, amely a
mikroszatellitet hordozza. A mikroszatellitek izolalasi modszere igen nagy valtozason
¢és fejlodésen ment keresztil ez elmult évtizedekben. A molekularis biologia
forradalmi 4talakulasa és korszerisodése ezen genetikai markerek fejlesztési
modozataiban is nyomon kovethetd. Kezdetben a kutatok konyvtarkészités nélkiil
izolaltak markereket, a RAPD modszer segitségével (Wu et al. 1994). Ezt kétféleképpen
alkalmaztak: vagy a RAPD primer tartalmazta a mikroszatellitre jellemz6 ismétl6do
egységeket, vagy a RAPD analizist kdvetden hibridizaltattak a fragmenteket ismert
szekvenciaju, mikroszatellitekre jellemz6 ismétlédéseket hordozo probakkal (Cifarelli
etal. 1995). Bar ehhez a modszerhez nem sziikségesek elézetes szekvencia informaciok
(tovabba gyors és olcso, valamint relative egyszeru a kivitelezése és az eszkdzigénye),
a modszer hatékonysaga még meglehetdsen alacsony Volt, valamint csupan a
nehezebben értékelhetd multi-lokusz analizisre teremtett lehetdséget. Ennél joval
hatékonyabbak a parcialis konyvtar készitésen és - sziirésen alapuld modszerek. Az
1zolalt DNS-t restrikcios enzimekkel hasitottak (vagy ritkdbb esetben szonikalassal).
A 300-700 bp méretii fragmenteket vektorba klonoztak (ezt megeldzheti egy ismert
szekvenciaju adapter hozzaépitése a DNS két végére). A transzformaciot a telepek
szlirése kovette, amit kezdetben egy olyan Southern-hibridizacioval végeztek,
amelyben az oligonukleotid proba mikroszatellitekre jellemzd ismétlédeseket
tartalmazott. Ez a hibridizacos proba a detektalashoz sziikséges jelolést is hordozta,
ami lehetett radioaktiv (*2P; **P) vagy nem-radioaktiv (pl. digoxigenin) (reviewed in

Zane et al. 2002). Ez a modszer mar sokkal koltség-, id6- és munkaigényesebb a
korabbinal, azonban sokkal hatékonyabb is. A modszert tovabbfejlesztették, abbol a
célbol, hogy a munka €s 1d6 raforditast csokkentsék. Ezt gy érték el, hogy egy dusitasi
eljarast alkalmaztak a fent leirt kdnyvtarkészités soran. Ezt a dusitast Paetkau és
munkatarsai (1999), valamint Ostrander és munkatarsai (1992) tn. horgonyzott
primerek alkalmazasaval végezték: az alkalmazott primer repeat-specifikus
szekvenciat, valamint az 5’ végen biotin jelolést hordozott, majd a detektaldst
Southern-hibridizacioval végezték. Ezekkel a modszerekkel még ugyan nem

egyszerlisodott a konyvtarkészités, azonban a konyvtarak sziirésére forditott 1dd
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markansan lerovidiilt. A jelenleg is alkalmazott és leginkabb kedvelt izolalasi

modszereket alabb részletezziik Andrés & Bogdanowicz alapjan (2011).

2.3.1 Tradicionalis izolalas

A jelenleg is alkalmazott szelektiv hibridizacion alapul6 izolalasi modszer alapjait
Hamilton és munkatarsai (1999) fektették le. A genomi DNS-t restrikcios enzimekkel
hasitjdk, majd a megfelelé méretli fragmentek (rendszerint 300-1000 bp)
visszaizolalasat kovetéen a DNS-szakaszok végére duplaszalti ismert szekvenciaju
adaptereket ligalnak. Ezt koveti a dusitas, ami tobbféleképpen is kivitelezhetd:
Kandpal és munkatarsai (1994), valamint Kijas és munkatarsai (1994) 5’végen
biotinilalt repeat-egységeket tartalmazo probakkal végezte a dusitast (folyékony
kozegben), mig Karagyozov és munkatarsai (1993), valamint Armour és munkatarsai
(1994) nylon membranra kototte a probakat (szilard fazison). Ezek koziil jelenleg a
leggyakoribb az 5’végen biotinilalt proba alkalmazasa. Ez a proba a mikroszatellitet
hordoz6 DNS-szakasszal hibridizal, majd sztreptavidinnel boritott magnesezhetd
gyonggyel képez komplex vegyiiletet. A leoldott egyszala DNS-t az adapterrdl induld
PCR reakcidval kétszalusitjak, majd a megfelelé klénozd vektorba ligaljak. A
vektorkonstrukciot kompetens sejtbe transzformaljak, majd szelektiv taptalajon
novesztik a sejteket. A felszaporodé telepeket PCR reakcié segitségével sziirik. Igy
végeredményképpen foleg azok a fragmentek keriilnek szekvencia meghatarozasra,

amelyek ismétlodo egységeket hordoznak (Zane et al. 2002).

2.3.2 Uj generaciods szekvenalasi modszeren alapul6 izolalas

Az Uj-generacios szekvenalasi modszerek merdben eltérnek a klasszikus Sanger-
féle szekvencia meghatarozastol. A modszerek fejlesztésénél alapveté szempont volt,
hogy csokkentsék a teljes genomok szekvenalasanak koltségeit. Ezt ugy tudtak elérni,
hogy sok mintanak egyidejiileg hatarozzak meg a bazissorrendjét, ezzel csokkentve az

idoraforditast, valamint csokkent az egyetlen nukleotid meghatarozasanak a koltsége

is (Abdelkrim et al. 2009). Ezeknél a modszereknél némileg csokkent a leolvasott
szakaszok hossza (néhany szaz bazispar), azonban a leolvasott fragmentek szdma igen
megnovekedett. Rendelkezésre allnak olyan bioinformatikai rendszerek, amelyek
ezeknek a leolvasott szakaszoknak az Osszeillesztését végzi, valamint olyan
szoftverek, amelyek lehetévé teszik az Osszeillesztésb6l nyert hatalmas
adathalmazokon beliili keresést és eligazodast. A modszer eldnyds abbol a
szempontbol is, hogy relative konnyedén és gyorsan kivitelezeto a teljes genom szintli
vizsgalat, azonban a modszernek vannak korlatai is, mint példaul, hogy az egy
nukleotid szekvencia meghatarozds koltsége ugyan csokkent, azonban a
végeredményként kapott hatalmas adatmennyiség okan az 6sszkoltség tovabbra is igen
magas, valamint a kapott fragmentek leolvasasi hosszai (read) megrovidiiltek. Az
Osszeillesztésben is adodhatnak hibak (pl. ha csupan a repetitiv DNS-szakaszban van
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atfedés), ami igy konkatamer szekvencidkat eredményez. Tovabbi nehézséget jelent,
hogy az 0j-generacios szekvenalashoz kapcsolddo szoftvereknek nagy teljesitményii
szamitogépekre van sziikségiik (Andrés & Bogdanowicz 2011). A tradicionalis

markerfejlesztéshez képest viszont joval kevesebb laboratdériumi munkdra van
sziikség, ami szintén fontos szempont. Bar j-generacios szekvenalasi modszerek a
mikroszatellitek izolalasaban kevéssé terjedtek el az SNP markerekhez képest, King
¢s munkatarsai (2015) tanulmanyaban olvashatunk erre példat, ahol lllumina, illetve az
lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) sequencing platform segitségével
fejlesztettek mikroszatelliteket.

2.4 Genetikai markerek alkalmazasa a populaciok diverzitdsanak becslésében

A populéciok vagy allomanyok jellemzésekor legeldszor az allélok / genotipusok /
gének frekvenciajat, majd a heterozigozitast sziikséges meghatarozni. A megfigyelt
heterozigozitds rendszerint eltér a vart heterozigozitastol, bar a kiilonbség nem
feltétlentil szignifikans. Ebben az esetben a Hardy-Weinberg egyensuly fennallasarol
besz¢liink. Az egyensulyban 1évé populaciora jellemz6 a nagy egyedszam, a random
parosodas, a populdciot nem éri szelekcidés nyomds, nem torténik mutacid és nincs
migracio, valamint az allél és genotipus gyakorisdgok generacionként allandoak. A
vizsgalt populdciot ehhez az idealizalt allapothoz viszonyitjuk, az ettdl valo eltérés
tiikkr6zi a szelekcid jelenlétét, a migracié fennalldsat és a nem random parosodast
(Wright 1949). Az eltérés y?-probaval, valamint Exact teszttel mérhetd. Az eltérés
szignifikanciajanak meghatarozasahoz valdsziniiség vizsgalat sziikséges (Probability
Test) (Guo & Thompson 1992). A populaciok kozotti és populacion beliili genetikai

kiilonbozdség F-statisztikaval hatarozhatdo meg, ahol Fir a teljes genetikai varianciat
jellemzé komponens, Fst a populaciok kozotti genetikai varianciat jellemzd
komponens, Fis a populacion beliili genetikai varianciat jellemz6 komponens (Weir &

Cockerham 1984). A populaciok genetikai analizise soran a kiegyensulyozatlan

kapcsoltsag (linkage disequilibrium, LD) fennallasa és mértéke is vizsgalando,
valamint ezek az ért¢kek a géntérképezésben is felhasznalhatoak. Ebben a 1épésben a
véletlen kombindlodastol valo eltérést vizsgaljuk, ami leginkébb ott mutathato ki, ahol
a gének kapcsoltak, de egyes szelekcios hatasokra ott is bekdvetkezhet, ahol a gének
fizikailag nem kapcsoltak. Az idedlis populacioban LD=0, amiben tehat fennall a
véletlen kombinalddas lehetdsége, de ha egy populdcioban LD szignifikansan eltér 0-
tol, akkor valamilyen szelekcios erd (vagy éppen a fizikai kapcsoltsag) fenntartja a
kapcsoltsagot (Lewontin & Kojima 1960; Ciftci & Okumus 2002). A genetikai varianciat

tobbek kozott a génaramlas (gene flow), a genetikai sodrodas (genetic drift) és a
szelekcid egylittesen alakitja (Liu & Cordes 2004). Molekularis mechanizmusat tekintve

DNS-replikacié soran kialakuld valamely mutacidos esemény (példaul slippage
kovetkeztében inszercido) Vvagy rekombinacié (egyenlStlen crossing over,
génkonverzid) soran manifesztalodnak (Harding et al. 1992; Tachida & lizukat 1992). A
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populédciok kozti genetikai tavolsagok meghatarozéasaval torzsfak szerkeszthetok,
amik tiikrozik az evolucios kapcsolatokat is. Ennek meghatarozasara leggyakrabban a
Nei-féle genetikai tavolsagmérést hasznaljak (Nei et al. 1983). A torzsfaszerkesztéshez
az UPGMA (Unweighted Pair Group method using Arithmentic Averages) vagy a NJ
(Neighbor Joining) algoritmusok a leggyakrabban alkalmazott szamitasi modok
(Lemey et al. 2009).

2.5 A vizsgalt fajok bemutatasa

2.5.1 Siill6 (Sander lucioperca)

A sillé Kozép- és Kelet-Eurdpaban dshonos ragadozo halfaj, azonban az elmult
évtizedekben Dél- és Nyugat-Eurépa, tovabba Kis-Azsia édes és félsos vizeibe is
behurcoltdk. Kiilonosen értékes izletes és szalkaszegény husanak kdszonhetden.
Hiivosebb, oxigénben gazdag, kemény aljzatu, iszapszegény allo és folyovizeinkben
egyarant megtalalhato. Kiilonosen érzékeny az oxigénszintre és a hdmérsékletre; nagy
teriiletre van sziiksége (kiilondsen szaporodasi idészakban). Amennyiben ez a teriilet
nem 4all rendelkezésre, az ivadékok szama jelentésen lecsokkenhet a kannibalizmus

miatt (Horvath & Staszny 2013). Zsdkmanyolo életmddja miatt mas fajok populacidinak

szabalyozasaban is szerepet jatszik (Gharibkhani et al. 2009) igy jelentds okologiai

értéket képvisel. Okologiai jelentdsége abban is megmutatkozik, hogy a siill
csucsragadozoként kivaloan alkalmas az Un. gyomhalak vagy invaziv halfajok
visszaszoritasaban, mint ahogyan azt a kinai razbora esetében lathatjuk (Csorbai 2015).
A siilld természetes elterjedési teriiletén eléforduld populécidirol és mesterségesen
1étrehozott allomanyairdl megjelent néhany tanulmany, alabb ezek koziil mutatjuk be

a legjelentdsebbeket.

Az 1990-es években a halak tanulmanyozasaban leginkabb elterjedt genetikai
markerek az alloenzimek, a mitokondrialis DNS markerek, valamint a PCR-RFLP
markerek voltak, a siill6 vizsgalata soran is. Billington és munkatarsai a Percidae
csalad Stizostedion nemzetségéhez (Sander nemzetség korabbi megnevezése) tartozo
3 jelentGsebb faj (észak-amerikai fajok: S. canadense, S.vitreum, eurépai faj: S.
lucioperca) evolucios kapcsolatat kezdték feltarni alloenzimekkel és mitokondrialis
DNS marker vizsgalatokkal (Billington et al. 1990), mely vizsgalatba késdbb tovabbi
fajokat - S. volgense (Billington et al. 1991) - Perca fluviatilis és P. flavescens (Billington

1998) - is bevontak, valamint tovabbi markereket is alkalmaztak vizsgalataik soran.
Ezeknek a tanulmanyoknak ekkor még ,,csupan” annyi volt a céljuk, hogy a vizsgalt
fajok kozotti evolucios kapcsolatokat tarjak fel. Az eredmények ravilagitanak annak
fontossagara, hogy a taxonomia kialakitdsaban ezeknek a genetikai informacionak
oriasi a jelentdségiik, azonban a hagyomanyos taxondmiai médszerek (mint példaul a
morfologia) sem elhanyagolhatéak. A vizsgalat szerint a Sander és Perca fajok
jelenlegi természetes elterjedése tobbségében tiikkrozi a kapcsolatuk szorossagat
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(szoros kapcsolat az eurdpai fajok kozott, valamint szoros a kapcsolat az észak-
amerikai fajok kozott), azonban azt is megfigyelték, hogy a S. marinus faj (mely a
Fekete-tengerben és a Kaszpi-tengerben talalhatd meg), egy ,.koztes” Sander-fajnak
tekinthet6: atmeneti tulajdonsdgokat mutat az észak-amerikai Sander-fajok (S.
canadensis, S. vitreus) valamint az eurdpaiak (S. lucioperca, S. volgensis) kozott, attol
fiiggetleniil, hogy a faj csupan Europaban talalhato meg. A Percidae csalad
molekularis filogenetikai analizisét Sloss és munkatarsai folytattak tovabb, immaron

mitokondrialis DNS szekvencia alapjan (Sloss et al. 2004) és mar nem csupan a Perca

és Sander nemzetségeket, hanem a csaladhoz tartozd valamennyi nemzetséget
vizsgaltadk. Ezeket a nemzetségeket jelenleg — immaron figyelembe véve a
mitokondrialis DNS szekvencia alapu analizis eredményeit is— 4 filogenetikai
csoportba soroltak (Etheostomatinae, Luciopercinae alcsaladok, tovabba Perca és a
Gymnocephalus nemzetségek).

A 2000-es években a mikroszatellitek jelentosége a populaciogenetikaban egyre
novekedett, hiszen a polimorfitasuk joval nagyobb, az értékelhetdségiik egyszeriibb,
valamint a genomi DNS nem kddold régioirdl is informaciot kapunk. A Percidae
csalad Sander nemzetségébe tartozo 5 faj (Sander lucioperca siilld, S. volgensis
késiilld, S. marinus tengeri siilld, S. vitreus északi siilld, valamint S. canadensis) koziil
csupan a S. vitreus (Borer et al. 1999; Wirth et al. 1999; Coykendall et al. 2014), valamint
a S. lucioperca (Kohlmann & Kersten 2008; Han et al. 2016) fajokbdl izolaltak
fajspecifikus mikroszatelliteket (A S. lucioperca fajbol eddig izolalt markereket alabb

mutatjuk be részletesebben). Sok esetben mas halfajokbdl izolalt markereket is
sikeresen alkalmaztak (adaptaciot kovetéen), mint ahogyan ezt Wirth és munkatarsai
(1999) bemutatjak: a S. vitreus fajbdl fejlesztett 11 mikroszatellittel vizsgaltak a S.
canadensis, a S. lucioperca, a Perca flavescens, valamint a P. fluviatilis fajokat. A
markeradaptacié a legkozelebbi rokonsagban allo fajban (S. canadensis) volt a
legsikeresebb. Nem csupan a Sander nemzetség képvisel6ibdl izolalt
mikroszatelliteket, hanem Perca nemzetséghez tartozé fajokbol izolalt markereket is
tudtak sikeresen adaptalni Sander fajokra, ahogyan ennek példajat Leclerc és
munkatarsai tanulméanyaban lathatjuk (2000). Az azonban minden vizsgalatban jol
nyomon kovethetd, hogy az adaptacionak jelentds korlatai vannak, ugyanis a legtobb
esetben a rokon fajbdl izolalt mikroszatellit kézel sem mutat olyan magas

polimorfitast, mind abban a fajban, amelybdl fejlesztették (Yue et al. 2010). Mégis

sokak altal kedvelt modszer, amennyiben sikeriil olyan markereket talalni a mar
meglévoek koziil, amelyek nem veszitették el teljesen a polimorfitasukat, hiszen
ezekkel a markerekkel megsporolhato az izolalas, tovabba joval gyorsabba és olcsobba
valnak az analizis fajlagos koltségei.

A génbankban jelenleg (2017. augusztus 22.) 59 db siillébdl fejlesztett
mikroszatellit szekvencia taldlhatd, azonban ezek koziil csupan 27-et alakitottak
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genetikai markerré. Kohlmann & Kersten 9 mikroszatellitet (2008), Han és
munkatarsai tovabbi 18 polimorf markert izolaltak (2016) siillobol. Ezeknek a
markereknek a miikodoképességét ugyan vizsgaltak egy alacsonyabb mintaszamu
csoporton (25, valamint 30 egyeden), de a markerfejlesztéshez kapcsolodo
vizsgalatokban populaciogenetikai analizist nem végeztek. A Kohlmann és Kersten
altal leirt stillé-specifikus markereket elészér Khurshut és Kohlmann hasznaltak fel
aral-tavi siill6 allomanyok diverzitasanak vizsgalatara (Khurshut & Kohlmann 2009),

késobb Barmintseva és munkatarsai kazasztani allomanyok (Barmintseva et al. 2014),

Louati és munkatarsai franciaorszagi allomanyok (Louati et al. 2016), valamint

Eschbach ¢és munkatarsai németorszagi allomanyok vizsgalatara hasznaltak ezeket a
stillé-specifikus markereket (Eschbach et al. 2014). Tovabbi siilld allomanyokat
vizsgaltak szintén populacidogenetikai szempontbol Sander vitreus és Perca flavescens

fajokbdl izolalt mikroszatellitekkel a Skandinav félsziget édes vizeiben, valamint a
Balti-tenger félsos 6bleiben (Bjorklund et al. 2007; Saisa et al. 2010; Salminen et al. 2012),
Franciaorszagban a Rhone foly6 delta torkolataban (Poulet et al. 2009), és a Kaszpi-
tengerben (Gharibkhani et al. 2009). Ezek a tanulmanyok jol tiikrozik, hogy a faj

dshonosnak vélt elterjedési teriiletrdl szamos helyen végeztek mar populdciogenetikai
analizist, azonban a Duna vizgy(ijtd teriiletén €16 siilld populaciokrél még igen
hianyosak az ismereteink. A fenti tanulményok (marker fejlesztések ¢és

populacidgenetikai vizsgalatok) legfontosabb eredményeit a 2. tdbldzat tartalmazza.

2.5.2 Siigér (Perca fluviatilis)

A siigér Eszak-Amerika és Eurazsia-szerte elterjedt, Kozép- és Kelet-Eurépaban
valamint Azsia nyugati teriiletein 6shonos ragadozé halfaj. Kedvelt a sporthorgaszok
korében, de igen keresett arucikk értékes és izletes, szalkaszegény husanak
koszonhetden. A siillohoz hasonléan a népes Percidae csalad képviseldje. Rendszerint
lassu vizfolyast folyo-, valamint iszapszegény allovizeket népesit be. A FAO adatai
szerint (FAO 2014, 2017) jelenleg a fogasokbol szarmazé mennyiség két

nagysagrenddel meghaladja az akvakulturabol szarmaz6 mennyiséget. A termelési
adatok vilagosan tiikrozik, hogy a fogasingadozasok igen jelentdsek, igy a
megndvekedett fogyasztoi igények nem kielégithetéek. Ahhoz, hogy a termelés
kiegyensulyozottabb legyen, a sikeres tartastechnologiai fejlesztésekhez a faj
mélyrehatobb — molekularis genetikai - ismerete is sziikséges. Szamos kutatocsoport
vizsgalta az elmult évtizedekben is a siigeret genetikai szempontbdl, melynek

legjelentdsebb tanulmanyait az aladbbiakban foglaljuk dssze.

A ’90-es években a siigér genetikai variabilitas vizsgalatat alloenzim (Heldstab &
Katoh 1995), késobb mitokondrialis DNS vizsgalatok (Nesbo et al. 1998), majd
hamarosan (Nesho et al. 1999) RAPD analizis alapjan hataroztak meg. Azonban Leclerc

¢s munkatarsai (2000) leirjak, hogy egy faj populacidogenetikai szerkezetének részletes
leirasdhoz, valamint mélyrehat6 filogeografiai jellemzéséhez az alloenzimek és a
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mitokondrialis DNS, mint genetikai markerek, nem elegendéek. Leclerc ¢és
munkatarsai 10 (2000), majd Li és munkatarsai (2007) 32 mikroszatellit markert
izolaltak Perca flavescens-b6l, majd ezek kozel-rokon fajokban valo
alkalmazhatosagat vizsgaltak, tobbek kozott Perca fluviatilis-en is. Zhan és
munkatarsai (2009) nem csupan genomi DNS-bdl fejlesztettek mikroszatelliteket,
hanem cDNS-bdl is, tehat olyan mikroszatellit szekvenciakat hataroztak meg, amely a
DNS kodol6 régioin beliil talalhatéak. Ezek a mikroszatellitek ugyan alkalmasabbak
QTL analizishez, de diverzitasbecslésre kevésbé. Gerlach és munkatarsai (2001)
Sander vitreus fajbol izolalt mikroszatellitekkel vizsgaltdk a Boden-to
siigérallomanyanak genetikai diverzitasat, mely vizsgalat arra is ravilagitott, hogy a
siigér a vizsgalt ¢éldhelyen szubpopuldciokba tomoril, és hogy az egyes
szubpopulaciokat kozeli rokonok alkotjak, s6t, a genetikai markereket ebben a
tanulmanyban a viselkedéskutatasba is bevontdk. Mivel a szubpopulaciok kozotti
génaramlés korlatozott vagy éppen teljesen akadalyozva van, ezért a mikroszatellitek
segitségével detektalhatd a genetikai differencidlodds — szubpopuldcios szinten is
(Bergek & Bjorklund 2007; 2009; Bergek et al. 2010; Olsson et al. 2011). Kahilainen és
munkatarsai (2011) Ny-Finnorszagban talaltak Sander lucioperca és Perca fluviatilis

hibrid egyedet. Mind morfologiai, mind genetikai vizsgalatok (mikroszatellit analizis)
alapjan azt tapasztaltak, hogy a hibrid sok tulajdonsag tekintetében koztes jellegeket
hordoz. Rolli és munkatarsai (2014) mikroszatellitekkel hataroztadk meg a vizsgalt
stigér populaciok szdrmazésat, referencia csoportokhoz viszonyitva, ami azért is
jelent6s, mert a halhus arat a szarmazasa is befolyasolja. Pukk és munkatarsai 2013-
ban megjelent kdzleményiikben hangstilyozzak, hogy az észtorszagi siigérallomanyok
erds fluktuacidja a szabalyozatlan halaszatnak és az illegalis halkitermelésnek
koszonhetd. Tanulméanyukban szorgalmazzak a szabalyozas és nyomon kdvethetdség
miel6bbi kidolgozasat (Pukk et al. 2013). Hamarosan létre is hoztak egy olyan

mikroszatellit alapl tesztrendszert siigérre, amely genetikai alapon azonositja a
foldrajzi eredetet, hogy ezzel a pontosabb szarmazasellendrzéssel visszaszorithassak
az illegalis halkitermelést és halkereskedelmet (Pukk et al. 2016). Ezt a tesztrendszert

Perca fluviatilis-b6l 1jgeneracios szekvenaldsi modszer segitségével izolalt
mikroszatellitekbdl hoztak 1étre (Pukk et al. 2014). Fontos azonban azt is kiemelni, hogy

a stigérbdl legeldszor Yang és munkatarsai (2009) izolaltak mikroszatelliteket. Az
izolalt markerekkel vizsgaltak kinai allomanyokat, és azt tapasztaltak, hogy Kinaban -
a siigér természetes elterjedési teriiletének keleti hataran - a stigér genetikai diverzitasa
csekély (Yang et al. 2012). Khadher és munkatarsai intenziv tenyésztésbe bevont és vad

stigér allomanyokat vetettek 6ssze, mégpedig abbdl az aspektusbodl, hogy az intenziv
tenyésztésbe bevont (haziasitott) sligér genetikailag miként valtozott meg a vad
stigérhez képest. A genetikai variabilitas Osszehasonlitasara Perca flavescens-bol és
Sander vitreus-bdl izolalt mikroszatellitekkel végezték az analizist. A tanulmany

szerint a ,haziasitott” siigér megvaltozasa nem csupan genetikailag kimutathato,
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hanem fizioldgiai, viselkedésbeli, morfologiai és szaporodasbiologiai elvaltozast is
megfigyeltek (Khadher et al. 2016).

Mig a siill6 esetében a természetes elterjedési teriiletrdl szamos populacidgenetikai
tanulmany jelent meg, addig a siigér esetén a tanulmanyok sokkal specifikusabb
kérdések megvalaszolasa kapcsan keriiltek eldtérbe Ilyenek példaul a kozeli
csaladtagokbol kialakuld szubpopulaciok 1étrejottének mechanizmusa (Bergek &
Bjorklund 2007; 2009; Bergek et al. 2010); vagy az, hogy a siigért érzékeny mivolta miatt

bioindikatornak is hasznaljak (Khadher et al. 2015); vagy egy olyan tesztrendszer

kidolgozasa, ami a halhtis nyomon kovethetdségét teszi lehetdvé (Pukk et al. 2016);

vagy miként kolonizalta az eurdpai vizeket a siigér az utolso jégkorszak 6ta (Nesbo et
al. 1999). Ezekben a tanulmanyokban olyan altalanos érvényl kovetkeztetéseket is
levontak (vagy éppen egy kivald példaként szolgalod esettanulmanyt mutattak be),
amelyek mar tilmutattak a P. fluviatilis fajon.

Siill6 és stigér (valamint kozelrokon fajok) mikroszatellitek fejlesztésérdl, valamint
a mikroszatelliteket alkalmazo legjelentésebb populacidogenetikai kutatasokat a 2.

tablazat 6sszegzi.
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2. tablazat. A Sander és Perca nemzetségek jelentds képviseldibdl izolalt mikroszatellitek bemutatasa, valamint ezeknek a markereknek populaciogenetikai
alkalmazasa a S. lucioperca és P. fluviatlis fajokban.

Marker fejlesztés

Tanulmany Merl%’i li?ol;g;'l[z(l)lli?;?)k a Markerek Milyen fajt vizsgaltak? Megjegyzés
Borer et al. (1999) Geslgi?jéicife;r\g\tggge: Svid, Svi6, Svil7, Svilg, Sviz6, | o vitreus, Perca flavescens T c'e@ flavecens faj esetén a miikodé markerek: Svid,
; Svi29, Svi33 Svil8, Svi33.
Sander vitreus)
S. vitreus fajban mind a 11 marker polimorf. S.
canadenis fajban mitkddnek Svi L2-L11 és ezek mind
polimorfak. P. flavescens fajban miikod6é markerek:
Stizostedion vitreum Svi L1, Svi L2, Svi L3, Svi L4, S. vitreus, S. canadensis, P. Svi L1 (monomorf), Svi L6, Svi L8, Svi L10 és Svi
Wirth et al. (1999) (jelenlegi megnevezése: Svi L5, Svi L6, Svi L7, Svi L8,  flavescens, S. lucioperca, P. L11 (monomorf). S. lucioperca fajban miik6d6
Sander vitreus) Svi L9, Svi L10, Svi L11 fluviatilis mikroszatellitek Svi L2, Svi L4 (monomorf), Svi L6
(monomorf)-Svi L11 markerek. P. fluviatilis fajban
pedig Svi L1, Svi L4 (monomorf), Svi L6, Svi L7, Svi
L10, Svi L11 (monomorf) markerek.
A szerz6 megemliti, hogy a fejlesztett markerek koziil
Leclerc et al. P flavescens E;:: té E;:: té g::g t? E;:: tg P. fluviatilis, S. canadensis, mind polimorf volt a P. flavescens fajban, 8 volt
(2000) ' ,Pfla L9 ' Pfla Llé ' S. lucioperca, S. vitreus miitkod6képes a P. fluviatilis fajban, valamint, hogy a
' markerek fele miikodott a Sander fajokban.
YP6, YP7, YP9, YP13, YP16,
YP17, YP28, YP30, YP41, YP49,
Li et al. (2007) P. flavescens iigg XE%) $E$§ XE?: zﬁsg S];c.l ca_na_dgnsis, S._ vitreus, P. Az izolalt 32 markerbéil %5 a P. fluviatilis fajban is
uviatilis, Percina peltata miikodott.

YP80, YP81. YP84, YP85, YPI6,
YP99, YP106, YP108, YP109,
YP110, YP111, YP113
MSL-1, MSL-2, MSL-3, MSL-4, A markereket kimutaté PCR reakciokat multiplexaltak

Kohlmann & . ;
Kersten (2008) S. lucioperca MSL-5, MS';\;IGS’&SH’ MSL-8, S. lucioperca is (3-féle szettet kialakitva).
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Zahn et al. (2009)

Yang et al. (2009)

Coykendall et al.

(2014)

Han et al. (2016)

Pukk et al. (2014)

P. flavescens

P. fluviatilis

S. vitreus

S. lucioperca

P. fluviatilis

YP23, YP72, YP86, YP89, YP90,
YP94, YP95, YP105 (genomi
mikroszatellitek); PFE01, PFEO3,
PFEO6, PFEQ7, PFEOS8, PFE11,
PFE12, PFE14, PFE15, PFE19,
PFE20, PFE22 (mikroszatellitek
cDNS-r61)

HL13, HL36, HL41, HL17, HL1,
HL18, HL61, HL64, HL50,
HL10, HL11, HL12

Svit038, Svit048, Svit049,
Svit053, Svit054, Svit055,
Svit056, Svit060, Svit098,
Svit100, Svit101, Svit103,
Svit104, Svit105, Svit106,
Svit109, Svit115, Svitl16

SI11, Sl19, SI51, SI52, SI57,

SI117, SI124, SI136, SI148,

SI165, SI166, SI167, SI174,

SI176, SI176, SI183, SI186,
S1192, SI195)

Pflu3068, Pflu5951, Pflu6750,
Pflu6900, Pflu7009, Pflu7585,
Pflu9296, Pflu9462, Pflugg9s,
Pflu10174, Pflu12189, Pflu13223,
Pflul7171, Pflu26209, Pflu29376,
Pflu29742, Pflu30072

P. flavescens, S, vitreus

P. fluviatilis

S. vitreus, S. canadensis

S. lucioperca

P. fluviatilis
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A markerfejlesztés részben genomi DNS-rdl részben
CDNS-r6l tortént. A fejlesztett markereket 30 P.
flavescens egyeden tesztelték, tovabba S. vitreus

fajban is kiprobaltak mitkodoképességiiket.

Kina Xinjiang tartomanyanak Ulungur nevii tavaban
talalhato stigér populacié diverzitasat hataroztak meg
az ujonnan fejlesztett markerekkel. A markerek 2/3-
anak PIC értéke az igen informativ csoportba
sorolhaté (PIC>0,5).

S. vitreus fajban mind a 18 marker miikkodéképes,
polimorf, azonban a S. canadensis fajban csupan a
Svit053, Svit055, Svit060, Svit098, Svitl01, Svit103,
Svit104, Svit105, Svit115, Svit116 markerek
polimorfak.

Meghataroztak a markerek PIC értékeit: a markerek
donto tobbsége a mérsékelten informativ csoportba
sorolhato a PIC érték alapjan (0,2<PI1C<0,5).

A markerek fejlesztéséhez Ion Torrent szekvenald
platformot hasznaltak. Az Gjjonnan fejlesztett
markerek (17 polimorf) mitkodéképességét 2

csoporton vizsgaltak (1 balti-tengeri és egy Peipus

tavi - Esztorszag - dlloméanyon).



Tanulmany

Bjorklund et al.
(2007)

Poulet et al.
(2009)

Gharibkhani et al.
(2009)

Khurshut &
Kohlmann (2009)

Saisa et al. (2010)

Salminen et al.
(2012)

Mely fajbol izolaltak a
mikroszatellitet /
tanulmany

S. vitreus / Borer et al.
(1999); Wirth et al. (1999);
P. flavescens / Leclerc et al.

(2000)

P. flavescens / Leclerc et al.
(2000); S. vitreus / Borer et
al. (1999) / Wirth et al.
(1999)

P. flavescens / Li et al.
(2007) / Leclerc et al. (2000)

S. lucioperca / Kohlmann &
Kersten (2008)

P. flavescens / Leclerc et al.
(2000); S. vitreus / Borer et
al. (1999) / With et al.
(1999)

P. flavescens / Leclerc et al.
(2000); S. vitreus / Borer et
al. (1999) / With et al.
(1999)

Populaciégenetikai tanulmanyok - Sander lucioperca

Markerek Hol tortént a vizsgalat?
Svédorszag és Finnorszag
egyes vizeiben ¢é16 siill6-

allomanyok
diverzitasbecslését végezték
el.

Svi4 [ Svi L7, Svi L8, Svi L10,
Svi L11/PflaL3

Rhone foly6 delta
torkolatanal vizsgaltak a
siillé allomanyokat.

Pfla L3/ Svi L10, Svi L11, Svi
L7, Svi L8/ Svi4

Kaszpi-tenger DNy-i részén
3 siill6allomanyanak
vizsgaltak a genetikai

szerkezetét.

YP13, YP60, YP110/ Pfla L3,
Pfla L8, Pfla L9

MSL-1, MSL-2, MSL-3, MSL-4,
MSL-5, MSL-6, MSL-7, MSL-8,
MSL-9

Aral-tavi (Uzbegisztan)
stilléallomanyok vizsgalata.

A Balti-tenger vizgyiijté
teriiletének északi
térségében (Finnorszag)
hasonlitja 6ssze az édesvizi
és tengeri siilléallomanyok
diverzitasat.

Pfla L2, Pfla L3, Pfla L8, Pfla L9
/ Svi4, Svi6, Svil8, Svi33 / Svi
L7, Svi L8, Svi L9, Svi L11

Pfla L3, Pfla L8 / Svi4, Svib,
Svil8, Svi33/ Svi L7, Svi L8, Svi
L11

Finnorszagi tavak
stilléallomanyainak
vizsgélata.
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Megjegyzés

A tanulmanyban a fennoskandinaviai régi6 északi és
déli teriileteinek siillé allomanyait hasonlitja dssze. A
diverzitasbecslés alapjan a génaramlas és génsodrodas

jelenségeit kdveti nyomon.

A tanulmany a siill6 Rhone folyo delta szakaszanak
kolonizaciés mechanizmusait tarja fel.

A vizsgalt allomanyok kozotti genetikai
differencialtsag nem til magas, bar a kiilonbség
koztik szignifikans. A vizsgalt markerek mind P.
flavecens fajbol szarmaznak.

Megfigyelték a természetesen eldforduld populaciok
és betelepitett allomanyok k6z6tti introgressziot.

A tanulmany szerint a vizsgalatba bevont kozosségek
genetikai differencialtsaga jelentés (Fst = 0,25), az
édesvizi allomanyokban nagyobb, a tengerieknél
kisebb.

A tanulmany a vizsgalt tavak természetes szaporulat
okozta / mesterséges betelepitések kdvetkeztében
kialakul6 kolonizacionak a mechanizmusat kivanta
feltarni, e kapcsan vizsgélta a siilléallomanyok
diverzitasat.
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Kazasztan és Oroszorszag a

. T Az alkalmazott markerek mind kiemelked6en
S. lucioperca / Kohlmann & vizsgalati teriilet (Volga, olimorfnak bizonvultak S. lucioperca faiban
Barmintseva et al. Kersten (2008); P. MSL-3, MSL-4, MSL-5, MSL-7/  Urél, Aral-t6, Balhas-t6), pon 1zony - ucloperca fajban.
G n g 1 oxos11n Tovabba a tanulmanyban genetikai Gton bizonyitottak,
(2014) flavescens / Leclerc et al. Pfla L3/ YP13 sullg és kosiills (S. X 11z x e o, I
s BN . hogy a késiill6 és a siillé nem hibridizal a vizsgalt
(2000); Lietal. (2007) volgensis) allomanyokat (1
N ¢léhelyeken.
vizsgaltak.
A vizsgalat arra iranyult, hogy a siilld miként
Eschbachetal.  S. lucioperca / Kohlmann & mgtl mgté mgts mgtg Németorszagi kdonll(zalta Nelget(,)rszakgblz?gﬁo?!) vize, tovibbd a
(2014) Kersten (2008) -, MSL-6, MSL-7, MSL-8,  i1164110ményok vizsgalata apott eredmenyekbol altalanos crvenyu
MSL-9, © kovetkeztetéseket vontak le az utolso jégkorszak utani
kolonizacio folyamatairol.
Louati et al S. lucioperca / Kohlmann & MSL-1, MSL-2, MSL-3, MSL-4, Franciaorszagi és tunéziai A francia siill6 allomanyok diverzitasa a vizsgalt
(2016) ' ' errsten (2008) MSL-5, MSL-6, MSL-7, MSL-8, still6 allomanyok populédcidkban relative magas - a szerzok szerint a
MSL-9 vizsgalata. tobb forrasbol tortént betelepitéseknek kdszonhetden.

Populaciégenetikai tanulmanyok - Perca fluviatilis

Mely fajbol izolaltak a

Tanulmany mikroszatellitet / Markerek Hol tortént a vizsgalat? Megjegyzés
tanulmany
Németorszigi és svjci A tanulmany azt kivanja genetikai alapokon igazolni,
Gerlach et al. S. vitreus/ Borer et al. SVi, SVil7, Svil8, Svi26, Svi29  siigérallomanyok (dsszesen hogy a populaciokon beliil kisebb szubpopulaciok a
(2001) (1999) ' ' ' ' & 9) vi Y " kozeli rokonok ("csaladok") szoros egyiittélésébil
) vizsgalata. alakulnak ki,
Bergek & S. vitreus / Wirth et al. Svi L4, Svi L7, Svi L10, Svi L11 Erken-to A tanulmany a sligér szubpopulacidinak kialakulasat
Bjorklund (2007) (1999); P. flavescens / / Pfla L1, Pfla L3, Pfla L6, Pfla stigérallomanyainak tarja fel. Ezek a szubpopulaciok egy ilyen kisméretii
Leclerc et al. (2000) L9 vizsgalata (Svédorszag). toban is fellehetdek (24 km?).
S. vitreus / Wirth et al. . . . Svédorszag Balti-tengeri A tanulmany nem csupan genetikailag mutatja ki a
Bjéri(lelz?lfik(i)o% (1999); P. flavescens / SI\_/::_ LP7 f,IaS\|/_I3LI%’(f)I,aSI\_/é Lé. fllal Ega szigetvilaga (K) mentén €16 kiilonbséget a siigér szubpopulacioi kdzott, hanem
Leclerc et al. (2000) ' ' ' ' stigérallomanyok vizsgalata. morfologiai kiilonbségeket is leir.
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Bergek et al.
(2010)

Olsson et al.
(2011)

Kahilainen et al.
(2011)

Rolli et al. (2014)

Pukk et al. (2013)

Pukk et al. (2016)

S. vitreus / Wirth et al.
(1999); P. flavescens /
Leclerc et al. (2000)

S. vitreus / Wirth et al.
(1999); P. flavescens /
Leclerc et al. (2000)
Gasterosteus aculeatus /
Shikano T. (Universal
microsatellite markers in
fish. Department of
Biosciences, University of
Helsinki, 2010,
unpublished)

S. vitreus / Borer et al.
(1999)

S. vitreus / Borer et al.
(1999); Zhan et al. (2009)

P. fluviatilis / Pukk et al.
(2014)

Svi L4, Svi L7/ Pfla L1, Pfla L3,
Pfla L5, Pfla L9,

Svi L7, Svi L10, Svi L11 / Pfla
L1, PflaL9

PUMF6, PUMF9, PUMF22,
PUMF23, PUMF27, PUMFG3,
PUMF65, PUMF69m, PUMF71

Svi6, Svil7, Svil8, Svi26, Svi29

Svi6, Svil8 and Svi33 / PFEO1,
PFEO3, PFE11, PFE12, PFE14,
PFE15, PFE19, PFE22

Pflu3068, Pflu5951, Pflu6750,
Pflu6900, Pflu7009, Pflu7585,
Pflu9296, Pflu9462, Pflugg9s,
Pflu10174, Pflu12189, Pflu13223,
Pflu26209, Pflu29376, Pflu29742,
Pflu30072

Svédorszag Balti-tengeri

szigetviliga (E) mentén é16
stigérallomanyok vizsgalata.

Svédorszag Balti-tengeri
partja mentén vizsgalja a
stigérpopulacidkat.

Finnorszagban talalt
természetes siillo-sligér

hibrid genetikai vizsgalata

mikroszatellitekkel.

Svéjci sligér populaciok
vizsgalata.

Esztorszag Ny-i partja
mentén vizsgaltak 5
stigérpopuléciot. A

szabalyozatlan halaszat
okozta populacios

fluktuaciokat kovették
nyomon.

Esztorszag Ny-i partjan,
valamint a Peipus-tavi
siigérek 0sszehasonlitd

vizsgélata.
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A jelen kutatas f6 eredménye az, hogy a foldrajzi
tavolsagon alapuld elkiiloniilés nem az egyetlen
genetikai differencialodast eldidézé mechanizmus, és
hogy az ivas soran a nagyon kisméretii kdrnyezeti
feltételek befolyasolhatjak a genetikai differencialodas
mintajat.

A siigérallomanyok genetikailag 2 nagyobb egységet
alkotnak: kdzép Balti-tengeri és Bothnia 6bol
allomanyai.

A talalt hibrid mind genetikailag, mind morfolégiailag
koztes jellegeket visel.

Az alkalmazott mikroszatellitekkel 1étrehoztak egy
olyan tesztrendszert, amellyel meg tudjak hatarozni a
vizsgalt egyed szarmazasat. Ez azért nagyon fontos,

mert a his ara a szarmazas fliiggvényében valtozo.

A tanulmany felhivja a figyelmet, hogy a
kontrollalatlan halaszata a populacidk 6sszeomlasahoz
vezet. Sziikség van a populaciok allapotanak
felmérésére és a halaszat, valamint a telepitések
ésszerl szabalyozasara.

Az alkalmazott markerekkel sikeren elkiilonitették a
vizsgalt stigérek pontos szarmazasat. A fogyasztok
szamara genetikai modszerrel is biztosithat6 a
halhusbol késziilt termékek nyomon kovethetdsége.
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P. flavescens / Leclerc et al. Pfla L1 PflaL2 Pfla L4 PflaL6 Franciaorszagi siigér A kutatasban 9 tenyésztett allomany és 1 természetes
Khadher et al. (2000); Li et al. (2007); S. X ' ! " populaciok és allomanyok = populacio (Genfi-t0) siigérallomanyainak diverzitasat,
: - . PflaL9, PflaL10/YP60, YP78, S . . o w . .
(2016) vitreus / Wirth et al. (1999); . i . genetikai 6sszehasonlito valamint a kozosségek szerkezetét hataroztak meg a
YP111/ Svi L7/ Svil7, Svil8 L e o A a
Borer et al. (1999) vizsgalata. tenyésztés fejlesztése céljabol.
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2.5.3 Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)

Az afrikai harcsa a Clariidae csalad afrikai kontinensen ¢é16 6shonos faja. Mara mar
Eurépaban (Hollandia, Magyarorszag, Olaszorszag), Azsidban (Kina, India, Thaifold)
¢s D-Amerikaban (Brazilia) is jelentés mennyiségben eldallitott halfaj (intenziv
koriilmények kozott), ugyanis szalkaszegény, izletes husa miatt igen kedveltté valt.
Magyarorszagon az afrikai harcsa a masodik legnagyobb mennyiségben eldallitott
halfaj a pontyot kovetden, és az orszag megkozelitdleg 3000 tonnas termelésével
Eurépaban az egyik vezet6 termeld (FAO 2017). Az intenziv tenyésztési technoldgia
kidolgozasa mar a ’90-es években megtortént, ami annak is kdszonheté, hogy az
afrikai harcsa jol tiiri a zsufoltsagot, valamint nem kifejezetten érzékeny a viz Oz
tartalmara, ugyanis masodlagos 1égzdszervével a 1égkdri O2-t is képes hasznositani.
Erzékeny azonban a vizhémérsékletre, de ez recirkulacids rendszerben viszonylag
konnyen alland6 szinten tarthatd. Az ellenédllosdga és jo alkalmazkodoképessége,
stressz-tlirése abban is segitséget nyujt, hogy biologiai kutatdsokba is bevonjdk,
azonban a genetikai hattérrél még csekély informacio all rendelkezésre. A génbankban
(NCBI) jelenleg (2017. janius 12.) 22 db Clarias gariepinus-bol leirt mikroszatellit
szekvencia talalhato (NCBI 2017). Ezek kozil 18-at sikeriilt miikodoképes markerré
alakitani: 7-et Galbusera és munkatarsai izolaltak (1996) 3-at VVolckaert & Hellemans
(1999), valamint 8-at Yue és munkatarsai (unpublished data). Egy masik tanulmanyban
Yue és munkatarsai Clarias batrachus-bol izolaltak 16, polimorf mikroszatellitet,
melyek miikodoképességét €s polimorfitdsat 7 masik harcsafajon is teszteltek. Ezek
kozil a markerek koziil az afrikai harcsdban 12 polimorfnak, 1 monomorfnak
bizonyult, a tobbi pedig nem amplifikalodott (Yue et al. 2003) . Ugyanez a

kutatocsoport megfigyelte, hogy a markerek adaptacidja mas fajokbol gyakran vagy
Kisebb polimorfitasu markerekként jelennek meg, vagy monomorf fragmenteket
eredményeznek, vagy az analizis teljes mértében eredménytelen, tovabba, hogy nem
ortolog szekvencia amplifikdcioja is eléfordulhat. Ezért ennek a jelenségnek a
kikiiszobolése végett ajanlott a felsokszorozott fragmentek szekvencidjanak
meghatdrozasa, valamint a homologia és az ismétlddd szekvencidk jelenlétének

igazolasa (Yue et al. 2010). A markerek fejlesztésén tul szamtalan olyan tanulmany is

megjelent, ami korabban fejlesztett markerek (mint példaul alloenzimek, kozel-rokon
fajokbol 1zolalt mikroszatellitek, mitokondridlis DNS markerek) felhasznalasaval
torténtek. Grobler és Van der Bank (1994) alloenzimek segitségével keresték a
genotipusos €s a fenotipusos variancidk kozti kapcsolatot, és azt tapasztaltak, hogy a
heteozigozitas, valamint a fenotipusos variancia kozott pozitiv korrelécio all fent, ami
azt a konkluziot is vonja maga utdn, hogy a variancia vizsgalata alkalmas a szelektiv
nemesités soran végbemend genetikai valtozasok monitorozasara. Na-Nakorn és
munkatarsai (2002) a Clarias genus-t és annak legjellemz6bb képviseldit vizsgaltak,
szintén alloenzimekkel. Az egyes fajok alkotta kozosségek heterozigozitasanak

meghatdrozasan tal a vizsgalt fajok evolucids kapcsolatat is meghatarozta a Nei-féle
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genetikai tavolsag alapjan: a C. gariepinus kozelebbi kapcsolatban all a C. meladerma
fajhoz, mint a C. batrachus és C. macrocephhalus fajokbol all6 csoporthoz. Na-
Nakorn (1999) meghatarozta azokat a genetikai faktorokat, amik a haltenyésztés soran
kiemelked6en fontosak - mindezt a Clarias fajok példajan bemutatva -, mint példaul a
kromoszéma szam, a markerre alapozott szelekcié (MAS) lehetésége, a fajon beliili
variancia meghatarozasa, a fajok k6zotti hibridizacio lehetdsége (elonydk és hatranyok
figyelembe vételével), a monoszex allomanyok Iétrehozasdhoz alkalmazhato
genommanipulaciok lehetésége. Mohindra és munkatarsai (2007) az alloenzimek
mellett mitokondrialis DNS markereket is alkalmaztak a Clarias genus vizsgalata
soran, melynek célja 3 faj (C. gariepinus, C. batrachus, C. macrocephalus) és a
hibridjeik elkiilonitése volt az altaluk fejlesztett genetikai eszkozrendszerrel.
Wachirachaikarn és munkatarsai (2009) T4jfoldon tenyésztett afrikai harcsa
allomanyokat mikroszatellit markerekkel vizsgaltak: azt tapasztaltak, hogy a tajfoldi
afrikai harcsa genetikai variancia szempontjabdl 2 csoportra kiiloniil el. A genetikailag
kiilonalloé csoportokat keresztezték, majd az utédallomanyban megfigyelték, hogy a 2
csoport kozott heterdzis révén egy olyan allomanyt hoztak 1étre, amely
novekedésében, tulélésben és a betegségekkel szembeni ellendllosdg tekintetében
kiemelkeddnek bizonyult a sziildi allomanyokhoz képest. Megfogalmaztak azt az
alapvetd igazsagot, hogy az akvakultira - genetikai tervezés nélkill - a gazdasagi
szempontbol fontos allomanyoknak csupan csak genetikai leromlasat idézheti eld.
Nazia & Siti-Azizah (2014) C. macrocephalus fajbol izolaltak mikroszatelliteket,
abbol a célbol, hogy egy olyan genetikai eszkdzrendszert hozzanak létre, amely
alkalmas arra, hogy a veszélyeztetett C. macrocephalus fajt genetikai eszk6zokkel
(egyszerlien €s gyorsan, az allat elpusztitasa nélkiil) meg tudjak kiilonboztetni mas
Clarias fajoktol és a hibridjeiktol. Ezilrani & Christopher (2015) C. batrachus,
valamint C. macrocephalus fajokbdl korabban izolalt mikroszatellitekkel (Yue et al.
2003; Sukkorntong et al. 2008) vizsgaltak dél-indiai afrikai harcsa populaciokat.

Meghataroztak, hogy a vizsgalt allomanyok genetikai szempontbol 2 klaszterbe
sorolhatoak, valamint ezzel a tanulméannyal azt is szerették volna bemutatni, hogy a
gazdasagi szempontbol értékes halak tenyésztéséhez elengedhetetlen a genetikai
monitorozas. A dél-indiai allomanyok vizsgalatat ugyanez a kutatocsoport folytatta,
immaron csak C. macrocephalus fajbdl izolalt markerekkel (Sukkorntong et al. 2008).

A vizsgalt 4 t6 afrikai harcsa allomanyai foldrajzi elhelyezkedésiik szerint 2 genetikai
csoportot alkotnak (Chennal: Poondi-t6 ¢s Sholavaram-t6, valamint Bangaolre:
Bellandur-t6 és Varthur-t6) (Ezilrani et al. 2016). Awodiran és munkatarsai (2019)
nigériai afrikai harcsa populaciok diverzitasat hasonlitottak dssze (Asejire és Lokoja)
Galbusera ¢s munkatarsai altal leirt C. gariepinus mikroszatellitekkel (Galbusera et al.

1996). Az allomanyok hetereozigozitasa magas, beltenyészettségiik szintje alacsony, a
HWE egyensulytol azonban szignifikansan eltérnek.
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Az afrikai harcsabdl és kozelrokon fajokbol izolalt mikroszatelliteket, valamint
ezeket a markereket alkalmazé legjelentdsebb populaciogenetikai vizsgalatokat a 3.
tablazat mutatja be.

A fenti tanulmanyok szamos olyan példat mutatnak be, amelyekben a genetikai
markerek felhasznalasanak széles spektruma lathato, valamint bemutatésra keriil az a
tény is, hogy ezek a genetikai markerek az okologiai monitorozasban rendkiviili

fontossaggal birnak.
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3. tablazat. A Clarias nemzetség jelentds képviseldibdl izolalt mikroszatellitek bemutatasa, valamint ezeknek a markereknek populaciogenetikai alkalmazasa a C.

gariepinus fajban.

Tanulmany

Galbusera et al. (1996)

Volckaert & Hellemans (1999)

Yue et al. (2002, unpublished)

Yue et al. (2003)

Mely fajbol izolaltak a
mikroszatellitet?

C. gariepinus

C. gariepinus

C. gariepinus

C. batrachus

Marker fejlesztés

Markerek

Cga01, Cga02, Cga03,
Cga05, Cga06, Cga09,
Cgal0

Cga04, Cgall, Cgald

Cgall7, Cgall9,
Cgal29, Cgal6s,
Cgal72, Cga315,
Cga341, Cga345

Cba01, Cbha02, Cbha03,
Cba04, Cha05, Cba06,
Cba07, Cha08, Cha09,
Cbal0, Chall, Chal2,
Cbal3, Chal4, Chal?,
Cbal9, Cha20, Cba21

40

Milyen fajt vizsgaltak?

C. gariepinus, C.
anguillaris, C. alluaudi,
Heterobranchus
longifilis

C. gariepinus

C. batrachus, C. fuscus,
C. gariepinus, C.
macrocephalus, H.
longifilis, H. fossilis,
Phractocephalus
hemioliopterus

Megjegyzés

A markerek miitkéd6képességét 38 afrikai
harcsa egyeden tesztelték, tovabba
kozelrokon fajokon is sikeresen alkalmaztak.

A mikroszatellitek alkalmazasa egy olyan
tanulmanynak a részét képezte, amelyben a
tenyésztést kivanték fejleszteni. A kutatas
soran a MS-eket az egyedek azonositasaban
hasznaltak.

A fejlesztett C. batrachus mikroszatellitek C.

gariepnus-ban az alabbiak szerint miikodtek:

monomorfnak bizonyult a Cba03 marker, az
alabbiak pedig egyaltalan nem mikddtek:

Cba04, Cba08, Chal0, Chal3, Chal4,
Cbhal7. A Cba05 viszont nagyobb
polimorfitast mutatott az afrikai harcsaban,
mint a C. batrachus-ban.



Nazia & Siti-Azizah (2014)

Sukkorntong et al. (2008)

Tanulmany

Wachirachaikarn et al. (2009)

NCm-A4, NCm-A5,
C. macrocephalus NCm-D8, NCm-D11,
NCm-F8, NCm-G12,
NCm-H2, NCm-H6

Cmacl, Cmac2, Cmac3,
Cmac4, Cmac5, Cmacb,
Cmac7, Cmac8, Cmac9,
C. macrocephalus Cmacl0, Cmacll,
Cmacl2, Cmacl3,
Cmacl14, Cmacl5,
Cmacl6

C. macrocephalus, C.
batrachus, C.
meladerma, C.

gariepinus, C. nieuhofii

C. gariepinus,
Pangasius
hypophthalmus, P.
larnaudii,
Pangasianodon gigas

Populaciégenetikai tanulmanyok - Clarias gariepinus

Mely fajbol izolaltak a
mikroszatellitet / Markerek
tanulmany

C. gariepinus / Galbusera ~ Cga01, Cga02, Cga03,
et al. (1996) Cga06, Cga09, Cgalo
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Hol tortént a vizsgalat?

T4jfoldi afrikai harcsa
allomanyok vizsgalata.
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A fejlesztett C. macrocephalus markerek PIC
értékei a NCm-H2 marker kivételével mind
igen magasak (PIC>0,74). Kutatasuk célja
egy olyan genetikai eszkdzrendszer
létrehozasa, amely alkalmas arra, hogy a
veszélyeztetett C. macrocephalus fajt
genetikai eszkdzokkel (egyszertien és
gyorsan, az allat elpusztitasa nélkiil) meg
tudjak kiilonboztetni mas Clarias fajoktol és
a hibridjeiktol.

A fejlesztett 16 marker koziil 11-et tudtak
alkalmazni a kozelrokon fajok vizsgalataban,
azonban alacsonyabb polimorfitast mutattak
a markerek.

Megjegyzés

4 dllomany diverzitasat hataroztak meg: az
allomanyok tobbségénél heterozigota hianyt
tapasztaltak, a 4 allomany egyike sincs
Hardy-Weinberg egyensulyban. A 4
allomanyt paronként keresztezték,
heterdzishatas 1étrehozasanak céljabol.



Ezilrani & Christopher (2015)

Ezilrani et al. (2016)

Awaodiran et al. (2019)

C. batrachus / Yue et al.
(2003); C. macrocephalus
/ Sukkorntong et al.
(2008)

C. macrocephalus /
Sukkorntong et al. (2008)

C. gariepinus / Galbusera
et al. (1996)

Cbal2, Chal7 / Cmacb,
Cmacll

Cmac6, Cmacll

Cga01, Cga02, Cga03,
Cga05, Cga06, Cga09,
Cgal0

Dél-indiai afrikai harcsa-
allomanyok genetikai
allapotanak felmérését

végezték el
(tartomanyok: Vellore,
Chennai, Bangalore)

Dél-indiai afrikai harcsa-
allomanyok genetikai
allapotanak felmérését
folytattak Chennai és

Bangalore
tartomanyokban.

Nigéria 2 afrikai harcsa

Osszehasonlitd genetikai
analizise.
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A tanulmany szerint a vizsgalt 3 4dllomany 2
genetikai egységet alkot (Chennai-Bangalore
¢és Vellore). Az allomanyok nincsenek HWE
egyensulyban. Ezzel a tanulmannyal azt is
szerették volna bemutatni, hogy a gazdasagi
szempontbol értékes halak tenyésztéséhez
elengedhetetlen a genetikai monitorozas.

Bar az vizsgalt populaciok nincsenck HWE
egyensulyban, diverzitasuk atlagosnak
mondhato.

A vizsgalt populaciok heterozigozitasa
magas, beltenyésztettség szintje alacsony, a
HWE egyenstly nem all fenn.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Mintagytjtés

Silld esetén Osszesen 376 egyedtdl (10 populacio), siigér esetén 182 (3 populacio),
valamint afrikai harcsa esetén 32 egyedtdl vettliink farokuszo mintat. A 4. tablazat
Osszegzi a begyljtott mintdk szarmazasat, mintavételi helyét, mintaszamat, valamint
hogy mely populéaciotipusbol szarmaznak. A begylijtott farokiiszé mintakat -20°C-on

tomény etanolban (Ethanol, Reanal) taroltuk DNS izolalésig.

4. tablazat. Mintavételi helyek, populacio tipusok és mintaszamok fajonként.

. . Mintavétel helye (s Minta-
Faj Orszag (Populacit jeldlése) Populacio tipusa szdm
Németorszag Duna feEsGoeizakasza természetes vizi 14
Kisbajcs (Kb) intenziv recirkulacios 78
rendszer
. intenziv recirkulacios
Gy6r (Gy) rendszer 21
, Balaton (Ba) természetes vizi 60
Magyarorszag ;
Siillé Dalmand (Da) halgazdasag 46
| (S_ander Attala (At) halgazdasag 21
ucioperca
perca) Akaszt6 (Ak) halgazdaség 21
Nyiregyhaza (Ny) halgazdasag 47
Temesvir (Ti) intenziv rzcukulacms 20
Roménia rendszer
Duna-delta torkolat . .
természetes vizi 48
(De)
Osszesen: 376
. Biatorbagy (Hu-B) halgazdasag 80
Siigé Magyarorszag . B .
(Pllgel‘ Dunafdldvar (Hu-D) halgazdasag 43
erca
fluviatilis) Lengyelorszag Olsztyn (Po-0) természetes 59
Osszesen: 182
o , Szarvas és G6dollo intenziv recirkulacios
Afrikai Magyarorszag (Ma) rendszer 22
harcsa . . N
(Clarias Hollandia Wageningen (Ho) 1ntenz1:érr]zcs1zré<rulac1os 10
gariepinus) Osszesen: 32

3.2 DNS izolalas

A szovetmintakbol fenol/kloroformos izolalasi eljarassal nyertiik ki a DNS-t
(Sambrook & Russell 2001). Az izolalas a szovet feltarasaval kezdodott. Ehhez
fehérjebontd enzimet hasznaltunk: 0,5 - 1 cm? méretii faroktiszé szovetmintat 600 pl
SET-pufferben (pH=8.00), 8 ul 20 mg/ml proteinaz K enzim (Macherey-Nagel)
hozzaadasaval 55°C-on, egy éjszakan at razo termosztatban inkubaltuk (150 rpm). A
homogén szuszpenzidéra 400 pl akvafenolt (Rothi-Phenol, Carl Roth) mértiink,
alaposan osszeraztuk, majd 1-2 perc varakozas utan 14000 g erdvel 15 percig 4°C-on

centrifugaltuk. A fels6 vizes fazist ovatosan atmértiik 0j, tiszta steril 1,5 ml-es
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mikrocentrifugacsébe. 400 ul akvafenol-t és 400 ul klorofomot (Chloroform, Reanal)
mértiink a szuszpenziora, alaposan Osszeraztuk, majd 1-2 perc varakozas utan 14000
g erével 15 percig 4°C-on centrifugéltuk. Ismét dvatosan atmértiik a felsé fazist 1j,
tiszta steril 1,5 ml-es mikrocentrifugacsébe. 400 upl kloroformot mértiink a
szuszpenziora, alaposan 6sszeraztuk, majd 1-2 perc varakozas utan 14000 g er6vel 15
percig 4°C-on centrifugaltuk. Ismét dvatosan atmértiik a felsd fazist 0j, tiszta steril 1,5
ml-es mikrocentrifugacsébe. Ovatosan -20°C-0s etanolt (Ethanol, Reanal) mértiink az
atmért feliiliszora, majd a mintakat -20 °C-on hagytuk legkevesebb 2 o6rara. Ezt
kovetden 20 percig 4°C-on 14000 g erével centrifugaltuk a mintakat, majd az alkoholt
leontottiik a csapadékrol. A csapadékot szaritottuk, majd steril vizbe oldottuk. Az
izolalast kovetéen a DNS mindségét agaroz (SeaKem LE Agarose, Lonza) gél
elektroforézissel (1% agardz, 1x TBE-puffer, 0,5 pg/ml etidium-bromid) vizsgaltuk és
igy kapott DNS-t kettds céllal hasznaltuk fel: 20 ng DNS-t a kdnyvtarkészitésre,

valamint 50 ng/ul koncentraciora kihigitva a mikroszatellit analizishez.

3.3 Konyvtarkészités

Glenn és Schable (2005) modositott modszerével CA-dinukleotid ismétlddésekben
dusitott genomi konyvtarakat (Ostrander et al. 1992) hoztunk Ilétre. A

konyvtarkészitéshez sziikséges DNS-t him egyedekbdl nyertiik (Isd. fent leirt protokoll
szerint), mivel a vizsgalt halfajokban a himek a heterogamétasok, (Rougeot et al. 2002;

Galbusera et al. 2000) amelyek igy mindkét ivari kromoszomat hordozzak. A siilld

esetén a konyvtar készitéshez a him egyedek a Dalmandi populaciobol szarmaztak,
siigér esetén a him egyedek a dunafoldvari dllomanybol keriiltek 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 111/ Alu 1 /
Rsa |, ThermoFisher Scientific/ HpyCH4 V, NewEngland BiolLab) az 5. tdbldzat
szerint. Az eredeti protokolltol ezen a ponton eltértiink, ugyanis Glenn és Schable altal
alkalmazott BstU | enzim tulsagosan kisméretii fragmentekre hasitotta az altalunk

vizsgalt fajok genomjat, helyette a HpyCH4 V restrikcios enzim bizonyult idealisnak.

5. tablazat. A genomi DNS restrikcios enzimekkel végzett hasitdsdnak reakciokoriilményei.

20 ug DNS 20 ug DNS 20 ug DNS 20 pg DNS
0,5 U/ul Hae 111 0,5 U/ul Rsa 0,5 U/ul Alu I 0,5 U/ul HpyCH4 V
1x puffer (Red 1x puffer 1x puffer (Yellow
Buffer) (YYellowTango) Tango) Lxpuffer (NEBuffer 4)

Inkubacio: 37°C, 12 ora

Agaroz (SeaKem LE Agarose, Lonza) gél (2% agardz, 0,5 pg/ml etidium-bromid,
1x TBE-puffer) elvalasztas utan, a gélbdl a 300-1000 bp méreti DNS-szakaszokat
izolaltuk vissza NucleoSpin Extract 11 (Macherey-Nagel) kit segitségével a gyarto
ajanlasai alapjan. A fragment mennyiségét spektrofotométer (IMPLEN,

44



10.14751/SZIE.2019.065

NanoPhotometer) segitségével hataroztuk meg, majd 10 pg fragmentre foszfataz
kezelést (6. tdbldzat) kovetben (Shrimp Alkaline Phosphatase, ThermoFisher
Scientific), BoxI linkert ligaltunk. (Az eredeti protokoll SuperSNX linker hasznalatat
javasolja, azonban ehelyett kutatd csoportunk egy korabbi vizsgalata soran 1étrehozott
adapter konstrukciojat hasznaltuk - Box| adapter).

6. tablazat. A fragmentalt DNS foszfataz kezelésének reakciokoriilményei.

100 pl végtérfogat
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, 15U
ThermoFisher Scientific)
Tango-puffer (ThermoFisher Scientific) 1x
fragment DNS 10 pg

Inkubacio: 37°C, 1 éra, majd enzim inaktivacié 65°C-on, 15 percig

A BoxI linkerhez hasznalt oligonukleotidok szekvencigja:

BoxI forward primer: 5'-Phos-ATGTCTGAAGGTACCACTGCTGTCCGAAA-3;
BoxI reverse primer: 5-CGGACAGCAGTGGTACCTTCAGACAT-3'.

A BoxI linker elballitasat az 7. tdbldzatban mutatjuk be. A linkert képzd
oligonukleotidok Gsszeolvasztasat Thermal Cycler késziilékben végeztik (Applied
Biosystems).

7. tablazat. A linker eldallitas reakciokoriilményei.

0,5mM BoxI forward primer | kezdeti denaturacio 95 °C
0,5 mM BoxI reverse primer | hiitési sebesség 0,2 °C/masodperc
100 mM Natrium-klorid (NaCl) | végs homérséklet 20 °C

Az igy elkészitett adapter kapcsolasat a 8. tdbldzarmak megfeleléen 16°C-on egy
¢jszakan at végeztiik. A reakcidelegyhez BoxI restrikcids enzimet is mértiink, hogy a
linker-linker komplexeket el tudjuk hasitani.

8. tablazat. A SAP kezelt DNS fragmentek végeire kapcsolt adapterek ligalasi reakcio-
Osszetétele.

10 pg-nyi SAP kezelt DNS fragmentek

0,75 mM Boxl linker

0,2 U/ul BoxI enzim (ThermoFisher Scientific)
0,15 U/ul T4 DNS ligaz (ThermoFisher Scientific)

1 mM ATP (ThermoFisher Scientific)
0,5x Tango puffer (ThermoFisher Scientific)
5% PEG (ThermoFisher Scientific)

A linker kapcsolodasat a linkerrél induldé PCR reakcidval igazoltuk. A PCR
Osszetétele a kovetkezd volt: 25 ul végtérfogatban: 1x Tag-polimeraz puffer (KCI;
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ThermoFisher Scientific), 0,4 uM BoxlI reverse primer, 2 mM MgCl, (ThermoFisher
Scientific), 0,2 mM dNTP (ThermoFisher Scientific), 1 U Tag-polimeraz
(ThermoFisher Scientific) and 4 ul templat (adapter kapcsolt DNS-fragment). A
reakcio hdprofilja a kdvetkezd volt: a kezdeti denaturacio 94 °C-on 2 percig, majd 35
ciklusban ismétlédve 94°C-on 20 masodpercig, 60 °C-on 30 masodpercig, 72°C-on 3
percig, a végso elongacio 72°C-on 5 perc volt (Mastercycler 5341, Eppendorf). A PCR
amplifikaciot agardz gél elektroforézissel (1.5% agar6z, 1x TBE-puffer) és etidium-
bromidos (0,5 pg/ml Ethidium-Bromide, Reanal) festéssel ellendriztiik.

Ezt kovette a dusitds: a tandem repeat tartalmi DNS-szakaszok OsszegyUjtése. A
fragmenteket  3-biotinilalt, (CA)w ismétlodést hordozé oligonukleotiddal
hibridizaltattuk. A reakcidelegy tartalmazta az adapterrel ellatott DNS fragmenteket,
a 0,4 mM 3-biotinilalt, (CA)10 primert, 6x SSC oldatot, valamint 0,1 % SDS-t. A
hibridizaciét Thermal Cycler késziilékben végeztiik a kovetkezd protokoll szerint: a
kezdeti denaturaciot (92°C-on 5 perc) kovetden 70°C-rél indulva 0,2°C/mésodperc
sebességgel 50 °C homérsékletre hiitottiik a reakciodelegyet, majd ezen a
hémérsékleten tartottuk 10 percig. Ezt kovetden 0,1°C/masodperc sebességgel
hatottiik 15°C-ig. Végezetiil a hibridizaciés komplexeket sztreptavidinnel boritott
magnesezhetd szemcsék feliiletére kotottiik (Dynabeads M-270 Streptavidin,
Invitrogen) (Kijas et al. 1994). Ehhez legel6szor a magneses gyongyoket (50 pl)

készitettiik eld: egymast kovetden kétszer TE pufferben (250 ul), majd 1x Hyb
Solution moso6-oldatban (250 pl) mostuk a gyongyoket, majd végiil 1x Hyb Solution
moso oldatba (150 pl) vettik fel a gyongydket. A mosési lépések soran a
magnesezhetd gyongyoket egy magnes segitségével gyljtottik Ossze a
mikrocentrifugacso falara, igy a moso folyadékok egyszerlien cserélheték. Az igy
elékeészitett gyongyokhoz adtuk a biotinilalt oligo — DNS komplex teljes mennyiségét.
Ezt a reakcioelegyet alacsony fordulatszamon (100 rpm) razé termosztatban
szobahOmérsékleten 30 percig inkubaltuk, a sztreptavidin és a biotin kozdtti kémiai
kotések kialakitasa céljabol. Ezt kovetéen tortént azoknak a molekulaknak az
eliminaldsa, amelyek nem kapcsolodtak a gyongydk felszinére: ezek a mosasi 1épések
50°C-on torténtek, és minden mosasi [épést kétszer végeztiink el, minden esetben 400-
400 pl moso-oldat hozzaadasaval (Moso-oldat A, B, C). Az egyes moso-oldatok
pontos Osszetételét a M2. Melléklet tartalmazza. A sztreptavidinnel boritott
magnesezhetd szemcséhez kotott hibridizacids komplex sematikus véazlatat a 6. dbra
mutatja. Végezetiil TLE-pufferrel (pH=8,00) 95 °C-on oldottuk le az ismétl6dé GT-
dinukleotidokat tartalmazé DNS-szakaszokat.
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G
A
C
C
CA TG
cA A
3" biotinilalt c A T
(CA)yo cA G’
oligonukleotid A cA
cACGTTAGC
e
Linker-kapcsolt,
tandem-repeat tartalmi
DNS fargment

6. abra. A sztreptavidinnel boritott magnesezhetd szemcséhez kotott hibridizacios komplex
sematikus vazlata.

A kiemelt egyszala DNS fragmenteket a korabban leirt PCR segitségével
alakitottuk kétszaluva (Mastercycler 5341, Eppendorf), a linker-specifikus primerek
felhasznalasaval. Az igy kapott terméket T-vektorba ligaltuk (0GEM-T Easy Vector
Sytem |, Promega, 7. abra) a 9. tablazatban leirtak szerint, majd Escherichia coli
kompetens sejtbe (XL10 GOLD, Stratagene) transzformaltuk.

Xmnl 2009
17 4
Scal 1890 Nael 2707 Apal 1‘1‘ starl
\ Aatll 20
1 ori Sphi 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp' Nt | 43
pGEM"-T Easy lacZ S ;’é“ 49
Vector ? EcoRl | 52
{3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstiZl 77
Pst! 88
ori Sall 90
MNdel 97
Sacl 109
BstXl 118 3
Nsil 127 g
141 %
T spe g

7. abra. A konyvtarkészitéshez hasznalt T-vektor felépitése
(pGEM-T Easy Vector System |, Promega).
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9. tablazat. A dusitast koveté PCR reakcid soran kétszaluva amplifikalt terméket T-vektorba
épitettiik a kovetkez6 reakcio szerint:

PCR termé¢k 3 pl
pGEM-T Easy Vector System I. 5 ng/ul
T4 DNS Ligaz 0,1 U/ul
Rapid-puffer 1x

Az inkubacié 16°C-on, egy éjszakan keresztiil tortént.

A transzformalast a sejtek jégen végzett kiolvasztasaval kezdtiik, majd 2-2 ul
ligatumot mértiink 250-250 ul XL10 Gold Escherichia coli kompetens sejthez. (Az
eredeti protokoll TOPO klénozé rendszert hasznalt TOP10 kompetens sejtbe
transzformalva a plazmidokat, azonban mi pGEM-T Easy (Vector System I). vektort
¢s XL10 Gold kompetens sejtet alkalmaztunk. A két vektorkonstrukcid, valamint a
kompetens sejtek ugyanazon az elven miikddnek: a vektorok esetén az egy bazisnyi
talnyald timin ,,ragad6s” vég, a kompetens sejtek esetén a kék-fehér szelekciot
biztositd gének jelenléte volt meghatarozo, azaz 1ényegi eltérés nem tortént). A sejtfal
szerkezetét hosokkal tettiik atjarhatova (30 perc jégen, 45 masodperc 42°C-on, majd 2
perc ismét jégen). A sejteket 500 pl LB-tdpleves hozzamérését kdvetden 1 Ordn at
37°C-os razotermosztatban novesztettiik. A szélesztést mintanként 3 higitasi
Iépcsében (10 pl sejtszuszpenzid / lemez, 100 pl sejtszuszpenzid / lemez, 300 ul
sejtszuszpenzi6 / lemez) 1,43 mM Ampicillin-, 0,09 mM X-gal-, 0,08 mM IPTG-

tartalmi LB-tdplemezeken végeztiik.

A telepeket kék-fehér szelekcid alapjan sziirtiik (Ullmann et al. 1967). Fehér szinii

telepek néttek azokbol a sejtekbdl, amelyek olyan vektort hordoztak, amelyekbe
beépiilt az inszert. Az inszertek méretét a T-vektoron kodolt M 13 primerkstd helyekrol
induld kolonia PCR reakciot kovetd agardz gél elektroforézissel (1.5%, 1x TBE
puffer) ellendriztiik. A reakciot 25 pl végtérfogatban végeztiik a kovetkezd Gsszetétel
szerint: 1x Tag-polimeraz puffer (ThermoFisher Scientific), 0,26 uM — 0,26 uM M13
forward és reverse primer (F: 5 TGTAAAACGACGGCCAGT 35 R: &
CAGGAAACAGCTATGACC 3, 2,00 mM MgCl, (ThermoFisher Scientific), 0,2
mM dNTP (ThermoFisher Scientific), 1 U Tag-polimeraz (ThermoFisher Scientific)
¢s templatként egy-egy baktérium telep néhany sejtjét hasznaltuk. A reakcid
homérsékleti profilja: 3x —(95°C 2 perc, 55°C 1 perc, 72°C 2 perc), majd 41x -(95°C
30 masodperc, 55°C 30 mésodperc, 72°C 45 mdasodperc), a végsd lanchosszabbités
72°C-on 5 percig zajlott.

3.4 Szekvencia meghatarozas és primer tervezes

A kolonia PCR reakcid kiértékelését kovetden azokat termékeket tisztitottuk meg
PCR Advanced Clean Up System segitségével (Viogene), amelyek >300 bp
méretiikkel jelezték a vektorba épiilést. A tisztitott PCR termékekrél SP6- (5°
CATACGATTTAGGTGACACTATAG 37), valamint T7- (5
TAATACGACTCACTATAGGG 3’) primereket alkalmazva 3.1-es BigDye Kittel
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(Applied Biosystems) kapillaris gélelektroforézissel meghataroztuk az inszertek
bazissorrendjét (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). A szekvencia
meghatarozas reakcio-osszetételét a 10. tabldzat mutatja be.

10. tablazat. Az inszert bazissorrendjének meghatarozasanak reakciokoriilményei.

Osszetétel Héprofil
1 x BigDye puffer 96°C 10 masodperc
0,33 uM T7 vagy SP6 primer 50°C 5 masodperc 28x
1 ul BigDye 60°C 4 perc
4-7 ul tisztitott PCR termék 4°C tarolasi hdmérséklet

A szekvenal6 reakcio Ossztermékéhez hozzaadtunk 80 pl natrium-acetat tartalmua
oldatot (112,5 mM néatrium-acetat, 78% etanol), majd alapos dsszekeverés €s 10 percig
tartd szobahOmérsékleten végzett inkubacidt kdvetden 25 percen keresztiil 4°C-on
2500 g erdvel centrifugaltuk a mintdkat. A feliiltiszot eltavolitottuk, a csapadékot 70%-
os etanollal mostuk, majd ismét 25 percen keresztiil 4°C-on 2500 g erdvel
centrifugaltuk a mintakat. A feliilisz6 eltavolitasa utan szaritottuk a csapadékot, majd
denatural6 hatasa HiDi-Formamide-ba (Applied Biosystems) oldottuk vissza (Glenn
¢és Schable az egyes DNS-szakaszok szekvencidjanak meghatarozasat megel6z6 PCR
termékek tisztitasat az egyes maradék - a szekvenalasi reakciot zavard - komponensek
enzimes lebontasaval végezték el - Sap, Exol -, mig kutatd csoportunk a maradék - fel
nem hasznalt - PCR 0sszetevok kémiai eltdvolitdsan alapuld tisztitdsi modszert
valasztotta). A mintainkat legkevesebb 10 6ras inkubaciot kdvetéen 96°C-on ho
denaturaltuk, majd kapillaris gél elektroforézissel vizsgaltuk. A detektalas a 1ézerrel
megyvilagitott fluoreszcens festék emisszidja alapjan tortént. A szekvenciakat MEGAS
szoftverrel értékeltiik (Tamura et al. 2011). A legalabb 5 dinukleotid tandem ismétlodést
tartalmazé szekvenciak flanking régidira Primer3Plus szoftverrel specifikus
primereket terveztiink (Rozen & Skaletsky 2000; Untergasser et al. 2007), majd

meghataroztuk miikodési koriilményiiket (a markerek kimutatasara alkalmazott PCR-

reakcid Osszetételét és optimalis hdmérsékleti profiljat).

3.5 Reakciokoriilmények optimalizalasa

A mikroszatellit markerek kimutatasa polimerdz lancreakcioval tortént. A
reakciokoriilmények optimalizaldsa sordn pontosan meghataroztuk a reakcio
Osszetételét és hdmérsékleti profiljat. A reakciot 25 pl végtérfogatban végeztiik. 1x
Tag-polimeraz puffer (KCl vagy (NH4)2SO4-tartalmu, ThermoFisher Scientific), 0,132
mM-0,264 mM forward és reverse primer, 1,5-3,00 mM MgCl. (ThermoFisher
Scientific), 0,2 mM dNTP (ThermoFisher Scientific), 0,04 U/ul Tag-polimeraz
(ThermoFisher Scientific) 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 kovetden
35/ 45x —(95°C 15 masodperc, 52-56°C 20 masodperc, 72°C 40 masodperc), végiil
72°C-on 5 perc. A reakcido markerenként valtozo paramétereit (primer szekvencia,

polimeraz puffer, primerkoncentracio, MgCl,-koncentracio, primer kapcsolodas
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hémérséklete, ciklusszam) az M3. Melléklet tartalmazza. A kovetkezé markerek
kimutatasahoz 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 pontossagu
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 hosszlsagl, a vizsgalt fajra nem specifikus
szakasszal (tail; 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"), amellyel komplementer egy
harmadik, 5° végén fluoreszcens festékkel (PET, FAM, VIC vagy NED) jelolt primer
(tail primer) (Shimizu et al. 2002). A PCR reakcid soran az amplikonok végére épiil a
jelolést hordozo oligonukleotid (8. abra).

A) A PCR-termék fluoreszcens jelolése kizvetlen modszerrel

DNS

PCR reakcio

PCR termék
fluoreszcens
festékkel

B) A PCR-termék fluoreszcens jeldlése kdzvetett modon

DNS

PCR reakcio

4 PCR
“ termék

PCR reakcio

PCR termék
fluoreszcens

festékkel

8. abra. A PCR-termék végére kapcsolt fluoreszcens festék (D) beépitésének mdodozatai.
A) A fluoreszcens festék a marker kimutatasahoz alkalmazott forward primer 5’végén talalhato (ebben
az esetben kizarolag FAM fluoreszcens festéket hasznaltunk).

B) A specifikus szakasz felsokszorozasban alkalmazott forward primer egy univerzalis 17 bp
hosszusagu un. tail szekvenciat hordoz. A reakcidban résztvevd harmadik primer maga a tail
szekvenciat hordozo oligonukleotid, melynek 5°vége hordozza a fluoreszcens festéket (PET, NED,
FAM vagy VIC).
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3.6 Mikroszatellit analizis

Mindhérom faj esetén az optimalizalt reakciok lehetdvé tették, hogy a markerek
milkodéképességének ellenérzéséhez és marker jellemzéshez alacsonyabb
mintaszamon (8-8 egyeden), majd populacidogenetikai vizsgalathoz magasabb
mintaszamon végezzilkk el a PCR reakcidkat. Silld esetén 10 populécio
populacidgenetikai diverzitds becslését végeztiik el, 0sszesen 376 egyeden. Siigér
esetén 2 magyar allomany és 1 lengyel populacio genetikai 6sszehasonlitd analizisét
valositottuk meg, Osszesen 182 egyeddel. Az afrikai harcsa mikroszatellit alapu
genetikai jellemzését 32 egyeddel végeztiik el. A reakciok sikerességét 2,5-3 % agardz
gél elektroforézissel ellendriztiik, majd a sikeres reakciokat eldkészitettiik
fragmentanalizisre (11. tdbldzat), mely vizsgalatot 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) segitségével végeztiik el.

11. tablazat. A mintak el6készitése fragmentanalizisre.

PCR-termék (FAM/NED/PET vagy VIC 0,2-0,5 pl (PCR reakcio erdsségétol
fluoreszcens festékkel jelolve) fiigg6en)
GeneScan 500 LIZ molekulasuly marker 0.1 ul
(Applied Biosystems) M
HiDi Formamide (Applied Biosystems) 9,9 ul

Denaturiacié 94°C-on 6 percig, amelyet Thermal Cycler (Applied Biosystems)
késziilékben végeztiik.

A fragmentanalizis nyers adatai alapjan a bazispar pontossagu fragment méreteket
GENEMAPPER SOFTWARE VER. 4.0 (Applied Biosystems) program segitségével
olvastuk le, az értékeket EXCEL (Microsoft) programmal készitettiik elé a populacio
genetikai szamitasokhoz.

3.7 Populaciogenetikai-, valamint markerek-jellemzéshez alkalmazott szoftverek

A fragmentanalizissel megallapitott allélméret szolgal alapul a populacidgenetikai
mutatok szamitasahoz. Meghataroztuk a populacionkénti vart (He) és a megfigyelt
(Ho) heterozigozitas értékeket, valamint a lokuszonkénti PIC-értéket (Polimorf
Informaciés 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 populaciok kozotti
komponense), tovabba a géndiverzitast és az Osszallélszamot lokuszonként és
populacionként. A Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérést GENPOP VER. 4.1.0
(Rousset 2008) programmal allapitottuk meg. A populacionkénti és lokuszonkénti
atlagos allélszamot, 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 végeztiik el. A Nei-
féle genetikai tavolsag (Nei et al. 1983) meghatarozasahoz a POPULATIONS VER. 1.2.32
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(Langella 2002), valamint a torzsfa szerkesztéshez siill¢ 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 alapjan a vizsgalt
allomany szerkezetét (populacios informaciok felhasznaldsa nélkiil) a STRUCTURE
VER. 2.3.3 (Hubisz et al. 2009; Pritchard et al. 2000) programmal allapitottuk meg. Siilld
esetén a szoftver a kovetkezé beallitasi paraméterekkel futott: Length of Burnin
Period: 55000; Number of MCMC Reps after Burnin: 555000, A lehetséges klaszter
megoszlast K=1 és K=11 kozott vizsgaltuk. Siigér esetén Length of Burnin Period:
50000; Number of MCMC Reps after Burnin: 200000, a lchetséges klaszter

megoszlast K=1 és K=8 kozott vizsgaltuk. A legvaldsziniibb genetikai klaszter szamat

az egyes K-értékek valdsziniiségi 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 valdsziniiségét 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 és a genotipus kozott azaz, hogy vajon valamely
marker ivarhoz kotheté-e (siillld és sligér vizsgalatokban). Az effektiv
populaciéoméretet LDNE VER. 1.31 szoftverrel hataroztuk meg (Waples & Do 2008).

3.8 A fejlesztett mikroszatellitek PCR alapu kimutatasanak multiplexalasa

A kimutatds modszerét tovabb fejlesztettiik abbol a célbol, hogy csdkkentsiik az
analizis (PCR alaptl kimutatas és fragmentanalizis) id6- és a felhasznalt anyagok
koltségét, valamint a laboratoriumi munkéat. Ezért az Ujonnan izolalt siilld
mikroszatellitekbdl kivalasztottunk 16, magas allélszammal rendelkezd markert,
amelyek a reakciokoriilményeket (PCR Osszetétel és hoprofil) illetéen megegyeznek.
Kialakitottunk 4 kiilonb6z6 marker-szettet, szettenként 4, allélméretiik tekintetében jol
elkliloniilé mikroszatellittel, melyeket az M4. Mellékletben mutatunk be (A szett, B
szett, C szett, D szett). A markerek forward és reverse primer-szekvenciait az M3.
Melléklet tartalmazza. Az egyes szettek PCR reakcidinak Osszetételét és az
alkalmazott ,,touch down” homérsékleti profiljat az M5. Melléklet tartalmazza (M5.1
€s M5.2). Szettenként eltéré fluoreszcens jelolést alkalmaztunk (PET, NED, FAM,
VIC), igy a fragmentanalizis el6készitésekor az azonos egyedbdl szarmazo mintidk
egylittesen vizsgalhatébak (a mintdk ,,pool”-ozhatéak). A fragmentek méretét
GeneScan 500 LIZ (Applied Biosystems) molekulasuly markerekhez viszonyitva
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) segitségével hataroztuk meg. A mintak
fragmentanalizis vizsgalatra valo elokészitését a 12. tablazat tartalmazza.
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12. tablazat. A multiplex PCR amplikonjai el6készitése fragmentanalizisre.

GeneScan 500 LIZ molekulasuly marker (Applied Biosystems) 0,1 pl
HiDi Formamide (Applied Biosystems) 9,9 ul

A-szett multiplex PCR amplikon (PET-jel6léssel) 0,3 ul
B-szett multiplex PCR amplikon (NED-jel61éssel) 0,3 ul
C-szett multiplex PCR amplikon (FAM-jeldléssel) 0,3 ul
D-szett multiplex PCR amplikon (VIC-jeloléssel) 0,3 ul

Denaturacié 94°C-on 6 percig, amelyet Thermal Cycler (Applied Biosystems)
késziilékben végeztiink.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Siill6 (Sander lucioperca)

4.1.1 Konyvtarkészités

A siillé genomi DNS-¢€bol kétféle restrikcios enzim hasznalataval (Rsa |, HpyCH4
V) két CA-dinukleotid ismétlédésekben dusitott konyvtarat hoztunk létre. A
konyvtarakbol 6sszesen 208 klont vizsgaltunk a T-vektor M13 primerk6t6 helyeirdl
indulo6 kolonia PCR reakcioval. 115 esetben tapasztaltuk azt, hogy a bejuttatni kivant
inszert DNS beépiilt a vektorba. Ezeknek meghataroztuk a DNS szekvenciajat. 109
egyedi szekvencia koziil 101 hordozott mikroszatellitekre jellemzd ismétlodéseket,
mely azt mutatja, hogy a dusitas igen hatékonynak bizonyult. A kapott szekvenciadk
93%-ban hordoztak mikroszatellitekre jellemzd régiot. Az altalunk meghatarozott
szekvenciakat génbank (NCBI GenBank) adatbazisba helyeztilk, a génbanki
azonositokat az M6. Melléklet tartalmazza. Ezek koziil 34 esetben sikertiilt
miikodoképes markert fejleszteniink. A markerek miitkodéképességét legalabb 8

egyeden teszteltiik, majd jellemzdit meghataroztuk.

4.1.2 Az Gjonnan fejlesztett markerek jellemzése

A 34 mikoddoképes marker mind polimorfnak bizonyult, a detektalt allélok szama
3-20 kozott alakultak 16kuszonként (M6. Melléklet). A legtobb allélt (20) az MS 260
SI markerrel tudtuk detektalni, de magas a polimorfitasa az MS 84 SI, MS 192 SI, MS
412 Sl, valamint az MS 424 S| markereknek is. Megjegyezendd, hogy az MS 412 Sl és
az MS 424 S| mikroszatellitek, csupan 8 egyed tesztelésével is 10-10 allélt
reprezentaltak. A klonozott mikroszatellit ismétlodést tartalmazd régidjanak
szekvenciajat és vart méretét, a detektalt allélok szamat és mérettartomanyukat,
tovabba a lokuszonkénti vart és megfigyelt heterozigozitasokat, ezek kiilonbségének
szignifikancidjat, valamint a markerek PIC értékét a vizsgalt egyedszam fliggvényében

az M6. Melléklet tartalmazza.

4.1.3 Populaciogenetikai analizis

A kifejlesztett markerek koziil 7 markert (MS 192 SI, MS 195 SI, MS 198 SI, MS
203 SI, MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 SI) alkalmaztunk 10, a Duna vizgyiijté
tertiletérdl szarmaz6 populacié / allomany (Ak: Akaszto; At: Attala; Gy: Gyor; Ti:
Temesvar; Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhdza; Da: Dalmand; Ba: Balaton; De: Duna-
delta torkolat; Ge: Duna felsd szakasza) diverzitds vizsgalatdra. A mintavételi
helyszinek térképes abrazolasat a 9. dbra, a mintavételi helyeket, a vizsgalt

allomanyok tipusat, valamint a vizsgalt egyedszamokat a 4. tdbldzat tartalmazza.
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9. abra. A siillé (Sander lucioperca) populécio genetikai analizisébe bevont populaciok és allomanyok szarmazasa. 1: Németorszag (Duna felsé szakasza, Ge);
Magyarorszag: 2: Gyér (Gy), 3: Kisbajcs (Kb), 4: Balaton (Ba), 5: Dalmand (Da), 6: Attala, (At), 7: Akasztd (Ak), 8: Nyiregyhaza (Ny); Romania: 9: Temesvar
(Ti), 10: Duna-delta torkolat (De)
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A kivalasztott markerek koziil a legtobb kiilonb6z6 allélt (17; 20), a legmagasabb
atlagos allélszamot (7; 6,7) és allélgazdagsagot (10,226; 8,661) az MS 192 Sl, valamint
az MS 260 S| markerekkel detektaltuk, azonban az atlagos Osszallélszam (9,14) is
magas volt. A legmagasabb atlagos allélszammal meglepd modon a mesterségesen
kialakitott kisbajcsi (Kb: 5,43) és dalmandi (Da: 4,71) allomanyok rendelkeznek (13.
tabldzat), ez nagy valoszinliséggel annak koszonhetd, hogy az allomany kialakitasdhoz
tobb helyrdl és tobb idépontban szereztek be egyedeket. Ha a vizsgalt populécio
méretét is figyelembe vessziik, akkor az allélgazdagsag (Ar) értékek alapjan az
allélokban leggazdagabb populaciok kozé a Duna-Deltabol szarmazé (De) populacid
is besorolhato (13. tabldzat).

A vart (He) heterozigozitas értékek 0,452-0,593 kozott, a megfigyelt (Ho)
heterozigozitds értékek 0,415-0,567 kozott alakultak, a P-érték a koztik meglévo
kiilonbség szigifikancidjat mutatja be. Csupan 2 populdciondl nem mutathatd ki
szignifikans kiilonbség: a temesvari (Ti) és a német (Ge) csoportokon beliil fennall a
Hardy-Weinberg egyensuly. A legmagasabb atlagos géndiverzitas a Duna-delta
torkolati (De) és az attalai (At) populacioknal figyelheté meg (13. tdbldazat). A
populacidk tobbségénél kismértékii heterozigota-hiany figyelheté meg, de a kisbajcsi
(Kb) allomanynal kismértékli heterozigéta-tobblet van (Fis = -0,038). Az effektiv
populacioméret idealis esetben kisebb a populacio tényleges méreténél (Nei & Tajima
1981). Az altalunk vizsgalt allomanyok esetében ez meg is valosult az attalai (At), a
gyori (Gy), a kisbajcsi (Kb), a dalmandi (Da) és a balatoni (Ba) kozosségekben.

13. Tablazat. Az analizis populaciokra vonatkozé eredményei.

Alloma- Atlagos Atlagos
nvok allél- Ar He Ho HWE  géndi- Fis Ne (95% Cl.)
y Szam verzitas
Ak 4,14 3,816 0,518 0,438 * 0,508 0,157 95,5 (136-x)
* 19,6 (6,6-
At 3,71 3,501 0,525 0,491 0,520 0,066 1642,5)
Gy 4,29 3,769 0,454 0,415 F*kk 0,454 0,087 13,2 (4,8-53,9)
Ti 2,57 2,481 0,452 0,442 ns 0,449 0,024 -23,8 (17,8-0)
Kb 543 3975 0500 0519 <% 0492  -0,038 29’57 4(115*5'
Ny 3,86 3,273 0,466 0,458 * 0,461 0,018  150,1 (29,4-0)
Da 4,71 3,644 0,492 0,422 * 0,492 0,142 6,8 (3,2-12,8)
- 42,3 (20,8-
Ba 4,57 3,494 0,462 0,450 0,462 0,025 125,9)
De 4,29 3,968 0,593 0,567 * 0,629 0,046 -146’005)128'0-
Ge 3,29 3,254 0,560 0,498 ns 0,484 0,024 55,7 (4,9-0)

Osszes 4,09 5320 0,615 0478  ***

Atlagos allélszam populacionként. Ar: allélgazdagsag. He: vart heterozigozitas. Ho: megfigyelt
heterozigozitas. HWE: Hardy-Weinberg egyensulytél valo eltérés szignifikancidja; ns: nem
szignifikans a kiilonbség; * P<0,05; **P<0,01;***P<0,001 a kiilonbség szignifikans. Atlagos
géndiverzitas. Fis: populacion beliili variancia komponens. Ne: Effektiv populacioméret (Cl:
konfidencia limit) (Ak: Akaszto; At: Attala; Gy: Gy6r; Ti: Temesvar; Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhaza;
Da: Dalmand; Ba: Balaton; De: Duna-delta torkolat; Ge: Duna fels6 szakasza)
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A populaciok vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt csoportok
hordoznak egyedi jellegzetességeket is. A legtobb (4) egyedi allélt a Duna-delta
torkolatabol (De) szarmaz6 csoportnal észleltiink, de a kisbajcsi (Kb) és a gyori (Gy)
allomanyok is hordoznak 3-3 egyedi allélt. Az MS 260 Sl marker 9 egyedi alléllal
rendelkezik, a soron kdvetkezé MS 397 S| marker mar csupan 3-mal (14. tdbldzat). Az
egyedi alléloknak a frekvenciaja igen alacsony, azonban az MS 260 S| marker esetén
az egyedi allélok eldforduldsdnak gyakorisaga 15% a németorszagi populacidban
(Ge).

14. Tablazat. A siilld populacio genetikai analizise soran detektalt egyedi (populaciora
jellemzd) alléljainak szdma.

Mikroszatellit

arker At Gy Ti Kb Ny Da Ba De Ge Osszes
MS 192 SI 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
MS 195 SI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MS 198 SI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MS 203 SI 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2
MS 260 SI 1 0 1 0 2 0 0 0 3 2 9
MS 268 SI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MS 397 SI 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3

Osszes 1 1 3 1 3 0 0 0 4 2

Ak: Akaszto; At: Attala; Gy: Gyo6r; Ti: Temesvar; Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhaza; Da:
Dalmand; Ba: Balaton; De: Duna-delta torkolat; Ge: Duna felsd szakasza

Az 0sszes vizsgalt populaciora az Fst-érték 0,214, mely azt tiikkrozi, hogy a
populacidk kozotti genetikai differencialtsag meglehetésen magas. Az Fst értékeket
populaci6é paronként is meghataroztuk (15. tdbldazat), és igy talaltunk t6bb olyan
populacid part is, amelyek kozott a genetikai differencialtsag ennél is magasabbnak
bizonyult. A legnagyobb kiilonbséget (Fst=0,3706) a németorszagi (Ge) populacio és
a gyori (Gy) recirkulacios rendszerbdl szarmazo allomany kozott detektaltunk, de
genetikai szempontbdl jelentdsen eltér a németorszagi populdciotol a kisbajcsi (Kb), a
nyiregyhazi (Ny) és a foldrajzilag legtavolabb esd temesvari (Ti) populaciok is. A
legcsekélyebb kiilonbséget (Fst=0,0324) a dalmandi (Da) és a balatoni (Ba)
populacidk kozott tapasztaltuk, ami nem meglepd, hiszen a tenyészt6tdl szarmazo
informaciok szerint a dalmandi (Da) tdgazdasag anyahalai a Balatonbdl szarmaznak.
Tovéabba alacsony a genetikai kiillonb6z0ség mesterségesen szaporitott attalai (At) és
akasztoi (Ak) (Fst=0,0384), valamint a kisbajcsi és a nyiregyhazi (Fst=0,0737)
populacidk kozott. A populécioparok tobbségére (ahol a populacidé paronkénti Fst
<0,2) elmondhatjuk, hogy a genetikai differencialtsig nem kiemelkedéen magas,
amiben feltételezhetden jelentds szerepe van annak, hogy korabban az intenziv és
togazdasagi allomanyokat tobb kiillonb6z6 helyrdl szdrmazo anyahalakkal alakitottak
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ki, majd ezekbdl végzetek visszatelepitéseket. A mesterségesen kialakitott és a

természetes populaciok kozott a mai napig egy allandd kapcsolat van a telepitések és

visszatelepitéseknek koszonhetden.

15. tablazat. Fst értékek populacio paronként (Weir & Cockerham 1984).

Populacidok

At
Gy
Ti

Kb
Ny
Da
Ba
De
Ge

0,0384
0,0977
0,2104
0,1956
0,2415
0,1141
0,1017
0,2382
0,2710

At

0,1038
0,2150
0,2113
0,2552
0,0808
0,1171
0,2492
0,2436

Gy

0,2732
0,2203
0.3056
0,1559
0,1670
0,2704
0,3706

Ti

0,2140
0,2412
0,1679
0,1669
0,2190
0,3607

Kb

0,0737
0,2042
0,2093
0,2446
0,3442

Ny

0,2565
0,2629
0,2331
0,3279

Da Ba De

0,0324
0,2663 0,2750
0,2329 0,2969 0,2788

Délt, alahuzott jelolés: a legkisebb kiilonbségeket jeloli a populacioparok kozott; vastagon

szedett, alahuzott jelolés: a legnagyobb kiilonbségeket jeldli a populacioparok kozott. Ak:

Akaszto; At: Attala; Gy: Gy6r; Ti: Temesvar; Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhaza; Da: Dalmand,;

Ba: Balaton; De: Duna-delta torkolat; Ge: Fels6-Duna

Meghataroztuk a Nei-féle genetikai tavolsagot (1983) (Nei-féle Da, 16. tabldzat),

majd a kapott eredmény alapjan a populacidk kozotti rokonsdg éabrazoldséara
filogenetikai fat (Neighbour Joining) készitettiink (10. dbra). A legnagyobb genetikai

tavolsagot (Da=0,807) ott mértiik, ahol a legnagyobb genetikai differencialtsagot is

tapasztaltuk: a német (Ge) €s a gyori (Gy) populaciok kozott. 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
populacioparok kozott. A legkisebb genetikai tavolsagot a dalmandi-balatoni

(De) ¢és a német (Da=0,713)

populacioparnal (Da=0,040) tapasztaltuk, de hasonléan alacsony értékeket mutatnak

az akasztoi-attalai (Da=0,073) és a kisbajcsi-nyiregyhazi (Da=0,085) populacioparok.
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16. tablazat. Nei-féle genetikai tavolsag (Da) populacioparonként.

Populicick Ak At Gy Ti Kb Ny Da Ba  De

At 0.073

Gy 0,132 0,140

Ti 0,316 0,328 0,394

Kb 0,301 0,340 0,320 0,313

Ny 0,373 0,413 0,488 0,333 0,085

Da 0,160 0,114 0,202 0,222 0,300 0,391

Ba 0,127 0,147 0,200 0,198 0,289 0,376 0,040

De 0,529 0591 0,566 0,420 0,481 0,419 0,566 0,536

Ge 0,536 0,458 0,807 0,758 0,778 0,627 0,38 0511 0,713

Dolt, aldhuzott jelolés: a legkisebb kiilonbségeket jeloli a populdcioparok kozott;
vastagon szedett, aldhuzott jelolés: a legnagyobb kiilonbségeket jeloli a populacidparok
kozott.

Ak: Akaszto; At: Attala; Gy: Gyor; Ti: Temesvar; Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhaza; Da:
Dalmand; Ba: Balaton; De: Duna-delta torkolat; Ge: Fels6-Duna

0.03

10. abra. Nei-féle genetikai tavolsag alapjan készitett dendrogram Neighbour
Joining médszer alapjan.

A német (Ge, az abran 1. szdmmal jel6lve), a temesvari (Ti, 2. szammal jelolve) és a
Duna-delta torkolati (De, 3. szammal jel6lve) 6nallé genetikai egységeket alkotnak,
tovabbi 6nallé genetikai egységeket alkotnak a balatoni (Ba)-dalmandi (Da, 4.
szammal jeldlve); a kisbajcsi (Kb)-nyiregyhazi (Ny, 5. szammal jel6lve); valamint az
akasztoi (Ak)-attalai (At)-gyori (Gy, 6. szammal jeldlve) populaciok. A félkdvérrel
jelolt populacidk a természetes vizi populaciok (Ge, Ba, De).

A genetikai tavolsag alapjan PCoA (Principal Coordinate Analysis vagy fo-

koordinata elemzés) elemzést is végeztiink a GENALEX szoftver segitségével, melynek
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eredményét a /1. dbran mutatjuk be. A grafikonon jol lathato a Duna-delta torkolati
(De), tovabba a Duna fels6 szakaszanak (Ge), valamint a temesvari (Ti) allomanyok
onallosaga, ezen tal pedig a kisbajcsi (Kb) és nyiregyhazi (Ny) csoportok hasonlosaga,
azonban a tovabbi alloméanyok elkiiloniilése, valamint az egymashoz viszonyitott
genetikai tavolsaguk mar kordntsem olyan kifejezéek, mint a /0. dbran lathato
dendrogrammon, vagy a /2. dbran lathatdo STRUCTURE abran.

Principal Coordinates (PCoA)
De
& Akasztd
¢ * .0 *
¢ .
. Attala
. *
o, @
oo * A Gy6r
se 0 Lo y
~ ‘ :0’ Temesvar
e . # Kisbajcs
8 .
o PN Nyiregyhaza
&
. >e 5 » . A Dalmand
Kb 4 ?3‘ fo’. @ Balaton
R 1S * .
¢ 0’ . # Duna-Delta torkolat
M Duna felsé szakasza
Coord. 1

11. abra. A siill6 populaciogenetikai vizsgalatinak PCoA elemzése.

Az egyedek mikroszatellit analizise alapjan STRUCTURE VER. 2.3.3 (Hubisz et al.
2009; Pritchard et al. 2000) szoftver segitségével meghataroztuk az allomanyok

genetikai szerkezetét kiilonbozé szamt klaszterek jelenlétét feltételezve. A
STRUCTURE HARVESTER programcsomaggal végzett Evanno-modszer (Evanno et al.
2005; Earl & vonHoldt 2012) a legvaldsziniibb csoportszamnak a K=6 (12.A dbra)
mutatta, azaz a 10 mintavételi helyrdl szarmazo mintak genetikailag 6 kiilon csoportba
sorolhatok be (/2.B dbra), ahogyan ezt a Nei-féle genetikai tavolsagok alapjan
megszerkesztett dendrogram is mutatja (10. dbra).
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12. abra. A STRUCTURE programmal meghatarozott ¢s megjelenitett genetikai szerkezete a
vizsgalt populacioknak és allomanyoknak.

12.4 abra. A STRUCTURE HARVESTER programmal szamitott DeltaK fiiggvény, melynek x-
tengelye a vizsgalt klaszterszamokat jeleniti meg, y-tengelye a DeltaK értékeket.

12.B abra A STRUCTURE programmal végzet populacio szerkezet meghatarozas szerint a
vizsgalt 10 populacio legvaldsziniibb K=6 csoportra kiiloniil el genetikailag.
Ak: Akaszto; At: Attala; Gy: Gyor; Ti: Temesvar; Kb: Kisbajcs; Ny: Nyiregyhaza; Da:
Dalmand; Ba: Balaton; De: Duna-delta torkolat; Ge: Fels6-Duna

A populaciogenetikai analizisben alkalmazott markerek k6zott nem tapasztaltunk
kiegyensulyozatlan kapcsoltsagot. A null-allél jelenlétének valoszinliségét, az
allélkiesés valoszinliségét, valamint a genotipizalasi hibak valdszinliségét az M7.
Melléklet tartalmazza. 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.
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4.1.4 A multiplex PCR optimalizalas eredményei

Az Ujonnan fejlesztett siilldé markerek koziil 16 olyan markert valasztottunk ki,
melyek kelléen magas polimorfitastiak, azonos reakciokoriilmények sziikségesek a
kimutatasukhoz, valamint 4 kiilonallo szettbe csoportosithatoak az amplifikalt
termékek hossza alapjan. Az optimalizalt reakcidkat 4 tesztegyeden ellendriztiik, 1
egyed eredményét a 13. dbran mutatjuk be (az abra méretébdl kifolyolag 2 részletben
keriil bemutatasra, 13.A ¢és 13.B dbrdk). Ezzel a moédszerrel kozel negyedére
csOkkentettiilk a felhasznalt anyagok mennyiségét, valamint a laboratoriumi munka
iddigényét, 0sszességében pedig egy koltséghatékony modszert fejlesztettiink ki. Egy
populacidgenetikai analizisben rendszerint elégséges 10-12 polimorf mikroszatellit
alkalmazasa, ez a modszer igen hatékony €s gyors megoldast nytjt nagy mintaszamu

vizsgélat esetén.
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13.A abra. Az A- és B- multiplex szettek bazispar pontossagii méret meghatirozasara
alkalmazott fragmentanalizis eredménye egy egyeden. Piros nyilakkal és felettik az
azonositojukkal jeloltiik az egyes markereket. Azok a mikroszatellitek, amelyek egy cstcs-
sorozattal rendelkeznek, homozigétak, amelyek pedig 2 csucs-sorozattal, azok heterozigotak.
A narancssarga szinnel jelolt csucsok a molekulastily marker egyes fragmentjeit jelolik
(GeneScan 500 LIZ, Applied Biosystems).
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13.B dbra. A C- ¢és D- multiplex szettek bazispar pontossagii méret meghatarozasara
alkalmazott fragmentanalizis eredménye egy egyeden. Piros nyilakkal és felettiik az
azonositojukkal jeldltiik az egyes markereket. Azok a mikroszatellitek, amelyek egy cstcs-
sorozattal rendelkeznek, homozigoétak, amelyek pedig 2 cstics-sorozattal, azok heterozigdtak.
A narancssarga szinnel jelolt csucsok a molekulasuly marker egyes fragmentjeit jelolik
(GeneScan 500 L1Z, Applied Biosystems).
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4.2 Stigér (Perca fluviatilis)
4.2.1 Konyvtarkészités

A konyvtarkészitéshez izolalt DNS hasitasahoz alkalmazott restrikcids enzimekkel
(Rsa I, HpyCH4 V) 2-féle dusitott konyvtarat hoztunk 1étre. A konyvtarakbol 6sszesen
137 klont vizsgéltunk a T-vektor kolonia PCR reakcidval. 95 esetben megfeleld méretii
DNS ¢piilt be a vektorba. Ezeknek meghatiroztuk a szekvencidjat. 88 egyedi
szekvencia koziil 82 hordozott mikroszatellitekre jellemzd ismétlddéseket. Az altalunk
meghatarozott szekvenciakat GenBank adatbazisba helyeztiik (M8. Melléklet). Ezek
koziil 25 esetben sikeriilt miikodoképes markert fejlesztentink. A markerek optimalis
miikddési koriilményeit meghataroztuk és 8 kivalasztott egyeden teszteltiik, majd 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) populaciogenetikai
analizist végeztiik 2 hazai tdgazdasagi dllomanyon Osszehasonlitva egy lengyelorszagi
természetes stigér populacioval (4. tablazat).

4.2.2 Az ujonnan fejlesztett markerek jellemzése

A 25 miikodoképes marker mind polimorfnak bizonyult, a detektalt allélok szdma
3-48 kozott alakultak. A legtobb allélt (48) az MS 428 Pf markerrel tudtuk detektalni,
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de magas a polimorfitasa az MS 427 Pf, MS 464 Pf, valamint az MS 726 Pf
markereknek is. Megjegyezendé, hogy az MS 449 Pf és az MS 450 Pf mikroszatellitek,
csupan 8 egyed tesztelésével is 12-12 allélt reprezentéltak. A markerek jellemzéséhez
meghataroztuk a vart (Hg) és megfigyelt (Ho) heterozigozitast, a Hardy-Weinberg
Egyensulyi allapottol valo eltérést (HWE), valamint a polimorf informacios tartalmat
(PIC), valamint jellemeztik a populacidogenctikai analizisbe bevont markerek
polimorfitasat jelz6 mutatdkat (allélgazdagsag, géndiverzitas, PIC) is populacionként.

A markerekre vonatkozo jellegzetességeket az M8. Mellékletben 0sszegezziik.

4.2.3 Populaciogenetikai analizis

A vizsgalt dllomanyokra vonatkozo populdciogenetikai jellemzoket a 17. tdablazat
foglalja Ossze. A legmagasabb atlagos allélszammal és effektiv allélszammal a
lengyelorszagi természetes populacié (Po-O) rendelkezik. Mindharom populaciéra
elmondhat6, hogy a heterozigozitas alacsony (heterozigéta hianyt tapasztaltunk), ezek
az allomanyok szignifikansan eltérnek a Hardy-Weinberg-féle egyensulyi allapottol.
Osszességében viszont elmondhaté, hogy a populaciok kozotti genetikai
differencialtsag jelentds (Fst=0,247). Az effektiv populacioméret csupan a
dunafoldvari (Hu-D) allomanyban tiikr6zi az idedlis 4llapotot (a vizsgalt

allomanyméret tekintetében).

17. tablazat. A vizsgalt allomanyok populaciogenetikai jellemzdi

Vizsgalt  Atlagos  Effektiv Gén-
Vizsgalt allo- . . Ne (95%
egyed- allél- allél- He Ho HWE diverzi- Fis
manyok Cl)
szam szam szam tas
Dunaféldvar 27,7 (20,2-
43 8,667 4,329 0,620 0,459 Fx 0,515 0,262
(Hu-D) 40,0)
Biatorbagy 84,6 (56,9-
80 9,500 4,090 0,608 0,533 il 0,605 0,123
(Hu-B) 143,3)
Olsztyn -346,3
59 10,667 6,390 0,535 0414 Fx 0,463 0,228
(Po-0O) (378,1-0)
Osszesen 182 9,611 0,708 0,477  ***

He: vart heterozigozitds, Ho: megfigyelt heterozigozitas, HWE: Hardy-Weinberg
Egyensulytol vald eltérés szignifikanciaja: ***, ahol P<0,001; Fis: a populacion beliili
variancia komponenst jellemz6 index, Ne: Effektiv populacioméret (Cl: konfidencia limit).

Kerestiik az egyes populaciok egyedi jellegzetességeit az egyedi allélok
detektalasaval. A Hu-B populécié kimagasloan sok egyedi allélt (16) hordoz az MS
428 Pf marker esetén, de még ennél is nagyobb mértékii a Po-O populacio 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 (18. tablazat).
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18. tablazat. A vizsgalt allomanyokban detektalt egyedi allélok szama.

Lokusz megnevezése Hu-D Hu-B Po-O
MS 426 Pf 0 0 1
MS 427 Pf 3 1 21
MS 428 Pf 8 16 7
MS 439 Pf 0 0 2
MS 464 Pf 0 2 14
MS 467 Pf 0 0 1
MS 500 Pf 1 2 0
MS 719 Pf 1 1 4
MS 725 Pf 2 0 10
MS 726 Pf 0 2 18
MS 732 Pf 4 0 1
MS 739 Pf 1 3 1

Hu-D: Dunaféldvar, Hu-B: Biatorbagy, Po-O: Olsztyn; a
harom vizsgalt allomany. A kimagasléan magas egyedi
allélszdmokat félkovérrel jeldltiik.

A populaciokat paronként is Osszevetettiik, a Nei-féle (1983) genetikai tavolsag
(Da), tovabba az Fst értékek fiiggvényében (19. és 20. tdbldzatok). A Nei-féle
genetikai tavolsadg egészen kicsi (0,149) a 2 magyar allomany kozott (ahogyan a
foldrajzi tavolsag is), azonban joval nagyobb a 2 magyar ¢és a lengyel allomanyok
(>0,6) kozott. A genetikai differencialtsigot mutatd Fst értékek alapjan is ugyanerre a
kovetkezetésre jutottunk. A Nei-féle genetikai tavolsag alapjan szerkesztett
Neighbour-Joining dendrogrammot — a legvaldszintibb genetikai kapcsolatot a vizsgalt
populaciok kozott - a 14. abra mutatja.

19. tablazat. Nei-féle genetikai tavolsag értékek populacio-paronként.

Nei-féle
genetikai Hu-D Hu-B Po-O
tavolsag
Hu-D 0,000
Hu-B 0,149 0,000
Po-O 0,616 0,691 0,000

Hu-D: Dunafdldvar, Hu-B: Biatorbagy, Po-O: Olsztyn, a 3 vizsgalt allomany
20. tablazat. Populacio-paronkénti Fst-értékek.
Populacio-

paronkénti Hu-D Hu-B Po-O
Fst-értékek

Hu-D 0,000
Hu-B 0,038 0,000
Po-O 0,289 0,312 0,000

Hu-D: Dunafoldvar, Hu-B: Biatorbagy, Po-O: Olsztyn, a 3 vizsgalt allomany.
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Po-O

0.050

14, abra. Nei-féle genetikai tavolsag alapjan szerkesztett Neighbour-Joining dendrogram.
Hu-D: Dunafoldvar, Hu-B: Biatorbagy, Po-O: Olsztyn.

A populaciok STRUCTURE analizissel meghatarozott szerkezetét a 15. abra mutatja.
A vizsgalt 3 populacié egymashoz viszonyitott szerkezetét mutatjuk be K=2 esetén
(STRUCTURE HARVESTER analizis alapjan 2 klaszter jelenléte a legvalosziniibb az
adathalmazban), tovabba K=3 esetben (ugyanis 3 allomany vizsgalatat végeztiik),
valamint K=5 esetén (ugyanis a K/DeltaK fiiggvény grafikonjan K=5 klaszterszamnal
lokalis maximumot detektaltunk) esetekben. A legvaldsziniibb csoportszam K=2, azaz
a 3, kiilonb6z6 helyrdl szarmazo populacié genetikailag - az alkalmazott 12 polimorf
mikroszatellit markerrel végzett analizis alapjan - 2 kiilon csoportba sorolhaté be. Az
egyik csoportot a 2 magyarorszagi mesterséges allomany alkotja (Hu-D és Hu-B), a
masikat a természetes lengyel populacio (Po-0).
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15. abra. A STRUCTURE szoftverrel meghatarozott populacioszerkezet.

15.4 dbra. A STRUCTURE HARVESTER programmal szamitott DeltaK fiiggvény, melynek x-
tengelye a vizsgalt klaszterszamokat jeleniti meg, y-tengelye a DeltaK értékeket.

15.B abra. A vizsgalt 3 populacio legvaldsziniibb K=2 csoportra kiiloniil el genetikailag,
azonban bemutatjuk a K=3 csoportszammal kapott eredményt is (ugyanis a vizsgalt
allomanyok is 3 kiilonbozo helyrdl szarmaznak), valamint a K=5 klaszterszam mellett kapott
eredményt (ugyanis a K/DeltaK fiiggvény grafikonjan K=5 csoportszamnal lokalis
maximumot detektaltunk, Isd. az abra fels6 részén lathatd DeltaK fliggvény megjelenitésén).
Hu-D: Dunafoldvar, Po-O: Olsztyn, Hu-B: Biatorbagy.
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A GENALEX szoftverrel szamolt genetikai tavolsag alapjan meghatarozott PCoA
(Principal Coordinate Analysis) analizis eredményét a 16. dbra mutatja be. Az abra jol
tikrozi a magyar allomanyok hasonldsagat és a lengyel populacid genetikai
elkiiloniilését.

Principal Coordinates (PCoA)

: ‘. A # Dunaféldvar (Hu-D)
4

Coord. 2
oY

Olsztyn (Po-0)
A Biatorbagy (Hu-B)

Coord. 1

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

A populécidgenetikai 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 polimorfitasi, a késGbbi
analizisekbdl ennek a markernek az alkalmazédsa mell6zhetd. A null-allél jelenlétének
valoszinliségeét, az allélkiesés valOszinliségét, valamint a genotipizalasi hibak
valoszinliségét az M9. Melléklet tartalmazza. Vizsgaltuk a markerek és az ivar
kapcsoltsaganak lehetségét is, azonban egyik l6kusz sem mutatott ivari kapcsoltsagot

egyik allomanyban sem.

Az eredmények alapjan a siillobdl és siligérbdl izolalt markerek tobbségében
kivaléan alkalmasak tovabbi vizsgéalatokra, magas polimorfitdsuk ¢€s konnyl
felhasznalhatosaguk kovetkeztében, nagy valoszinliséggel kozel rokon fajok esetében
is.

4.3 Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)
4.3.1 Konyvtarkészités

Osszesen 4 kiilonbozé CA-ismétlédéssel dusitott genomi kdnyvtarat hoztunk 1étre
(Haelll / Rsal / Alul / HpyCHA4V restrikcios enzimek hasznalataval). 264 vizsgalt
klonbol a kolonia PCR reakci6 alapjan azt tapasztaltuk, hogy 128 klon hordozta 300
bp-nal hosszabb, a T-vektorba beépitett konstrukciot. Ebbdl 127-nek tudtuk
meghatarozni a DNS szekvencidjat, melyek koziil 118 hordozott mikroszatellitet.

Azonban a hatarold szekvenciak hossza és nukleotid 0sszetétele miatt csak 55 esetben
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tudtunk a kimutatdsukhoz PCR primereket tervezni és miikddésiik koriilményeit

optimalizalni.

4.3.2 Az ujonnan fejlesztett afrikai harcsa markerek jellemzése

Az 55 mikroszatellit marker koziil 49 mukodoképességét Osszesen 32 egyeden
teszteltiik. Bar ezek a mintak 2 orszagbol (Magyarorszag és Hollandia) szarmaztak, az
alacsony mintaszam miatt nem tekintettiik 6ket kiilon populaciénak. A 32 egyeden
végzett analizis célja a markerek muikodoképességének meghatirozasa, valamint
jellemzése volt. Ennek a vizsgalatnak az eredménye alapjan kivalasztottuk a 8
leginkdbb polimorf egyedet, és a maradék 6 mikroszatellitet ezeken az egyedeken
teszteltiik, ezek alapjan jellemeztiik. A markerek jellemz6it - mint a mikroszatellit
l6kusz ismétlodd egységének szekvenciaja, a vizsgalt egyedszam, a detektalt allélok
szama ¢és mérettartomanya, valamint a vart (He) és megfigyelt (Ho) heterozigozitas
értékek, a Hardy-Weinberg Egyensulytol valo eltérés szignifikanciaja, tovabba a
génbanki azonositok - az M10.1 Melléklet tartalmazza.

A markerenként detektalt allélok szama 2-11 kozott alakultak, de a markerek tobb,
mint fele (27 db) 5-6 allélt reprezentalt és 7 rendelkezett nagyobb allél szammal. Az
atlagos 0sszallélszam 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 szignifikans 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). Az Gjonnan izolalt
markerek polimorfitasat jelz6 mutatoit az M10.2 Melléklet tartalmazza.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Elvégzett munkam alapjan a kovetkezo uj tudoméanyos eredményeket értem el:

1. Siillé (Sander lucioperca) fajbol 34 1j, mikodéképes, polimorf mikroszatellit
markert izoldltam, melyeknek PCR-alapt kimutatdsanak reakciokoriilményeit

meghataroztam.

2. A siillébél izolalt markerek koziil 7-tel (MS 192 SI, MS 195 SI, MS 198 SI, MS
203 SI, MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 Sl) a Duna vizgyiijt6 teriiletér6l szarmazo 10
populécid diverzitas becslését elvégeztem. Kimutattam, hogy a vizsgalt populaciok
tobbsége szignifikdnsan eltér Hardy-Weinberg egyensulyi allapottol, tovabba
meghataroztam a vizsgalt allomanyok egymashoz viszonyitott populéacids szerkezetét

¢s genetikai szarmazasi kapcsolatait.

3. A siillobél izolalt markerek koziil 16-ot multiplex PCR analizisbe vontam négy
- egyenként négy markert magaba foglalo - szett kialakitdsaval. Meghataroztam a
multiplex PCR optimalis reakciokoriilményeit, mellyel koézel negyedére
csOkkentettem az analizis munka- és a felhasznélt anyagok mennyiségét, igy a

vizsgalat koltségét is.

4. Stigér (Perca fluviatilis) fajbol 25 0j, polimorf mikroszatellit markert izolaltam,

melyeknek PCR-alapti kimutatasanak reakciokoriilményeit meghataroztam.

5. A siigérbél 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
Osszehasonlitd populacidogenetikai analizist végeztem. Kimutattam, hogy a vizsgalt
populacidk szignifikdnsan eltérnek a Hardy-Weinberg egyensulyi allapottol, tovabba
meghataroztam a vizsgalt populacidk egymashoz viszonyitott populacids szerkezetét.

6. Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) fajbol 55 uj, mikodoképes, polimorf
mikroszatellit  markert izoldltam, melyeknek PCR-alapi  kimutatdsanak

reakciokdriilményeit meghataroztam.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1 Konyvtarkészités

A dusitds mddszere (azaz a mikroszatellit tartalmu DNS fragmentek 6sszegylijtése)
igen hatékonynak bizonyult, a tradicionalis izolalasi moddszerekkel Osszevetve
(Rassmann et al. 1991; Wu et al. 1994; Cifarelli et al. 1995; Richardson et al. 1995; Lench et
al. 1996; Lunt et al. 1999), tovabba hasonld hatékonysagl dusitast értiink el mas

dusitassal bovitett mikroszatellit izolalasi modszerekhez viszonyitva (Ostrander et al.
1992; Karagyozov et al. 1993; Armour et al. 1994; Kandpal et al. 1994).

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

Osszehasonlitva az j generacids szekvenalason alapuld mikroszatellit és SNP
marker izolalassal, a dusitas esetén a polimorfizmust tartalmazo szekvencidk szdma
ugyan két nagysdgrenddel kevesebb, a koltsége azonban az Ujgeneracios
szekvenalasok aranak csokkenése ellenére is joval alacsonyabb. A kivitelezéshez
sziikséges eszkdzrendszer nem tartalmaz specialis miiszereket és nagy értékli gépeket
(kivétel a kapillaris elektroforézis késziilék). A konyvtarkészités joval egyszertibb és
kisebb munkaigényli, mig a primer tervezés és a markerek tesztelése ugyanolyan
mértékli munkat és koltséget jelent. Raadasul a mikroszatellit markerek joval
polimorfabbak, mint az SNP markerek, emiatt mintegy haromszor kevesebb marker
vizsgalatara van sziikség a konzervacid bioldgiai és populdcidogenetikai munkak soran.
Megfelelden kialakitott €s jellemzett marker szett esetén pedig a kiértékelés
automatizalasa is megoldhato (Vignal et al. 2002; Ekblom & Galindo 2011; Davey et al.
2011; Helyar et al. 2011; Yue & Wang 2017).

6.2 Siill6 (Sander lucioperca)

Jelenleg a siillé populdciokrol tovabbra is csekély genetikai informacio all
rendelkezésre, csak néhany tanulmany jelent meg (Bjorklund et al. 2007; Kohlmann &
Kersten 2008; Gharibkhani et al. 2009; Khurshut & Kohlmann 2009; Poulet et al. 2009; Saisa
et al. 2010; Onara et al. 2012; Salminen et al. 2012; Barmintseva et al. 2014; Eschbach et al.
2014; Han et al. 2016; Louati et al. 2016) annak ellenére, hogy e faj egyre jelentésebb

szerepet kap az intenziv rendszerii haltermelésben. Munkédnk soran a Duna
vizgyljtéjén vizsgaltunk természetes vizi, tégazdasagi és intenziv rendszerben
tenyésztet siillé allomanyokat. Vizsgalatainkhoz olyan 10j genetikai markereket
fejlesztettiink, melyek kibdvithetik az eddig alkalmazott, részben mas fajokbol
adaptalt markereket, és lehetdséget biztositanak arra, hogy tdbb informaciot
tudhassunk meg a faj genetikai hatterérol.
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A fejlesztett markerek mind polimorfnak bizonyultak, a magasabb polimorfitassal
¢s allélgazdagsaggal rendelkezd markereket javasoljuk tovabbi vizsgalatokban valo
felhasznalasra, akar kdzel-rokon fajok estében is (mint példaul MS 84 SI, MS 192 SI,
MS 260 SI, MS 412 SI, MS 424 SI).

Az ) markerek koziil 7 markerrel (MS 192 SI, MS 195 SI, MS 198 SI, MS 203 SI,
MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 S) 10, a Duna vizgyijté teriiletrél szarmazo populaciod
¢s tenyészallomany genetikai variabilitdsat, szerkezetét és genetikai rokonsagat
vizsgaltuk. Kerestilk az egyre fokozodo siillo telepités, intenziv és tdgazdasagi
termelés populaciokra gyakorolt hatdsat, amelynek egyik jele, hogy a markerek
tobbségénél, valamint a populdciok Osszességét tekintve a vart és megfigyelt
heterozigozitas értékek kozott szignifikans kiilonbség mutatkozott, kismértéki
heterozigéta-hianyt tapasztaltunk (Fis = 0,039). Feltételezhetéen ez részben a
tulhalaszat, részben pedig a mesterséges szaporitasoknal alkalmazott alacsony
egyedszam kovetkezménye lehet. A heterozigozitast hosszu évtizedes, tobb generacids

munkdéval jol dtgondolt betelepitésekkel lehetne emelni.

A mikroszatellit markerrel végzett populacidogenetikai analizisbdl kideriil, hogy a
10 populacié jelentés genetikai kiilonbozéséget (Fst = 0,214) mutat, de paronként
vizsgalva talaltunk olyanokat, amelyek ennél is jelentdsebb mértékben kiiloniilnek el
egymastol, mint példaul a német (Ge) populaciotdl jelentdsen kiilonbdznek a gydri
(Gy), a kisbajcsi (Kb), a nyiregyhazi (Ny) és a temesvari (Ti) allomanyok. Az 6sszes
populaciotol leginkabb a németorszagi Fels6-Duna szakasz (Ge) populécioja kiiloniil
el, itt az egyedi allélok frekvencidja is magasabb a tobbi populaciohoz képest. A
legnagyobb genetikai diverzitast a kisbajcsi (Kb) intenziv rendszer mutatta, ami nagy
valoszinliséggel annak koszonhetd, hogy a mintavételt megelézden tobbszor
frissitették az anyadllomanyt kiilsd forrasbol szarmazé anyakkal.

Ezt tdmasztja ala a populdciok genetikai tavolsaga alapjan késziilt torzsfa is,
amelyen a vad populaciok egymdashoz viszonyitva a foldrajzi elhelyezkedésiiknek
megfelelden taldlhatok meg (vagyis a balatoni dllomany a dendrogram két szélén
elhelyezkedé Duna-deltai (De) és a fels6 dunai (Ge) allomany ko6zott talalhato).
Azonban a togazdasagi és intenziv rendszerekben tenyésztett allomanyok nem
illeszthetdk be ebbe a rendszerbe €s jol kirajzolodik, hogy mely dlloméanyok kialakitasa
épiil ugyanarra a genetikai bazisra. Igy példaul a kisbajcsi (Kb) és nyiregyhazi (Ny)
allomanyok (foldrajzi tavolsag ~310 km) genetikailag kozelebb allnak egymashoz,
mint a foldrajzilag egymashoz kozeli (~7,2 km) intenziv tapos nevelésre szelektalt
kisbajcsi (Kb) és gyori (Gy) allomanyok. A gydri allomany (Gy) az attalai (At,
foldrajzi tavolsag ~145 km), valamint az akasztoi (Ak, foldrajzi tavolsag ~305 km)
allomanyokkal mutat nagy hasonldsagot, ugyanis a gyori allomanyt akasztoi €s attalai

szarmazasu egyedekbdl alakitottak ki (személyes kozlés). A dalmandi (Da) allomanyt
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a tenyésztok informdécidja szerint is a Balatonbol (~50 km) szarmazéd egyedekkel

hoztak létre, és genetikailag ehhez is all kozel.

A populaciok genetikai struktardjanak vizsgélata ezzel teljesen megegyezd
eredményre vezetett, amely szerint a 10 populacidé legnagyobb valosziniiséggel 6
csoportra tagolodik. A dalmandi (Da) populaciot balatoni (Ba) anyahalak révén, a
gy6ri (Gy) allomanyt az akasztéi (AK), valamint az attalai (At) halgazdasagokbdl,
tovabba a kisbajcsi (Kb) intenziv rendszer allomanyat a nyiregyhazi (Ny)

halgazdasagbol szarmazo halak révén hoztak 1étre.

Az eredmények alapjan ugy tiinik, hogy siilld esetén az elmult tiz évben
bekdvetkezett tartastechnologiai fejlesztések (Zakes et al. 2013; Zarski et al. 2013; Policar
et al. 2016; Blecha et al. 2016) és tenyésztési programok (Abdolmalaki & Psuty 2007;
Bjorklund et al. 2007; Menezes et al. 2013; Lappalainen et al. 2016) még nem gyakoroltak

jelentds hatast a természetes vizi siilld allomanyokra, bar a talzott halaszatnak és
visszatelepitéseknek koszonhetéen megfigyelheté némi eltérés a Hardy-Weinberg
egyensulyban. Az egyre intenzivebb tenyésztés, a szelekciés programok é&s
elkiiloniilt valtozatok eltlinéséhez ¢és a genetikai hattér felhiguldsahoz,
uniformizalddashoz vezethet, gy mit példaul a régota tenyésztésbe vont ponty (Hulak
et al. 2010), vagy sebes pisztrang (Ward 2006) esetén. Mindezt felismerve aktualissa
valt a génmegdrzési munka elinditasa, a faj genetikai értékeinek megdrzése érdekében.
Ehhez igen nagy segitséget nyujthat a koltségek csokkentése érdekében fejlesztett
multiplex PCR alkalmazasa, mellyel 16 mikroszatellit 10kuszt tudunk vizsgalni.

6.3 Stigér (Perca fluviatilis)

Az elmult kozel 20 év sordn Szamos tanulmény jelent meg természetes siigér
populaciok és tenyészetett allomdnyok genetikai diverzitdsar6l, valamint az
antropogén hatasok monitorozasardl. A tanulmanyok tobbsége Ny-Europaban (Gerlach
et al. 2001; Khadher et al. 2015; Khadher et al. 2016) és E-Eur()péban (Bergek & Bjorklund
2007; Bergek & Bjorklund 2009; Bergek et al. 2010; 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 siigér-kozosségeit eddig még nem vizsgaltak genetikai markerekkel. Ezeknek a
tanulmanyoknak nagyobb hanyadat Sander vitreus-bol és Perca falvecens-bol, a
Percidae csalad amerikai kontinensen €16, rokon fajaibol izolalt mikroszatellitekkel
végezték. Azonban a kozelrokon fajokbol 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 tanulméanyban ezt a munkassagot

kivanjuk folytatni, Gjabb, fajspecifikus mikroszatellit markerek fejlesztésével, novelve
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az igy létrehozott genetikai eszkdzrendszert, valamint ezek felhasznéalasaval elsdként

monitoroztuk kozép-eurdpai allomanyok genetikai differencialtsagat.

Vizsgalatunkhoz a mintagylijtést kovetden DNS-t nyertiink ki, majd 2
mikroszatellittel dasitott genomi kényvtarat hoztunk 1étre (Rsa I., HpyCH4 V) Glenn
¢s Schable (2005) kis mértékben modositott dusitasi modszerével. Az eredmények azt
mutatjak, hogy - ebben az esetben is - az alkalmazott konyvtarkészités hatékonysaga
kozel optimalis, mivel a vizsgalt inszertek, tobb mint 92% egyedi szekvenciat
hordozott, mindemellett a duasitas is igen hatékonynak bizonyult, ugyanis a kapott
szekvencidk 93%-ban hordoztak mikroszatellitekre jellemzd ismétlddd régiot. A
szekvencia meghatarozast kovetden a mikroszatellitet hordoz6 szekvencidkra PCR-
primerket terveztiink, miikddésiik koriilményeit meghataroztuk, majd a markerek
polimorfitasat teszteltik 8 egyeden. A fejlesztett markerek kozil 12-vel
populacidgenetikai analizist végeztiink, melybe 2 magyarorszagi intenziv mesterséges
allomanyt (Hu-D: Dunafdldvar, Hu-B: Biatorbagy) és egy lengyelorszagi természetes
populaciét (Po-O: Olsztyn) vontunk be.

A fejlesztett markerekrdl elmondhato, hogy koziililk néhdnyan kimagasloan nagy
polimorfitastiak (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
alloméanyok vizsgalatdban monomorfnak bizonyult, a tovdbbiakban ez a marker

mell6zhet6 az analizisekbdl.

Mindhdrom vizsgélt 4allomany heterozigozitdsa alacsonynak bizonyult
(heterozigota hianyt detektaltunk), mégpedig olyan mértékben, hogy a vizsgalt
allomanyok szignifikansan eltérnek a Hardy-Weinberg egyensulytol. Ez a magyar
mesterségesen kialakitott dllomanyok és a lengyel populacié esetében is feltehetden a
szaporitasok és 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 egymastol
kisebb foldrajzi tavolsagra levé dunafdldvari (Hu-D) és biatorbagyi (Hu-B)
allomanyok genetikailag rendkiviil hasonléak egymashoz, genetikai szempontbdl egy
csoportot alkotnak, mig a lengyel siigér genetikai szempontbodl elkiiloniilé csoportot

alkot. Ezt az elkiiloniilést a kimagasloan sok egyedi allél jelenléte is alatamasztja.

Munkank soran olyan 1) genetikai eszkOzrendszert fejlesztettiink, amely
onmagéaban is, valamint a korabban leirt genetikai markerek mellé is, jol
alkalmazhatdak genetikai variabilitds megallapitasara siigér populaciokban, valamint
feltehetéleg a Percidae csalad mas képvisel6iben is. Az altalunk alkalmazott modszer
jol alkalmazhat6 lehet olyan kozeli fajok esetében is, amelyek esetén még egyaltalan

nem izolaltak nagy polimorfitasu genetikai markereket, vagy a jelenlegi eszkoztar még
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tovabbi bdvitésre szorul. Munkank egyediilalld abbol a szempontbdl, hogy ez a
tanulmany foglalkozik el6szor mikroszatellit alapu vizsgalattal a kbzép-eurdpai siigér

esetén.

6.4 Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)

Az afrikai harcsdbdl eddig minddsszesen 18 mikroszatellit markert irtak le
(Galbusera et al. 1996; Volckaert & Hellemans 1999, Yue et al. unpublished data), munkank

soran ezt a genetikai eszkozrendszert tovabbi 55 0j polimorf markerrel bovitettiik ki.
Mig az afrikai kontinensen természetes koriilmények kozott megtalalhato a faj —igy a
produkciét befolydsolja a természetes fogasokbdl szarmazd mennyiségek, addig
Eszak-Amerikaban és Europaban eldallitott mennyiség teljes egésze intenziv
recirkulacids rendszerekbdl szarmazik, ami azt is magaval hozza, hogy az allomanyok
genetikai szempontbdl jelentds valtozason mehettek keresztiil. Az allomanyok
genetikai sokfélesége lecsokken erdsen beltenyésztett populdciokat 1étrehozva. A
genetikai markerekkel meghatarozva a genetikai sokféleséget, ezt a leromlast
igazolhatjuk vagy cafolhatjuk, valamint genetikai markereket alkalmazva olyan
egyedek bevonasaval végezhetjiik a szaporitasokat, amik még kelléen polimorfak, igy

az allomény genetikai sokfélsége novelheto.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran olyan ragadozo6 halfajok (siilld, stigér, afrikai harcsa) genetikai
hatterét vizsgaltuk, melyek jelentésége hazankban is rohamosan fokozodik a névekvo
fogyasztoi igények kielégitése végett. Bar az afrikai harcsa termelés igen kiemelkedo
helyen szerepel hazankban eurdpai szinten is, addig a siillé és a siigér termelés
novelésére nagy erdfeszitések zajlanak FEurdpa-szerte. A tartastechnologiai
fejlesztések, valamint az egyre nagyobb fontossaggal bird génmegdrzés érdekében
egyre mélyrehatobb genetikai ismeretek sziikségesek a vizsgalt fajokrol. Ezért célul
tlztiik ki, hogy az eddig — genetikai szempontbol — kevéssé vizsgalt siillébol, siigérbol
¢és afrikai harcsabdl fajspecifikus polimorf mikroszatellit markereket izolaljunk
genetikai diverzitdsuk meghatdrozasara, populacié szerkezetiik megallapitasara,

valamint az antropogén hatasok igazolasara.

A siilld genomi DNS-¢bdl kétféle restrikcids enzim hasznalataval (Rsa |, HpyCH4
V) két CA-dinukleotid ismétlddésekben dusitott konyvtarat hoztunk létre, melyekbol
Osszesen 34 1j polimorf mikroszatellitet izolaltunk. A markerek szekvencidit GenBank
adatbazisba helyeztiik, a kimutatdsukhoz sziikséges PCR reakciok optimalis
koriilményeit meghatidroztuk. Az Gjonnan izolalt markerekek miikodoképességét
legkevesebb 8 egyeden teszteltiik, mely soran meghataroztuk a markert jellemz6
allélokat és azok jellemzO mérettartomanyat, valamint a polimorfitasukat jellemzo
paramétercket. 7 polimorf markerrel (MS 192 Sl, MS 195 SI, MS 198 SI, MS 203 SlI,
MS 260 SI, MS 268 SI, MS 397 Sl) populaciogenetikai analizist végeztiink 10, a Duna
vizgyljto teriiletérél szarmazo allomany genetikai diverzitasanak becslésére, valamint
az antropogén hatisok monitorozasara. A populécidgenetikai analizis sordn
meghataroztuk az atlagos allélszamot (4,09), az 0Ossz-allélgazdagsagot (5,32),
vizsgaltuk, hogy az allomanyok Hardy-Weinberg egyensulyban vannak-e, és azt
tapasztaltuk, hogy csupan a Temesvari (T1), tovabba a Duna fels6 szakaszan vizsgalt
populaciok (Ge) vannak egyensulyi allapotban. A legnagyobb mértékii heterozigota
hidnyt az akasztoi (Ak) allomanyban detektaltunk, heterozigédta tobbletet csupéan a
kisbajcsi (Kb) allomanyban tapasztaltunk. Legtobb privat allélt a németorszagi
populacioban (Ge) talaltunk. Ugy tapasztaltuk, hogy a vizsgalt allomanyok genetikai
differencialtsaganak mértéke jelentésnek mondhatd (Fst=0,214), valamint, hogy
STRUCTURE szoftverrel vizsgalva a 10 populacio 6 genetikai klaszterbe sorolhato.
Azoknal a csoportoknal, amelyek tobb allomanyt foglalnak magukba, j61 nyomon
kovethetd az antropogén hatas, ugyanis a mesterséges allomanyok kialakitasa nem a
foldrajzilag legkozelebb allo természetes populaciobol tortént (pl. egy klaszterbe
tartoznak a gyori, az attalai és az akaszt6i allomanyok, vagy egy masik klaszterbe a
kisbajcsi és nyiregyhazi allomanyok). Az Gjonnan fejlesztett markerek kozil 16
markerrel tovabb fejlesztettiik az analizist, ezekkel 4 szettet alakitottunk, ki ugy, hogy

egyetlen reakcidban egyszerre 4 marker kimutatatisa legyen lehetséges, igy
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csokkentettiik az analizis id6- és munkaigényét, valamint a felhasznalt anyagok

mennyiségeét.

Stigér esetén a konyvtarkészitéshez izolalt DNS hasitasahoz alkalmazott restrikcios
enzimekkel (Rsa I, HpyCH4 V) 2-féle CA-ismétlédésekben dusitott konyvtarat
hoztunk létre, melyekbdl Osszesen 25 esetben sikeriilt miikodoképes markert
fejlesztentink. A markerek optimalis miikodési koriilményeit meghatdroztuk és 8
Kivalasztott egyeden teszteltilk, mely vizsgalat alapjan jellemeztiik a markercket
(jellemzd allélok, mérettartomanyok, polimorfitasukat jellemz6 paraméterek). Néhany
marker kiilondsen magas polimorfitasunak bizonyult (MS 427 Pf, MS 428 Pf, MS 464
Pf, MS 726 Pf). Az ujonnan fejlesztett markerek koziil 12-vel (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) vizsgaltuk a genetikai differencialtsag mértékét 2 hazai
togazdasagi és egy lengyelorszagi természetes siigér populacid kozott. A
populaciogenetikai analizis alapjan az atlagos allélszam (9,611) magasnak
mutatkozott, azonban a heterozigdta hidny is jelentésnek mondhaté mindharom
allomanyban, a Hardy-Weinberg egyensulytdl vald eltérés mindharom populacioban
szignifikans. Ez az allapot feltehetleg az antropogén hatasoknak is kdszonhets. A
lengyel populacié jelentdsen eltér a két, egymashoz igencsak hasonlo, magyar
alloméanytol genetikai szempontbol, hiszen a lengyel populdcioban kiemelkedden
magas a privat allélok szama, nagy a kiilonbség a populacioparonkénti Fst értékekben
(>0,3), a Nei-féle genetikai tavolsagban (>0,6), de ezt tamasztjak ala a STRUCTURE-,
valamint a PCoA-analizisek is.

Az afrikai harcsa esetében 6sszesen 4, kiilonbozé CA-ismétlédéssel dusitott genomi
konyvtarat hoztunk létre (Haelll / Rsal / Alul / HpyCH4V). 55 esetben tudtunk a
kimutatdsukhoz PCR primereket tervezni és miikddésiik koriilményeit optimalizalni.
Az 55 mikroszatellit marker koziil 49 mikodoképességét Osszesen 32 egyeden
teszteltilk. A 32 egyeden végzett analizis célja a markerek mitkoddképességének
meghatarozasa, valamint jellemzése volt (allélok szamanak, mérettartomanyuk,
valamint polimorfitasukat jellemz6 tovabbi paraméterek meghatarozasa). A markerek
bar polimorfnak mutatkoztak (allélszam 2 és 11 kozott alakultak), a polimorfitasuk
mértéke a tobbségiiknél alacsonynak mondhatd, azonban alkalmazasukkor ez

ellensulyozhat6 azzal, ha az analizisbe tobb markert vonunk be.

A létrehozott genetikai eszkoztarral tovabbi - siillovel, siigérrel és afrikai harcsaval,
tovabba ezeknek kozel rokon fajaival foglalkozoé - tanulmanyokat kivanunk tamogatni.
Ebben a tanulméanyban kimutatott antropogén hatasok is megerdsitik azt a tényt, hogy
a tenyésztés a genetikai diverzitas csokkenését idézi eld, a nem atgondolt allomany
keresztezés a genetikai kiilonbségek 0sszemosdsdhoz vezet és felhivja a figyelmet,
hogy ezen allomanyok tobbségénél iddszerii a genetikai ,,frissités”, megfelelden
polimorf egyedek bevonasaval.
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8. SUMMARY

In our work we examined the genetic background of carnivorous fish species (pike-
perch, perch, African catfish), whose importance in Hungary is growing rapidly in
order to meet the increasing consumer demand. Although African catfish production
has outstanding importance in Hungary, great efforts are being made across Europe to
increase the production of pike-perch and perch. More and more in-depth genetic
knowledge of the species studied is needed to support the development of breeding
technology and the growing importance of gene conservation. Therefore, we aimed to
isolate species-specific polymorphic microsatellite markers from pike-perch, perch
and African catfish - which are not yet well known in genetic aspect - to determine
their genetic diversity, to identify their population structure, and to assess the
anthropogenic effects.

Two CA-repeats enriched libraries were constructed from pike-perch genomic
DNA with using two different restriction enzymes (Rsa |, HpyCH4 V), of which 34
new polymorphic microsatellites were isolated. The sequences of the markers were
placed in the GenBank database, and optimal conditions for the PCR reactions required
for their detection were determined. The functionality of the newly isolated markers
were tested on at least 8 individuals, in which the number and size ranges of alleles
were determined, as well as the parameters characteristic of their polymorphism. A
population genetic analysis was carried out with 7 polymorphic markers (MS 192 S1,
MS 195 S1, MS 198 S1, MS 203 S1, MS 260 S1, MS 268 S1 and MS 397 S1) to estimate
genetic diversity of 10 populations from the Danube River Basin and to establish the
anthropogenic effects. During the population genetic analysis we determined the
average number of alleles (4.09), the total allelic richness (5.32), whether the stocks
were in Hardy-Weinberg equilibrium, and we have found that only the stock of
Timisoara (Ti) and the population from the Upper-Danube (Ge) are in equilibrium. We
found the greatest heterozygous deficiency in the stock of Akasztd6 (Ak), and
heterozygous excess was found only in the stock Kisbajcs (Kb). Most private alleles
were found in the German population (Ge). We found that the genetic differentiation
of the examined stocks were remarkable (Fst = 0.214), and that the 10 populations
could be classified into 6 genetic clusters using STRUCTURE software. For clusters that
include multiple stocks, anthropogenic effects can be well tracked, since the creation
of artificial stock was not done from the geographically closest natural population (e.g.
one cluster includes the Gyor, Attala, and Akaszté stocks, or another cluster involves
the stocks of Kisbajcsi and Nyiregyhaza). With 16 microsatellites of the newly
developed markers further developed analyses were carried out, with these markers set
up 4 sets, so that 4 markers can be detected in a single reaction at one time (multiplex
PCRs). We have reduced the time and effort required for analysis and the amount of
materials used.
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In case of perch, as well, two CA-repeats enriched genomic libraries were
constructed by two restriction enzymes (Rsa I, HpyCH4V), of which 25 functional
markers were developed. Optimal function conditions (PCR conditions) of the markers
were determined and tested on 8 selected individuals, in this way the properties of
markers were defined (number of alleles, allele size ranges, parameters characteristic
of their polymorphism). Some markers have been shown extremely high
polymorphism (MS 427 Pf, MS 428 Pf, MS 464 Pf and MS 726 Pf). Of the newly
developed markers, 12 (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 and MS 739 Pf) were
tested for genetic differentiation between 2 domestic Hungarian pond farms and a
Polish natural population. Based on population genetic analysis, the average number
of alleles (9.611) was high, but the heterozygous deficiency and the deviation from the
Hardy-Weinberg equilibrium were significant in all three populations. This condition
may have been induced by anthropogenic effects. The Polish population is
significantly different in the genetic aspect from the two Hungarian populations, which
are quite similar, as the number of private alleles is very high in the Polish population,
there is a big difference in the Fst (>0.3) and in the Nei's distance (>0.6) of population
pairs, and this is also supported by STRUCTURE and PCoA analyses.

In the case of African catfish, 4 different genomic libraries enriched with CA
repeats were constructed (Haelll / Rsal / Alul / HpyCHA4V). In 55 cases PCR primers
were designed for microsatellites detection and optimize their operating conditions
(PCR conditions). Of the 55 microsatellite markers, 49 were tested for functionality in
a total of 32 individuals. The purpose of the analysis on the 32 individuals was to
determine and characterize the functionality of the markers (to determine the number
of alleles, their size range, and further parameters characteristic of their
polymorphism). Although the markers were polymorphic (the number of alleles was
between 2 and 11), the degree of polymorphism was low in most of them, however,
when applied, and this could be counterbalanced by the inclusion of multiple markers
in the analysis.

We want to support further studies - dealing with pike-perch, perch and African
catfish, as well as close to related species - with the above mentioned genetic tools.
The anthropogenic effects shown in this study also confirm the fact that breeding leads
to a decrease in genetic diversity, a non-thoughtful stock crossing leads to the losing
of genetic differences and draws attention to the fact that the majority of these stocks

are necessary genetically “refreshing” with the involvement of polymorph individuals.
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M2. Oldatok Osszetétele

SET-puffer

100 mM  Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS)
50 mM Etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA)
200 MM Natrium-klorid (NaCl)
0,5% Sodium-dodecyl-sulfate (SDS)

10x TBE-puffer

890 mM  Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS)
890 mM Borsav
20 mM  Etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) pH=8,00

TE (Tris-EDTA)

10 mM  Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS) pH=8,00
1 mM  Etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) pH=8,00

TLE (Tris low EDTA)

10 mM  Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS) pH=8,00
0,1 mM | Etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) pH=8,00

20x SSC oldat

3,28 M Natrium-klorid (NaCl)
308 MM  tri-natrium-citrat-2-hidrat

2x Hyb Solution

12x SSC
0,2% Sodium-dodecyl-sulfate (SDS)

1x Hyb Solution

6x SSC
0,1% Sodium-dodecyl-sulfate (SDS)

Moso-oldatok (konyvtarkészités dusitasi 1épéseinél)

Moso oldat A 2x SSC, 0,1% SDS
Moso-oldat B 1x SSC, 0,1% SDS
Moso-oldat C  0,5x SSC, 0,1% SDS

LB-tapleves

10g Tripton
59 Elesztokivonat
10g Natrium-klorid (NaCl)
1000 ml  végtérfogatra kiegésziteni dH,O-val
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LB-taptalaj (2% agar)

10g Tripton
59 Elesztkivonat
10g Natrium-klorid (NaCl)
20 g Bakteriologiai agar
1000 ml  végtérfogatra kiegésziteni dH,O-val

LB-taptalaj tovabbi 0sszetevdi kék-fehér szelekciohoz

0,09 mM X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl B-D-Galactopyranoside)
0,08 mM IPTG (Isopropyl-Beta-D-Thiogalactopyranoside)
1,43 mM  Ampicillin

10x Tag-polimeraz puffer (KCl)

500 mM  Kalium-klorid (KCI)
100 mM  Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-hidroklorid (TRIS.HCI; pH=8,00)
1% TritonX 100

10x Tag-polimeraz puffer [(NHa4)2SO4]

750 mM = Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-hidroklorid (TRIS.HCI; pH=8,80)
200 MM Ammonium szulfat [(NHa4)2SO4]
0,1% Tween 20
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M3. Mikroszatellit markerek kimutatasahoz alkalmazott PCR reakciok Osszetétele
M3.1 Siill6 (Sander lucioperca)

A siillé (Sander lucioperca) mikroszatellitek kimutatasahoz alkalmazott PCR reakciok Osszetétele: a 10kuszok megnevezése, a primer szekvenciak, Tag-polimeraz
puffer, primer koncentracio (uM), MgCl,-koncentracié (mM), annealing hémérséklet (°C) és a PCR reakciok ciklusszama. 1x KCl-puffer dsszetétele: 500 mM KCl,

100 mM Tris-HCI, 1% Triton X-100; 1x (NHa4)2SOs-puffer dsszetétele: 200 mM (NH4)2SOs, 750 mM Tris-HCI, 0,1% Tween 20.

. PCR

Lékusz Forward primer (5'-3") Reverse primer (5°-3") Tag-polimeriz Primer MgCl. h/émiizﬂit r‘?akdé

puffer (uM) (mM) ©C) CI|(’|US-

Szama
MS 84 Sl F: ACGTGCACACAGGTGTATACTC R: GTGGAACAGCAGTCAGGGT 1x KCl-puffer 0,40 1,50 59 35
MS146 SI F: ATCAGAGTTTAGCAGGTCACAAT R: GGAATTAAGTCCACGCTGTT 1x KCl-puffer 0,30 1,50 55 35
MS150 SI F: GCAGTGCTATCCTTCTCCAG R: GGTGACAAGTCGCAGCCT 1x KClI-puffer 0,30 1,50 55 35
MS 192 SI F: ATGTTGAGAGTCAGGCGTGA CACGAGGTTATT'II'?ATGATAGACATTA 1x (NHa)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 195 SI F: TGGGTGACAATCCGCTTAG R: TCAGATGTCATCCTGGTTGC 1x (NHa)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 198 SI F: GCCATTTGGCTTAGGAAAG R: AGTCTGCTGGTGACCGTGT 1x (NHa)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 203 SI F: TGCATGGACAGACGGACA R: TCGGATTGGACAACAGCAT 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 204 SI F: TTCAATGGGCTGCACTGA R: AGTAATGCAATTATATTCCCAGAC 1x (NHa4)2SO4-puffer 0,10 3,00 55 45
MS 260 SI F: CAGAGCTGCTGAGCTTTCTC R: ACAACCGTCCCGTCTCAC 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 268 SI F: AAGAGCTGGGTATAGCCAGAT R: GCTATCTGTAAGGGCTGGATT 1x (NHa4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 373 SI F: ATACTTGGATATGCGCTTATTG R: TGCGATTTCTCACATGCTG 1x (NHa)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 384 SI F: CAGACAATTTCACTGTTCGTAGA R: AACATCATCATCGTGGTTGTT 1x (NHa)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 386 SI F: TGATACCGTGGCAGCAGA R: CTATGAGATAGCCTAGTAAGGCAA  1x (NH4)2SOq-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 389 SI F: AGGAGCTGTTCCTCTGAACC R: TGGGTCACGTTCCAACATT 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 2,00 56 45
MS 395 SI F: GTCTCAGGTCGTTGGCATAG R: CATGGGATTACAACTCTGCTG 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 397 SI F: TACTTTGCTGCACAATCACG R: CATCAATCACCTGCCAACA 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 3,00 52 45
MS 404 SI F: CATTGATGCCTGTAGCAAGTT R: CTCAGTAATCTTCCAGGGAGC 1x (NHa4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 410 SI F: TTACTGCTCAGCTGGTCCC R: GGATCAGTGTAGGCACGGTA 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 412 SI F: ACAGGAGTTATGAGTCAGGCTT R: GACCAGGAGGGTATCAGCA 1x (NHa)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45
MS 416 SI F: CATGAGCCACATTAGACACAA R: ACCAATGCCTTTAGGATAGTG 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 3,00 55 45
MS 417 SI F: CACGCACCTTGTCTCTCTGT R: GACAACAGCCACATCAACG 1x (NH4)2SO4-puffer 0,10 2,00 55 45



MS 420 SI
MS 422 SI
MS 423 SI
MS 424 S|
MS 673 SI
MS 682 SI
MS 686 SI
MS 687 SI
MS 698 SI
MS 701 SI
MS 703 SI
MS 704 Sl
MS 707 Sl

F: GCTGTTTCACAGGTCCTCACT
F: TGATTGAAAAGACCTGGCAC
F: GAGATCCATCGGACTAAAGGT
F: AGCTAATTTGAGGATGTTATCATG
F: CAATGTGTCTGAATCTGTCTGTT
F: TTGCTAACACCGTGGCTCT
F: ATTATGGTGATTTATTGAGGCA
F: TTAGGACTTCTTGAGGTCGAA
F: AATGTGGCGCTCATTCAG
F: CAGAATCACGCAAGCACTC
F: GGTCAAGTAAAGAGGTCAACATT
F: TGTTCTGGTTTATCTGTTTTGAA
F: CCATGACAATGTGCCTATGAT

R: TCCCAGTCGCTGCTTGAT
R: TCTGCTGTGTCTTGAACCCT
R: GAGTAGGGCAGTTGCTTCAA
R: GTGTAGTAGTGAGGTGCGTGTAA
R: TCATACTTTGGTCTGCTGGTC
R: AGCAGTGATTGACACGCAGT
R: AGTGATGGGTGGTAATGGAG
R: ATGCGCTGTTCTGAGCAG
R: CCAGCTGAGTGTCCGTTACT
R: AGTTGTGCGATGGACTAATGT
R: AAGCAACAGCAGAGGATGAG
R: TCTTCGCTGCTTATAGTCTGC
R: TGACCTGATAGAGGTTAATACCAG
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1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer

0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10
0,10

2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,50
2,50
2,50
2,00
2,00
2,00
2,00

55
55
55
55
55
55
55
56
55
55
55
55
55

10.14751/SZIE.2019.065

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
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M3.2 Siigér (Perca fluviatilis)

A stigér (Perca fluviatilis) mikroszatellitek kimutatasahoz alkalmazott PCR reakciok Osszetétele: a 10kuszok megnevezése, a primer szekvenciak, Taq-polimeraz
puffere, primer koncentracié (uM), MgClz-koncentracio (mM), annealing hémérséklet (°C) és a PCR reakciok ciklusszama. 1xX (NH4)2SOs-puffer 6sszetétele: 200 mM

(NH.4)2S04, 750 mM Tris-HCI, 0,1% Tween 20.

Lo : Annealin PCR. .

Lokusz Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") Taq-;)lj)flfn:;eraz P(';:R};r 'z/lngl\cjll)z h(’im(éorcs)éklget B eli:(::’

Szama
MS 426 Pf F: ACTGTATCTATGCTGAAACGAAGT R: TGCTATGAATATCTGTGCCTCTA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 427 Pf F: GCTGAGTTACAGTTTAATGTATTTGA R: ACAGCAGATTAGTATGGAGCAG 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 428 Pf F: TATTAATCAAGTGTCCTGAAAGCT R: GAGTTGTAATGTAGCATCACGC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 3,50 55 45
MS 432 Pf F: CTCAATAACCGACCACAGACC R: TGTGGATGCACATGCACC 1x (NH4)2SO4-puffer 0,13 2,50 55 45
MS 439 Pf F: TCTGCCTGTCTCCCACCT R: TTAAATCCATGCGACAACTG 1x (NH4)2SO4-puffer 0,13 3,00 55 45
MS 441 Pf F: CGTGCTGTTCTGATAAAATACAT R: TGTGTGAAGATAGGTCTGGCT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,50 55 45
MS 449 Pf F: CACAGTGACATTTGCTCCTCT R: GATATTGACCTCATCTTCCTCAG 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 1,50 55 45
MS 450 Pf F: CAGAGGCATCATGGAGAGC R: CTCGGGCTCACAGTGACAT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 1,50 55 45
MS 455 Pf F: GCATCGGTTAGATATTGGGATA R: AATGGTCCAGGGAATGAATC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 54 45
MS 464 Pf F: GCTCAACAAGGCTTTCACAT R: CACCAGGAAATGTTGCTTATC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 467 Pf F: GTCCACCACAGCTTTACCAG R: CCAACAGCCCACAATGC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 484 Pf F: TCTTATAGAAGCGGTGGTTGA R: CGTGACACCGTTCTACTGC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 500 Pf F: AGACTATCGTGCTCCTGAGGT R: CTAATTATAAATGACCTCCTCTGC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 3,00 52 45
MS 716 Pf F: ATGTATTTAGAGGCAAGAAGGC R: TCAGTTTCAGGTCTGCCATC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,50 56 45
MS 719 Pf F: AACACATCTTCACAAGGATTCC R: AGCCTGTGGTTGATTGATGA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 723 Pf F: AGCCCATTTGAATTAAACTGA R: ATTGCGTGTTCATTTACCCT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 725 Pf F: TCAGTTCGTCAACACTAATGGT R: AGCAACCAACAATCACAATAAG 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 726 Pf F: TACTCATGCTACTAATGCTCATGT R: TATGTATTGGCCTGTGTATTGTAT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 3,00 55 45
MS 728 Pf F: GCCTGGTCGGATCTACTTG R: TGATATAGCCTCTCAGCTGGT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 729 Pf F: CTCTGGGCAGTGTTGTTGG R: GCTGACCCCTCACGATGA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 1,50 55 45
MS 730 Pf F: TCACCTCCTCACTTTACTTCACT R: AATGGTCAGCAAGGAAGTCA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 732 Pf F: AGAACTGGGCTCAAGTGTCA R: TCAACATCTTGTCAAACAGGTC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
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MS 737 Pf F: ACTGACCATCCACTCCGTG R: CAAGGGGCTTATGGGTGT 1x (NH4)2SO4-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 739 Pf F: AGATCAATCGGTCAATGAGG R: GAGAGACTCCATCTTCCACAAC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 745 Pf F: TGGCACTCTGAGTGGATCAC R: CTTGTTCCCATTATTCTTTATCAT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
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M3.3 Afrikai harcsa (Clarias gariepinus)

Az afrikai harcsa (Clarias gariepinus) mikroszatellitek kimutatasahoz alkalmazott PCR reakciok dsszetétele: a 10kuszok megnevezése, a primer szekvenciak, Taq-
polimeraz puffere, primer koncentracio (uM), MgCl,-koncentracio (mM), annealing hémérséklet (°C) és a PCR reakciok ciklusszama. 1x KCl-puffer dsszetétele: 500
mM KCI, 100 mM Tris-HCI, 1% Triton X-100; 1x (NH4)2SO4-puffer osszetétele: 200 mM (NH4)2SO., 750 mM Tris-HCI, 0,1% Tween 20.

. . ' o . ' o Primer MgCl: énn,ealring r:)acl:(cRié

Lokusz Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") PCR puffer (M) (MM) hom(ilg;zklet ciklus-

Szama
MS 2 Cg F: AGCAGGAAAACGGGTCAC R: ATGGTTCAGCTGTAGTGTTGG 1x KCl-puffer 0,26 1,50 59 35
MS 3 Cg F: CGCCCTACCTGTAACCTGT R: CGAGTTTCCAGGTAGAGCAG 1x KCl-puffer 0,26 1,50 59 35
MS 10 Cg F: GTCATGCTGGGAGAACAAGA R: TGCATGATAGGTGAAAGGT 1x KCl-puffer 0,26 1,50 59 35
MS 40 Cg F: AGAACTTGTACTCGGGTGCA R: CAAACGGCACCTCAAACA 1x KCl-puffer 0,26 1,50 59 35
MCSgllAZZ F: ACCTTCAGACATACTGAGGCTT R: GAGGATCAGATTATTGGATTGAT 1x KCl-puffer 0,26 1,50 56 35
MCSg/1§2 F: GACCTTCACTTTCCTCCTTCT R: TGCTAATGTGATGCCAATGT 1x KCl-puffer 0,26 1,50 55 35
MS 132 Cg F: CAGAAATTCTGCAGAATTGTGT R: CGAGTTACCCTGGCAGATC 1x KCl-puffer 0,26 1,50 55 35
MS 175 Cg F: CCTGAAGAAGAAATCTCAGATAAGT R: ATCAGACTGAGGATGAGGTTCA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 214 Cg F: CCTGCATTATTCCCTTTGAC R: AATAACAGACTATGTTGAATTAATGG  1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 236 Cg F: CATCCTTTGTTTATGGCTTGTT R: TCATGCTTTAGAGTCTCATCTCAC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 243 Cg F: TGTGTGAAGGTTTATGTAACGAT R: TCAATCCTGCCCTAGACCTA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 285Cg F: CAAGTAATAAGGTGAAATGAGACTTT R: CAAAGGAAGTGGGGAAGTGT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 287 Cg F: GGGAATGTTTGATGAATGTGA R: TGCCTTGGATATTGTTTGCT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 288 Cg F: GCTGTCGCTATGACTTACCT R: GTCCTGTGGATGGCACTTC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 289 Cg F: TACAGCATCTCTGAGGGACG R: CTGTCACCTTTAGTGTAATTCACAC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 290 Cg F: ACATACATCCATGGTGACTGC R: AACTTCACACATTTGAAGGAGAT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 294 Cg F: CAGCTGTCGATGTATGACCTG R: GACCTGAAGGAGCCTGTCTG 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 298 Cg F: CCGACCATCAGGAGACAGA R: CGAGACTCGCCGTCACTC 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 299 Cg F: ATGTGTCGAAGCTTACAGCTC R: GCTATATCGCTCACTGATACCA 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 305 Cg F: TCGTTTTCAGGGCTTCG R: CTGCAGGGAATCATCTCTGT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,50 55 45
MS 307 Cg F: TACATCTCTGTTTAGCAAAGTGG R: TGCGTGCGTAAAGCATCT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
MS 308 Cg F: GGAGTGTCAACACGTTAGAGG R: CTGGAGTATGAATCTCTCATCCT 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
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MS 312 Cg
MS 316 Cg
MS 321 Cg
MS 330 Cg
MS 332 Cg
MS 336 Cg
MS 337 Cg
MS 339 Cg
MS 341 Cg
MS 344 Cg
MS 346 Cg
MS 350 Cg
MS 352 Cg
MS 354 Cg
MS 355 Cg
MS 357 Cg
MS 367 Cg
MS 370 Cg
MS 638 Cg
MS 639 Cg
MS 643 Cg
MS 644 Cg
MS 645 Cg
MS 647 Cg
MS 649 Cg
MS 651 Cg
MS 652 Cg
MS 653 Cg
MS 657 Cg
MS 661 Cg
MS 663 Cg

F: TTGTGCACTGCAAGCGAT
F: GTGTGTGCGCTTGTGTGG
F: TGTGGAAGATGGAACAATAGAG
F: TACCTAAGAGGAACTGCAATGC
F: CTCCCTCTTCCTTTGTCACTC
F: GCAGATAATCCGTTCCAGC
F: TGGTCAGACGAGGAACACTT
F: GCTCGATTTCTGATTTACAGG
F: GAGTCGTGCCGTTATCTCC
F: ACAGACATGAGACTACGGTATGTAT
F: CAGGGCTACACAGCGTCG
F: GTCGTCGTATGCTGAATAATGT
F: TGGTTGAGATCGAGGTTGG
F: GCAGACGGGAGCGTGA
F: CTCAGGGCACTCGGAACA
F: GCGTGCCAAACGGAGA
F: TGCCAAACCATCTCCGA
F: AGGTCCACAGGTCACATCAG
F: CCAGTGAGTGGCAGGAGTG
F: CAGCTTTGGCTCGGTCA
F: CTGTCATCTTCACTGGTCCAT
F: GATGTAATACGGAACAACACCAG
F: CTGTTTACTCTAACACTGTGACCAC
F: GGTCAGCACCACCTGAGAA
F: ATGATTGACCAGTCAAATCGA
F: AGAATAGCTGAGGAGTGAGGAG
F: ATCAACATCACCCGCTCAC
F: TCTATTTGATTTAGGAAGCAGACT
F: AGGAAGTAGAGTTGTTATGGCAG
F: TTGGGTTTATCCGTGGTTC
F: TCAATCTCAGAGAGGAACGACT

R: AGTCAATGCATTTGGACAGC
R: CGGAGAAGTGCCGTAGCT
R: AGTCTGTAGGAAATTCACACTGTAT
R: TCTCAGGGACATTGTCTGAATAA
R: ATGGTGCTCAGCAGTCATCT
R: CCAAGTCCTGCATACTGTGTGT
R: CACACTAACACAACCACATATTCA
R: GCTGCTCCTCAGTCCAAGT
R: GCTCAACCTGCTGTTACTCAA
R: CATGTGTTGTTCTCCAGTCAATA
R: GATTCATCAACCACATTGCTCTC
R: TCCACTTCTAGTAGCACTCTTCC
R: TGACTCAGACTCGGAGACCTAC
R: GCCGCTCCTTTATCACATT
R: CCTTAAACCACCACCCTACTG
R: CATTGCCAGAATCTCTTAAGTTC
R: CTCCGGTTTCCTCCCAC
R: TCTATCCCTACCGCCAAGA
R: TCATTACTACACACCACATCACAA
R: AACACGTTCAAGCGGTAGTC
R: AGAAGGACATTACAGTAGGTCAAG
R: CACAGCCGTGTTCTCTTGC
R: CACGGTGTCCAATGATGTG
R: TCCAGCTTTTAGCAAGTGTTAG
R: AGTTCGTCCCATAATGGCA
R: CATTGTGCTTCGGCTGAT
R: ACCTCATCAATGCCACTGTC
R: GATGCGGTTTGCGTGAT
R: GACATGCCACAGGACTGAAG
R: GAGATGCTGGTGATGGTGAG
R: TGATGGGAGCGATGTACG
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1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SO4-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NH4)2SOs-puffer
1x (NHa4)2SO0s-puffer
1x (NHa4)2SO0s-puffer
1x (NHa4)2SOs-puffer

0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13
0,13

2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
3,00
2,00
2,00
3,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
2,00
3,00
2,00
3,00
2,00

55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
53
55
55
55
55
58
55
55
55
55
55
55
55
55
55
58
55
54
55
55
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45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
35
45
45
45
45
45
45
45
45
45
35
45
45
45
45
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MS 665 Cg F: TGGACAGATGGGGTTAGGTA R: GGTCTCTTTGCTGCTGCTTA 1x (NH4)2SO4-puffer 0,13 2,00 58 35
MS 668 Cg F: ATTACATCAGTACAAGTGCCAACT R: TGTGTAAACACTCTGTATAGCGAG 1x (NH4)2SOs-puffer 0,13 2,00 55 45
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M4. Siill6 (Sander lucioperca) mikroszatellit marker szettek multiplex PCR-alapt analizishez

A varhat¢ allél mérettartomanyt 10, a Duna-vizgy(ijt6 teriiletrdl szarmazo6 populacid vizsgalata alapjan hataroztuk meg. A tdblazatban felsorolt méretek tartalmazzak
a 17 bazispar hosszl ,tail”’-szekvencia méretét is.

A szett B szett C szett D szett
Mikroszatellit Yarhato all?l Mikroszatellit Yarhato au?l Mikroszatellit Yarhato an?l Mikroszatellit Yarhato allF 1
merettartomany merettartomany merettartomany merettartomany
marker L, marker L., marker ., marker .,
(bazispar) (bazispar) (bazispar) (bazispar)
MS 420 SI 141-161 MS 703 SI 145-158 MS 423 SI 161-180 MS 707 SI 123-127
MS 386 SI 186-246 MS 424 S| 169-198 MS 192 SI 207-246 MS 422 SI 140-161
MS 701 SI 270-304 MS 682 SI 221-248 MS 704 SI 253-263 MS 373 SI 186-217
MS 404 SI 347-376 MS 417 SI 277-298 MS 384 SI 274-295 MS 395 SI 234-270
Fluoreszcens Fluoreszcens Fluoreszcens Fluoreszcens
festék PET festék NED festék FAM festék vic
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M5. Siillé (Sander lucioperca) multiplex PCR reakciokoriilmények

M5.1 Siilld multiplex PCR reakciok dsszetételei

Tag-polimeraz puffer [(NH4)2SO04]
MgCl,
dNTP
MS 420 Sl forward €s reverse primer
MS 386 Sl forward ¢€s reverse primer
MS 701 Sl forward és reverse primer
MS 404 Sl forward és reverse primer
PET-jelolt tail primer
Tag-polimeraz
DNS templat

Tag-polimeraz puffer [(NH4)2SO4]
MgCl,
dNTP
MS 703 Sl forward €s reverse primer
MS 424 Sl forward ¢€s reverse primer
MS 682 Sl forward ¢és reverse primer
MS 417 Sl forward és reverse primer
NED-jelolt tail primer
Tag-polimeraz
DNS templat

Tag-polimeraz puffer [(NH4)2SO4]
MgCl,
dNTP
MS 423 Sl forward és reverse primer
MS 192 Sl forward és reverse primer
MS 704 Sl forward és reverse primer
MS 384 S| forward és reverse primer
FAM-jelolt tail primer
Tag-polimeraz
DNS templat

A-szett

B-szett

C-szett

100

1x

2 mM

0,4 mM
52,8 nM - 52,8 nM
132nM - 132 nM
52,8 nM -52,8 nM
52,8 nM -52,8 nM

264 nM

0,2 U/l

150 ng

1x

2 mM

0,4 mM
52,8 nM - 52,8 nM

105,6 nM — 105,6 nM

52,8 nM - 52,8 nM
52,8 nM - 52,8 nM

264 nM

0,2 U/l

150 ng

1x

2 mM

0,4 mM
52,8 nM - 52,8 nM
52,8 nM - 52,8 nM
52,8 nM - 52,8 nM

105,6 nM — 105,6 nM

264 nM

0,2 U/l

150 ng
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D-szett

Tag-polimeraz puffer [(NHa)2SO4]

MgCl,

dNTP
MS 707 Sl forward és reverse primer
MS 422 Sl forward és reverse primer
MS 373 Sl forward és reverse primer
MS 395 Sl forward és reverse primer

VIC-jelolt tail primer
Tag-polimeraz
DNS templat

10.14751/SZIE.2019.065

1x
2mM
0,4 mM
105,6 nM — 105,6 nM

52,8 nM -52,8 nM
52,8 nM -52,8 nM
52,8 nM - 52,8 nM

264 nM

0,2 U/ul

150 ng

M5.1 Siill6 multiplex PCR reakciok hdmérsekleti profilja

Multiplex PCR reakciohoz alkalmazott ,,touch-down” hémérsékleti profil

Hoémérséklet Ido
95 °C 2 perc
95 °C 15 mésodperc
58 °C 1 perc
72 °C 2 perc
95 °C 15 masodperc
57,5 °C 1 perc
72 °C 2 perc
95 °C 15 masodperc
57 °C 1 perc
72 °C 2 perc
95 °C 15 masodperc
56,5 °C 1 perc
72 °C 2 perc
95 °C 15 masodperc
56 °C 20 masodperc
72 °C 40 masodperc
95 °C 15 masodperc
55,5 °C 20 masodperc
72 °C 40 masodperc
95 °C 15 masodperc
55°C 20 masodperc
72 °C 40 masodperc
95 °C 15 masodperc
54,5 °C 20 masodperc
72 °C 40 masodperc

72 °C 5 perc

Ciklusszam

1x

2X

2X

2X

2X

2X

2X

15x

15x

1x
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M6. Siillé (Sander lucioperca) mikroszatellit markerek jellemzése

Mé.1 Siillé mikroszatellit markerek altalanos jellemzése

s

allélok szama és mérettartomanya, valamint a vart és megfigyelt heterozigozitas értékek, a HWE-teszt, a PIC (Polymorph Information Content), tovabba a génbanki
azonositok tekintetében.

s ML O Ve PR e G
marker régidjanak szekvenciaja alle'l r.nelzete (bazispar) egyedszim szama azonosito
(bazispar)

MS 84 S (CA)22 136 114-181 168 19 0,860 0,685 * 0,843 KX375356
MS146 S| (CA)7 138 116-144 293 5 0,086 0,068 falaled 0,084 KX375357
MS150 SI (CA)s 117 112-117 293 3 0,107 0,079 ns 0,101 KX375358
MS 192 SI# (TG)1o 201 190-229 376 17 Isd. alabb KX375359
MS 195 SI# (AC)17 107 94-106 376 7 Isd. alabb KX375360
MS 198 SI# (CA)a 214 514-527 376 3 1sd. alabb KX375361
MS 203 SI# (AC)1s 144 133-144 376 7 1sd. alabb KX375362
MS 204 SI (TG)22 151 131-162 8 7 0,839 0,683 xx 0,787 KX375363
MS 260 SI¥ (TG)zs 184 165-208 376 20 1sd. alabb KX375364
MS 268 SI* (CA)9 225 223-227 376 3 1sd. alabb KX375365
MS 373 Sl (AC)1s 171 169-200 8 9 0,867 1,000 ns 0,844 KX375366
MS 384 SI (AC)9N10(AC)19N18(AC)11 258 257-278 8 5 0,917 0,750 ns 0,641 KX375367
MS 386 SI (AC)ss 204 169-229 8 9 0,725 0,500 ns 0,799 KX375368
MS 389 SI (AC)27 228 208-242 8 6 0,879 0,857 ns 0,733 KX375369
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MS 395 SI (AC)2s 232 217-253 8 7 0,817 1,000 ns 0,725 KX375370
MS 397 SI¥ (CT)sN1s(CA)1s 160 155-173 376 7 Isd. alabb KX375371
MS 404 Sl (TG)2s 324 330-359 8 5 0,792 0,375 * 0,701 KX375372
MS 410 SI (AC)zs 247 240-263 8 6 0,842 0,750 ns 0,759 KX375373
MS 412 SI (TG)24(TC)ss 223 184-267 8 10 0,942 0,750 ns 0,871 KX375374
MS 416 SI (AC)1s 120 91-123 8 6 0,747 0,857 ns 0,664 KX375375
MS 417 SI (CA)20N34(AC)s 259 260-281 8 7 0,825 0,750 ns 0,741 KX375376
MS 420 SI (AC)1s 137 124-144 8 5 0,683 0,875 ns 0,584 KX375377
MS 422 S| (TG)20N14(GT)16 130 123-144 8 4 0,725 0,250 xx 0,624 KX375378
MS 423 SI (AC)20 153 144-163 8 5 0,775 0,375 xx 0,682 KX375379
MS 424 S| (TG)1aN(GT)16 162 152-181 8 10 0,942 0,875 ns 0,871 KX375380
MS 673 SI (TG)ao 213 212-220 8 3 0,692 0,375 ns 0,575 KX375381
MS 682 SI (TG)ao 213 204-231 8 6 0,833 0,625 ns 0,748 KX375382
MS 686 SI (TG)ss 107 107-114 8 3 0,575 0,500 ns 0,447 KX375383
MS 687 SI (CA)27 167 135-143 8 3 0,658 1,000 ns 0,544 KX375384
MS 698 SI (TG)1s 182 165-201 8 5 0,675 0,625 ns 0,599 KX375385
MS 701 SI (AC)2sN(CA)11 273 253-287 8 7 0,867 0,875 ns 0,787 KX375386
MS 703 SI (TG)16 133 128-141 8 4 0,692 0,750 ns 0,582 KX375387
MS 704 SI (GT)22 234 236-246 8 5 0,808 0,625 ns 0,717 KX375388
MS 707 SI (AC)17 114 106-110 8 3 0,575 0,625 ns 0,482 KX375389
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He: vart heterozigozitas, Ho: megfigyelt heterozigozitas, HWE: a Hardy-Weinberg egyensulytdl valo eltérés szignifikanciaja (P>0,05 ns — a kiilonbség nem
szignifikans;* 0,01<P<0,05, ** 0,001<P<0,01, *** P<0,001 - a kiilénbség szignifikans); PIC: Polymorphic Information Content. * A populaciogenetikai

analizisben alkalmazott markerek.

M6.2 Populacidgenetikai analizis soran alkalmazott siill6 mikroszatellit markerek jellemzése

Vizsgalt allomany

Németorszag
Felso-Duna
(Ge; N=14)

Magyarorszag
Kisbajcs
(Kb; N=78)

Gyor
(Gy; N=21)

Mikroszatellit
marker

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI

Detektalt
allélok szama

AN NN WWN

W N oo O N

Allél
mérettartomany
(bazispar)

197-203

98-102
514-527
135-139
171-202
223-225
161-169

195-229

94-104
514-519
133-141
165-199
223-225
161-165

199-229

96-104
519

104

Ar

2,000

2,926
3,000
2,000
6,857
1,997
4,000

8,167

4,393
1,931
3,417
5,575
2,000
2,343

7,157

4,233
1,000

Gén-
diverzitas

0,473

0,203
0,657
0,522
0,846
0,137
0,731

0,817

0,606
0,164
0,543
0,731
0,493
0,146

0,832

0,592
0,000

PIC

0,354

0,186
0,559
0,375
0,785
0,124
0,648

0,793

0,558
0,150
0,476
0,688
0,370
0,140

0,787

0,521
0,000

0,476

0,204
0,662
0,519
0,841
0,138
0,728

0,817

0,607
0,164
0,543
0,732
0,493
0,146

0,832

0,588
0,000

0,571

0,214
0,769
0,429
0,714
0,143
0,643

0,855

0,654
0,179
0,526
0,844
0,474
0,103

0,810

0,429
0,000

HWE

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

*%

**

ns
ns

**

ns
*k

**

*kx

G



Balaton
(Ba; N=60)

Dalmand
(Da; N=46)

Attala
(At; N=21)

MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

wnNhNoO B~ADNOT N w NN

N W AN B

AN DA O

135-144
169-204
223-225
155-165

197-223

98-106
514-519
135-143
179-204
223-225
161-165

197-225

98-104
514-519
135-143
169-204
223-227
163-165

199-227

96-102
514-519
135-141
183-204
223-225
163-169

105

3,614
5,808
1,951
2,619

5,482

4,182
1,629
3,503
5,337
2,000
2,328

6,238

3,849
1,991
3,445
5,962
2,283
1,742

5,854

3,721
2,000
3,603
3,570
2,000
3,756

0,561
0,738
0,136
0,324

0,732

0,699
0,065
0,324
0,713
0,500
0,198

0,823

0,632
0,245
0,546
0,601
0,516
0,084

0,813

0,592
0,374
0,533
0,505
0,507
0,358

0,490
0,676
0,124
0,279

0,684

0,639
0,062
0,306
0,662
0,372
0,182

0,784

0,557
0,213
0,477
0,567
0,391
0,080

0,765

0,493
0,297
0,464
0,437
0,373
0,326

0,559
0,738
0,136
0,324

0,733

0,698
0,065
0,324
0,713
0,499
0,198

0,821

0,630
0,245
0,544
0,601
0,516
0,084

0,814

0,590
0,372
0,533
0,505
0,508
0,354

0,476
0,714
0,143
0,333

0,800

0,667
0,067
0,333
0,700
0,433
0,150

0,630

0,478
0,239
0,391
0,609
0,522
0,087

0,857

0,524
0,286
0,524
0,524
0,524
0,200
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ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns

ns
*k

*k%x

**

ns

ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns

*%

ns



AKkaszto
(Ak; N=21)

Nyiregyhaza
(Ny; N=47)

Romania
Temesvar
(Ti; N=20)

Duna-delta torkolat
(De; N=48)

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI
MS 195 SI

AN BN O W N NN DN O o

ANN®WERN A

[op}

199-229

96-104
514-519
139-141
167-204
223-225
163-169

195-219

94-100
514-519
137-139
179-199
223-225
161-169

201-225

102-104
519
137-141
169-185
223-225
163-173

190-207
98-106

106

6,91

4,767
1,995
1,951
6,471
2,000
2,619

7,943

3,276
1,479
2,000
3,456
2,000
2,755

3,999

2,000
1,000
2,650
2,000
2,000
3,715

5,829
4,801

0,781

0,747
0,217
0,138
0,771
0,514
0,468

0,858

0,664
0,042
0,351
0,536
0,403
0,410

0,732

0,513
0,000
0,536
0,511
0,468
0,406

0,797
0,648

0,727

0,669
0,188
0,124
0,723
0,375
0,373

0,830

0,588
0,041
0,287
0,475
0,320
0,346

0,667

0,375
0,000
0,409
0,374
0,351
0,359

0,760
0,605

0,778

0,739
0,215
0,136
0,772
0,512
0,470

0,856

0,666
0,042
0,351
0,534
0,404
0,410

0,735

0,514
0,000
0,535
0,512
0,467
0,401

0,798
0,647

0,667

0,400
0,143
0,048
0,810
0,429
0,571

0,674

0,766
0,043
0,319
0,404
0,553
0,447

0,850

0,556
0,000
0,500
0,550
0,400
0,235

0,875
0,604
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*kx

ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
*k

ns

*%

ns

ns
ns
ns

ns

ns



MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

N WO wN

519-527
135-139
169-208
223-227
161-163

2,000
3,000
7,165
2,983
1,996

0,384
0,648
0,790
0,607
0,281

0,305
0,568
0,760
0,516
0,239

0,380
0,648
0,790
0,608
0,280

0,111
0,625
0,792
0,667
0,292
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*kx

ns
ns
ns
ns

N: vizsgalt egyedek szdma; detektalt allélok szama és mérettartomanya; allélgazdagsag (Ar); géndiverzitas; Polymorphic Information Content (PIC); vart
heterozigozitas (He); megfigyelt heterozigozitas (Ho); Hardy-Weinberg Egyensulytol valé eltérés szignifikanciagja (HWE). P>0,5, nem szignifikans az eltérés a
Hardy-Weinberg Egyensulytol (ns); * 0,01<P<0,05; ** 0,001<P<0,01; *** P<0,001 szignifikans az eltérés az Hardy-Weinberg Egyensulytol. (-) Az egyes markerek
monomorfnak bizonyultak az adott populacioban.
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M7. Siill6 (Sander lucioperca) populacidogenetikai analizisben alkalmazott
mikroszatellit markerekeinek jellemzése — null-allél jelenlétének valdszintisége,
allél kiesés valoszinlisége, valamint genotipizaldsi hibak valdszinlisége alapjan

Vizsgalt Mikroszatellit Null-allél Allél kiesés Genotipizalasi
allomany marker valésziniisége valésziniisége hiba valésziniisége

Németorszag

Fels6 Duna (Ge) MS 192 SI nem nem nem

MS 195 SI nem nem nem

MS 198 Sl nem nem nem

MS 203 Sl nem nem nem

MS 260 Sl nem nem nem

MS 268 Sl nem nem nem

MS 397 Sl nem nem nem
Magyarorszag

Kisbajcs (Kb) MS 192 SI nem nem nem

MS 195 Sl nem nem nem

MS 198 Sl nem nem nem

MS 203 Sl nem nem nem

MS 260 Sl nem nem nem

MS 268 Sl nem nem nem

MS 397 SI igen nem nem

Gyor (Gy) MS 192 SI nem nem nem

MS 195 Sl nem nem nem

MS 198 Sl nem nem nem

MS 203 Sl nem nem nem

MS 260 Sl nem nem nem

MS 268 Sl nem nem nem

MS 397 Sl nem nem nem

Balaton (Ba) MS 192 SI nem nem nem

MS 195 Sl nem nem nem

MS 198 Sl nem nem nem

MS 203 Sl nem nem nem

MS 260 Sl nem nem nem

MS 268 Sl nem nem nem

MS 397 Sl nem nem nem

Dalmand (Da) MS 192 SI igen nem nem

MS 195 Sl igen nem igen

MS 198 Sl nem nem nem

MS 203 SI igen nem nem

MS 260 Sl nem nem nem

MS 268 Sl nem nem nem

MS 397 Sl nem nem nem

Attala (At) MS 192 SI nem nem nem

MS 195 Sl nem nem nem

MS 198 Sl nem nem nem

MS 203 Sl nem nem nem

MS 260 Sl nem nem nem

MS 268 Sl nem nem nem
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Akaszto (Ak)

Nyiregyhaza
(Ny)

Romania
Temesvar (T1)

Duna-delta
torkolat (De)

MS 397 SI

MS 192 SI
MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI
MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

MS 192 SI

MS 195 SI
MS 198 SI
MS 203 SI
MS 260 SI
MS 268 SI
MS 397 SI

igen

nem
igen
nem
nem
nem
nem
nem

igen
nem
nem
nem
igen
nem
nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem

nem
igen
nem
nem
nem
nem

109

nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
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nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
nem

nem

nem
nem
nem
nem
nem
nem
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M8. Stigér (Perca fluviatilis) mikroszatellit markerek jellemzése

M8.1 Siigér mikroszatellit markerek altalanos jellemzése:

s

allélok szama és mérettartomanya, valamint a vart és megfigyelt heterozigozitas értékek, a HWE-teszt, a PIC (Polymorph Information Content), tovabba a génbanki
azonositok tekintetében.

Klénozott

. . A Kklénozott mikroszatellit . . Allél Detektalt

Mikroszatellit mikroszatellit Vizsgalt Génbanki
allél ismétlédést tartalmazo mérettartomany allélok He Ho HWE PIC
marker allél mérete egyedszam azonosito
régiéjanak szekvenciaja (bazispar) szama
(bazispar)
MS 426 Pf# (AC)1s 160 148-160 182 6 Isd. alabb KX834191
MS 427 pf (TG)7N(GT)29N(TG)10 213 153-271 182 40 Isd. alabb KX834192
MS 428 Pf# (TG)ss 193 89-227 182 48 Isd. alabb KX834193
MS 432 Pf (GT)1e 102 93-103 8 5 0,792 0,375 Fx 0,701 KX834194
MS 439 Pf# (GT)oNa(GA)s 187 185-191 182 3 Isd. alabb KX834195
MS 441 Pf (CA)14 111 107-115 8 5 0,767 0,375 * 0,670 KX834196
MS 449 Pf (TG)az 236 197-269 8 12 0,958 0,875 ns 0,890 KX834197
MS 450 Pf (CA)43 226 177-247 8 12 0,967 0,625 folalel 0,897 KX834198
MS 455 Pf (AC)ss 171 170-193 8 6 0,783 1,000 * 0,693 KX834199
MS 464 Pf# (TC)10(AC)35 196 169-275 182 38 Isd. alabb KX834200
MS 467 Pf (G 130 136-144 182 5 Isd. alabb KX834201
MS 484 Pf (AC)16N3(CA)sN(AC)7N2(AC)s 167 134-173 8 9 0,917 1,000 ns 0,844 KX834202
(GA)sN(AG)11N4(CA)sN(TC)s
MS 500 Pf# 120-133 182 5 Isd. alabb KX834203
(AC)u1 123

MS 716 Pf (CA)14 136 133-139 8 4 0,742 0,500 *x 0,636 KX834204
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MS 719 Pf* (CA)N(AC)7 129 125-155 182 13 Isd. alabb KX834205
MS 723 Pf (GA)2 116 112-141 8 11 0933 0875 ns 0,864 KX834206
MS 725 Pf (TG)wo 222 218-327 182 15 Isd. alabb KX834207
MS 726 Pf* (AC)14 141 137-214 182 26 Isd. alabb KX834208
MS 728 Pf (TG)1s 198 199-215 8 7 0883 0,750 ns 0,810 KX834209
MS 729 Pf (AG)y 203 177-253 8 11 0950 0,750 ns 0,880 KX834210
MS 730 Pf (CT)a 205 199-237 8 9 0892 0,625 ns 0,817 KX834211
MS 732 Pft (GT)1o 205 201-230 182 10 Isd. alabb KX834212
MS 737 Pf (GT)s7(GA)7 361 339-370 8 9 0925 0,625 * 0,853 KX834213
MS 739 Pf (GT)1sN(TG)s 179 173-209 182 13 Isd. alabb KX834214
MS 745 Pf (CA)zs 219 243-277 8 7 0750 0,500 ns 0,678 KX834215

He: vart heterozigozitas, Ho: megfigyelt heterozigozitas, HWE: a Hardy-Weinberg egyensulytdl valo eltérés szignifikancidja (P>0,05 ns — a kiilonbség nem
szignifikans; * 0,01<P<0,05, ** 0,001<P<0,01, *** P<0,001 - a kiilénbség szignifikans); PIC: Polymorphic Information Content. * A populaciégenetikai analizisben
alkalmazott markerek.

M8.2 Populaciogenetikai analizis sordn alkalmazott siigér mikroszatellit markerek jellemzése:

. . . . Detektalt Allél .
,Vlzsg,alt Mikroszatellit allélok mérettartomany Ar Gén- PIC He Ho HWE
allomany marker

. L. diverzitas
szama (bazispar)

Magyarorszag

(oD Ny MS 426 P 5 152-160 4,653 0,404 0,376 0,404 0,381 ns
MS 427 Pf 14 153-257 12,263 0,787 0,758 0,786 0,714 ns
MS 428 Pf 24 97-227 20,402 0,941 0,922 0938 0,700 wox
MS 439 Pf 1 189 1,000 0,000 0,000 0,00 0,000 :
MS 464 Pf 17 171-237 14,160 0,882 0,854 0877 0,465 ok
MS 467 Pf 4 136-144 3,960 0,526 0471 0,526 0512 ns
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Biatorbagy
(Hu-B, N=80)

Lengyelorszag
Olsztyn
(Po-O, N=59)

MS 500 Pf
MS 719 Pf
MS 725 Pf
MS 726 Pf
MS 732 Pf
MS 739 Pf

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

MS 426 Pf

MS 427 Pf
MS 428 Pf
MS 439 Pf
MS 464 Pf

© 0 o U1 o w

30

32

120-126
125-151
218-226
141-160
201-222
181-201

152-158

180-261
99-227
189
171-257
136-144
120-133
125-149
222-226
137-160
205-220
173-209

148-160

199-271
89-107
185-191
169-275

2,877
7,633
4,532
6,000
8,000
8,934

3,690

11,129
21,323
1,000
13,535
3,981
2,699
6,740
3,000
7,759
4,276
7,761

2,949
23,620
7,648
2,201
25,275

112

0,154
0,772
0,661
0,709
0,775
0,851

0,407

0,814
0,934
0,000
0,832
0,547
0,205
0,735
0,657
0,806
0,604
0,755

0,437

0,958
0,795
0,050
0,963

0,146
0,735
0,590
0,661
0,729
0,814

0,361

0,790
0,924
0,000
0,810
0,495
0,186
0,689
0,577
0,775
0,523
0,717

0,354

0,944
0,756
0,049
0,952

0,154
0,770
0,659
0,703
0,771
0,848

0,406

0,814
0,934
0,000
0,831
0,547
0,204
0,736
0,656
0,806
0,602
0,755

0,438

0,955
0,795
0,050
0,962

0,163
0,535
0,535
0,333
0,536
0,636

0,291

0,813
0,863
0,000
0,684
0,538
0,025
0,900
0,500
0,750
0,250
0,788

0,508

0,627
0,729
0,051
0,814
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ns

**
*kk
**k*k

*%x

*%x

**k*k

*kk

*k*x

*k*x
**k*k

**

**k*k

ns

ns
*kk

ns

ns

*%x



MS 467 Pf
MS 500 Pf
MS 719 Pf
MS 725 Pf
MS 726 Pf
MS 732 Pf
MS 739 Pf

2
1
10
11
18
3
5

140-142
124
125-155
224-327
168-214
205-230
181-192

1,981
1,000
8,710
9,832
16,802
2,217
4,191

0,097
0,000
0,742
0,858
0,935
0,051
0,546

0,092
0,000
0,709
0,828
0,918
0,050
0,464

0,097
0,000
0,743
0,853
0,931
0,051
0,545

0,102
0,000
0,797
0,321
0,509
0,052
0,458
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ns

ns

*kk
**k*k

ns

ns

N: vizsgalt egyedek szdma; detektalt allélok szama és mérettartomanya; allélgazdagsag (Ar); géndiverzitas, Polymorphic Information Content (PIC); vart
heterozigozitas (He); megfigyelt heterozigozitas (Ho); Hardy-Weinberg Egyensulytol valé eltérés szignifikanciaja (HWE). P>0,5, nem szignifikans az eltérés a
Hardy-Weinberg Egyensulytol (ns); * 0,01<P<0,05; ** 0,001<P<0,01; *** P<0,001 szignifikans az eltérés az Hardy-Weinberg Egyensulytol. A HWE-tesztben
egyes markerek monomorfnak bizonyultak az adott populacioban (-).
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M9. Siigér (Perca fluviatilis) populaciégenetikai analizisben alkalmazott
mikroszatellit markerekeinek jellemzése — null-allél jelenlétének valoszintisége,
allél kiesés valoszinlisége, valamint genotipizaldsi hibak valdszinlisége alapjan

Vizsgilt sllomany Mikroszatellit Null:allé} Al}él }(ifse:es Genoti,piz,éljis,i hiba
marker valdsziniisége valdsziniisége valosziniisége
Magyarorszag
Dunafoldvar (Hu-D) MS 426 Pf nem nem nem
MS 427 Pf nem nem nem
MS 428 Pf igen nem nem
MS 439 Pf nem nem nem
MS 464 Pf igen nem igen
MS 467 Pf nem nem nem
MS 500 Pf nem nem nem
MS 719 Pf igen nem nem
MS 725 Pf nem nem nem
MS 726 Pf igen nem igen
MS 732 Pf igen nem nem
MS 739 Pf igen nem nem
Biatorbagy (Hu-B) MS 426 Pf igen nem nem
MS 427 Pf nem nem nem
MS 428 Pf igen nem igen
MS 439 Pf nem nem nem
MS 464 Pf igen nem igen
MS 467 Pf nem nem nem
MS 500 Pf igen nem igen
MS 719 Pf nem nem nem
MS 725 Pf igen nem igen
MS 726 Pf nem nem nem
MS 732 Pf igen nem igen
MS 739 Pf nem nem nem
Lengyelorszag
Olsztyn (Po-O) MS 426 Pf nem nem nem
MS 427 Pf igen nem igen
MS 428 Pf nem nem nem
MS 439 Pf nem nem nem
MS 464 Pf igen nem igen
MS 467 Pf nem nem nem
MS 500 Pf nem nem nem
MS 719 Pf nem nem nem
MS 725 Pf igen nem igen
MS 726 Pf igen nem igen
MS 732 Pf nem nem nem
MS 739 Pf nem nem nem
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M10. Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) mikroszatellit markerek jellemzése

M10.1 Afrikai harcsa mikroszatellit markerek altalanos jellemzése:

« s ey

allélok szama és mérettartomanya, valamint a vart és megfigyelt heterozigozitas értékek, a HWE-teszt, tovabba a génbanki azonositok tekintetében.

Mi lggizkitfl lit isiéﬁggzs ::u['rtl:lll{rl;l(:lszzz tr'(z;iitti?:if;k mi!(:i:‘;:?;(;;tt a,llél méretﬁll:té(l)mény Viz(slgé!t D:ltlzll((:ilt He Ho HWE Génbal,lk,i
szekvencija mérete (bazispar) (bazispar) egyedszam szAma azonosito

MS 2 Cg (CT)s(CA)26 112 86-112 32 6 0,679 0,833 ns KX834137
MS 3 Cg (CA)12TA(CA)17 144 132-150 32 10 0,737 1,000 ns KX834138
MS 10 Cg (GT)13(GA)3Ns(AG)s 117 98-136 32 10 0,787 0,906 ookl KX834139
MS 40 Cg (GT)sGCGC(AT)4 157 149-160 32 3 0,528 0,906 fololal KX834140
MS 122 Cg/A (CT)eN11(AC)15 166 154-166 32 6 0,468 0,552 ns KX834141
MS 122 Cg/B (TC)r 255 241-257 32 2 0,320 0,400 ns KX834141
MS 132 Cg (GT)1 107 102-135 32 6 0,649 0,645 ** KX834142
MS 175 Cg (TC)s(AC)1s 158 153-200 32 11 0,793 0,875 ookl KX834143
MS 214 Cg (CA)1s 153 142-161 32 5 0,688 0,844 ookl KX834144
MS 236 Cg (GT)sN2(GT)s 250 250-265 32 5 0,478 0,387 ns KX834145
MS 243 Cg (TG)15(CA)s 193 273-298 32 5 0,625 0,323 fololal KX834146
MS 285 Cg (GT)®N2(TG)Y 328 333-336 8 4 0,582 0,714 * KX834147
MS 287 Cg (CA)s 118 107-119 32 6 0,607 0,969 ookl KX834148
MS 288 Cg (GT)a1 158 162-186 32 5 0,556 0,548 ookl KX834149
MS 289 Cg (GT)s 100 100-113 32 4 0,643 0,813 ns KX834150
MS 290 Cg (AC)sN72(AC)17N16(AC)s 230 222-236 32 5 0,523 0,469 fololal KX834151
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(TG)sN6(TG)sNs(TG)sNe(TG)sN16(TG)o 330
MS 294 Cg N1s(TG)1sNs(TG)sNa(TG)1sN12(TG)rz 308-338 32 6 0,649 0,469 o KX834152
MS 298 Cg (TG)s 168 168-202 32 6 0,655 0,621 ok KX834153
MS 299 Cg (AC)x 274 250-271 32 5 0,475 0,406 ok KX834154
MS 305 Cg (CA)s 132 122-133 8 2 0,500 1,000 o KX834155
MS 307 Cg GT), 102 96-100 32 2 0,441 0,281 * KX834156
MS 308 Cg (CA)19N66(CA)69'\,1,64((%,AA))66N4(CA)8NZ(CA) 236 235-244 8 2 0,117 0,125 ns KX834157
MS 312 Cg (CA)1e 206 207-227 32 7 0,669 0,563 sk KX834158
MS 316 Cg (GTYN(TG)s(AG)1s 112 86-112 32 5 0,674 0,774 ns KX834159
MS 321 Cg (CA)0 222 224-266 8 5 0,664 0,500 ns KX834160
MS 330 Cg (AC)sN22(AC)12Ns(CA) 13 179 173177 32 2 0,324 0,281 ns KX834161
MS 332 Cg (CA)sN15(CA)1a 149 140-157 32 5 0,644 0,594 ns KX834162
MS 336 Cg (CA)0 203 293-300 32 4 0,547 0,258 ok KX834163
MS 337 Cg (GT)5NlS(TG)SN“(;GG)SN”(GT”N"(GT 104 98-107 32 3 0,443 0,484 ns KX834164
MS 339 Cg (TGTGTGAGAG)s 144 134-196 32 6 0,745 0,935 o KX834165
MS 341 Cg (TG)is 163 150-169 32 7 0,508 0,313 ok KX834166
MS 344 Cg (TG)11Nso(CT)s 215 202-220 32 5 0,410 0,281 ok KX834167
MS 346 Cg (TG)1N127(CAGA)sN125(GT)s 150 149-160 32 3 0,147 0,156 ns KX834168
MS 350 Cg (G 103 81-111 32 7 0,606 0,406 o KX834169
MS 352 Cg (GT)s 228 204-246 32 6 0,554 0,613 ns KX834170
MS 354 Cg (G 212 199-219 32 5 0,600 0,552 ok KX834171
MS 355 Cg (AC)a0 170 125-183 32 4 0,176 0,063 - KX834172
MS 357 Cg (CA)sNz3(TG)zs 328 328-343 32 4 0,477 0,500 ns KX834173
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MS 367 Cg (CA)17N2(CA)29 197 199-247 32 4 0,174 0,063 ekl KX834174
MS 370 Cg (AC)13N115(AC)19 287 275-287 32 5 0,506 0,484 ns KX834175
MS 638 Cg (AC)16 238 239-250 32 4 0,206 0,226 ns KX834176
MS 639 Cg (AC)10 177 177-220 32 5 0,710 0,344 ol KX834177
MS 643 Cg (AC)1s 309 304-316 8 2 0,375 0,500 ns KX834178
MS 644 Cg (GT)1s 125 127-134 32 3 0,557 0,563 ns KX834179
MS 645 Cg (AC)a1 191 186-191 32 2 0,479 0,094 ekl KX834180
MS 647 Cg (G 122 116-130 32 6 0,732 0,793 ns KX834181
MS 649 Cg (CA)16 167 157-170 32 5 0,329 0,281 ns KX834182
MS 651 Cg (GT)1s 168 145-211 32 5 0,598 0,313 ol KX834183
MS 652 Cg (TG)z 113 112-161 32 5 0,574 0,531 ** KX834184
MS 653 Cg (AC)sNss(AC)s 181 180-192 32 4 0,654 0,710 * KX834185
MS 657 Cg (TG)sN(GT)10N(TG)7 154 150-164 32 5 0,559 0,531 ekl KX834186
MS 661 Cg (AC)1s 122 106-145 32 7 0,765 0,906 * KX834187
MS 663 Cg (GT)21(GA)1s 197 195-201 32 2 0,299 0,031 fololal KX834188
MS 665 Cg (AC)10 122 119-181 32 5 0,694 0,548 * KX834189
MS 668 Cg (AG)s(TG)10 266 269-274 8 2 0,117 0,125 ns KX834190

He: vart heterozigozitas, Ho: megfigyelt heterozigozitas, HWE: a Hardy-Weinberg egyenstlytol valo eltérés szignifikanciaja (P>0,05 ns — a kiilonbség nem
szignifikans; * 0,01<P<0,05, ** 0,001<P<0,01, *** P<0,001 - a kiilonbség szignifikans).
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M10.2 Afrikai harcsa mikroszatellit markerek polimorfitasanak jellemzése:

b PobTEG nloraon - AVt Gonaers
MS 2 Cg 0,624 5,718 0,688
MS 3 Cg 0,711 9,216 0,745
MS 10 Cg 0,761 9,245 0,798
MS 40 Cg 0,418 2,967 0,530

MS 122 Cg/A 0,435 5,690 0,475

MS 122 Cg/B 0,269 2,000 0,324

MS 132 Cg 0,618 5,973 0,660
MS 175 Cg 0,763 10,024 0,804
MS 214 Cg 0,639 4,998 0,697
MS 236 Cg 0,437 4,677 0,487
MS 243 Cg 0,587 4,976 0,640
MS 285 Cg 0,520 4,000 0,619
MS 287 Cg 0,532 5,591 0,611
MS 288 Cg 0,503 4,677 0,566
MS 289 Cg 0,571 3,995 0,634
MS 290 Cg 0,468 4,929 0,532
MS 294 Cg 0,585 5,928 0,662
MS 298 Cg 0,605 5,887 0,667
MS 299 Cg 0,443 4,807 0,483
MS 305 Cg 0,375 2,000 0,500
MS 307 Cg 0,344 2,000 0,451
MS 308 Cg 0,110 1,875 0,125
MS 312 Cg 0,640 6,802 0,681
MS 316 Cg 0,613 4,815 0,683
MS 321 Cg 0,618 4,742 0,723
MS 330 Cg 0,271 2,000 0,330
MS 332 Cg 0,587 4,807 0,655
MS 336 Cg 0,488 3,976 0,561
MS 337 Cg 0,369 2,976 0,449
MS 339 Cg 0,709 5,996 0,754
MS 341 Cg 0,490 6,777 0,520
MS 344 Cg 0,378 4774 0,418
MS 346 Cg 0,142 2,962 0,149
MS 350 Cg 0,557 6,736 0,619
MS 352 Cg 0,528 5,838 0,562
MS 354 Cg 0,559 4,897 0,611
MS 355 Cg 0,171 3,902 0,180
MS 357 Cg 0,434 4,000 0,486
MS 367 Cg 0,167 3,624 0,179
MS 370 Cg 0,474 4,993 0,515
MS 638 Cg 0,195 3,677 0,209
MS 639 Cg 0,665 4,999 0,728
MS 643 Cg 0,305 2,000 0,393
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MS 644 Cg
MS 645 Cg
MS 647 Cg
MS 649 Cg
MS 651 Cg
MS 652 Cg
MS 653 Cg
MS 657 Cg
MS 661 Cg
MS 663 Cg
MS 665 Cg
MS 668 Cg

0,457
0,401
0,688
0,315
0,561
0,546
0,595
0,506
0,728
0,279
0,641
0,110
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2,999
2,995
5,887
4,802
4,967
5,807
3,997
4,961
6,806
3,000
4,994
1,875
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0,566
0,493
0,744
0,335
0,612
0,584
0,664
0,569
0,775
0,308
0,708
0,125
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10.KOSZONETNYILVANITAS

Ezlton szeretném kdszonetemet kifejezni mindazoknak, akik tdmogattak és segitették
munkam elvégzését és dolgozatom elkészitését:

e témavezetomnek Dr. Kovacs Baldzsnak, a Halgazdalkodasi Tanszék
munkatarsanak, az irdnyitast, tanitast, tanacsolast és a sok javitast.

e Dr. Csenki-Bakos Katalinnak, a laboratoriumi gyakorlatban nyujtott segitségét
¢s tlirelmét.

o sz Agnesnek, a nagyszamu gélelektroforézis soran nyujtott segitségéért.

e Buza Eszternek és Kovacs Gyulanak a siill6 mikroszatellit analizisben nyujtott
segitségéért

e Mindazon kolléganak, akik a mintagytijtésben segitettek,
e valamennyi, Regionalis Egyetemi Tudaskézpontban, tovabba a

Halgazdalkodasi Tanszéken és a Kornyezetbiztonsagi és
Kornyezettoxikologiai Tanszéken dolgozo kolléganak.

Az itt eltoltott évek alatt nem csupan egyiitt, vagy éppen egymas mellett dolgoztunk,
hanem sok k6z0s jo élményben lehetett résziink, mikdzben jo baratokka is valtunk.

Szeretném megkodszonni csaladdomnak a kitartasra 0sztonzd batoritasat, kiilondsen
férjemnek, Péternek és sziileinknek, akik olyan sokat vigydztak gyermekeinkre, amig
»Anya tanult”.

A doktori értekezéshez kapcsolodo kutatdomunka, valamint szamos egyéb részfeladat
a GINOP-2.3.2-15-2016-00025 szamu Palyazat - Magyarorszdg Kormanya és az
Europai Regionalis Fejlesztési Alap - tamogatasaval valosult meg.
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