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Roviditések jegyzéke

AB egy haziasitott zebradanio vonal

cas casper mutans zebradanié vonal

ddx4 a Dead-box helicase 4 fehérjét kodold gén

dmrtl ‘doublesex and mab-3 related transcription factor 1’ gén

dpf ‘days post-fertilization’, azaz az egyedek kora napokban megadva

Egfp ‘Enhanced Green fluorescent protein’, azaz feljavitott z6ld fluoreszcens
fehérje

egfp az Egfp fehérjét kodolod gén

gpr gaspar zebradanio vonal, mely pigmenthidnyos és tartalmazza a

tg{ddx4:egfp} transzgént

Gfp ‘Green fluorescent protein’, azaz z6ld fluoreszcens fehérje

GSD "Genetic Sex Determination’, azaz genetikailag meghatarozott ivar
HK hékezelt

hpf ‘hours post-fertilization’, azaz az egyedek kora 6rakban megadva
PCR "Polymerase Chain Reaction’, azaz polimeraz lancreakcio

PGC "Primordial Germ Cell’, azaz ivari dscsirasejt

SD ‘Sex Determination’, azaz az ivart meghatarozé folyamatok kezdete

tg{ddx4:egfp} azivarszerveket jel6l6 transzgénikus konstrukcio elnevezése

TSD ‘Temperature-based Sex Determination’, azaz hdmérséklet altal

meghatarozott ivar



1. Bevezetés és célkituzés

Munkam soran egy gyakran hasznalt gerinces allatot, a zebradaniot (Danio rerio Hamilton
1822) hasznaltam modellként. Ennek a pontyfélék csaladjaba tartozo halfajnak az 6shazaja Dél-
és Délkelet-Azsia, napjainkra azonban vilagszerte elterjedt, mivel megfeleld alanyként szolgal
szamos kutatashoz. El6helyét tekintve édesvizi faj, mely larvakkal és apro rakokkal taplalkozik,
testmérete pedig kifejlett korban elérheti az 5-6 cm-t is, ezaltal kisebb helyigénnyel rendelkezik,
mint az emlds gerinces modellek. Ezen feliil mas tulajdonsagaiban is kiemelkedd, mint példaul,
hogy hamar elérik az ivarérett kort és egy sziilopar akar tobb szar egyedet is képes 1étre hozni
egy szaporitasbodl €és évente tobb alkalommal is szaporithatd. Ennek kdszonhetden rengeteg
utdodon nyomon kdvethetdek €s megfigyelhetéek az esetleges valtozasok, mint a kutatdsom
alapjaul szolgalé ivararany eltolodas, melyet tobb tényez6 is kivalthat. A legfontosabb koziiliik
talan a hémérséklet, amely emelkedésével novekszik a populacioban a himek aranya. Ez
torténhet természetes koriilmények kozott, és kivalthatd mesterségesen, hdkezeléssel
laboratoriumi koriilmények kozott. A tg{ddx4:egfp} transzgénikus riporter vonalban (Krevel és
Olsen, 2002; Kravel és Olsen, 2004) az ivar korai meghatarozasara a feljavitott zold
fluoreszcens fehérje (Egfp) jelét hasznaljuk, mert a ndstények petefészkében ez a fehérje sokkal
nagyobb mennyiségben termelédik meg, mint a himek ivarszervében, a herében. Igy az eldbbi

joval er6teljesebben vilagit a fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalat sordn.

Célkitiizések
Munkdm soran a céljaim a kovetkezdk voltak:

1. Csoportos ¢és paros szaporitasok elvégzése a kordbban kialakitott transzgénikus pigment-

mutans gdspdr allomany bdvitése és a vonal kialakitasa céljabol.

2. A gaspar vonal egyedeinek alapszintii jellemzése a pigmentalt tg{ddx4:egfp} transzgénikus
vonal egyedeivel torténd dsszehasonlitas (pl. szaporasagi adatok, az utédok elhullasanak

mértéke, illetve a novekedési erély) révén.

3. Kisérletek hokezeléssel torténd ivarbillentésre a pigmentalt transzgénikus és a gaspar

vonalakon ujabb hére valaszolo csaladok azonositasa céljabol.

4. Tovabbi homozigéta gaspdr egyedek azonositasa PCR alapt genotipizalassal.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A zebradanio bemutatasa

2.1.1 A faj altalanos jellemzése

Korunk egyik legnépszeriibb modell organizmusa a zebradanié (Danio rerio, Hamilton 1822).
A zebradani6 a pontyfélék csaladjaba tartozo, kistermetli édesvizi halfaj. A dél-azsiai, Himalaja
kornyéki régiokbol szarmazik és megtalalhatd a pakisztani, indiai és bangladesi lasst
vizfolyasokban. Taplaléka elsdsorban kiilonb6z0 rovarok larvaibol és apro rakokbol tevodik
Ossze. Feln6tt korban a maximalis testméretiik 5-6 cm, a jellegzetes megjelenésiiket pedig a
testiikben termeldd6 pigment sejtek alkotta hosszanti csikok adjak. A vadonbol befogott
zebradaniokat, a magyar szarmazast George Streisinger professzor és kollégai kezdték el az
1970-es évek végén mesterséges korlilmények kozott tartani és szaporitani, €s tobb haziasitott
vonalat alakitottak ki beldle az évtizedek soran (Trevarrow és Robison 2004). Ezek egyike az
un. AB, mely talan a leggyakrabban hasznalt zebradanié vonalak egyike. A haziasitott
vonalakban fellépd spontan mutaciok és a random és/vagy célzott genetikai beavatkozasok
eredményeként mara mar mutans és transzgénikus zebradani6 vonalak szazai allnak a kutatok
rendelkezésére (Choi és mtsai. 2021; Hawkins és Wingert, 2023). Laborunkban ezek koziil
harom muténs és hadrom transzgénikus vonal all rendelkezésiinkre. A zebradanio laboratoriumi
koriilmények kozott 4-6 honapos korban valik ivaréretté, ekkorra alakul ki az ivari dimorfizmus

(1. abra), egy éven at szaporodik és két-harom évig képes €lni.

1. abra: A zebradani6 ivari dimorfizmusa csak felnéttkorban nyilvanul meg.

Az ivarérett ikrasok hasa kerekded, mig a himek torpedé formajaak (A, B). Az utobbiak
szine sargasabb (A), de ezt a taplalék és a tartasi koriilmények is befolyasolhatjak. (Forras:
Zala, S., Vetmed. Univ. Vienna; www.akvaristalexikon.hu)
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2.1.2 A zebradanio egyedfejlodése

A zebradaniok szaporodéasa kiils6 megtermékenyitéssel torténik. A ndstényekben fejlodo
petesejt (ikra) és a himekben fejlédd spermium (haltej) a halak testfalan kiviil egyesiil és
termékenyiil meg. Az utédok szama akar tobb szaz egyed is lehet sziiléparonként, de ezt tobb
tényez6 befolyasolhatja: fligg az ikras és a tejes termékenyit6 képességétdl, valamint a biotikus
¢és az abiotikus kornyezeti tényezoktdl is. Utdbbiak koziil egyik legfontosabb a hémérséklet,

melynek idealis értéke koriilbeliil 27-28 °C-nal van.

A zebradanio az egyedfejlodés soran atalakuldsok soran megy keresztiil, ami az elsd
sejtosztodasoktol az ivarérésig tart (2. abra). Az egyedfejlédése négy életszakaszra oszthato,
melyek a kovetkezéek: embrid, larva, novendék és felnétt kor (Kimmel és mtsai, 1995).
Ezeknek az életszakaszoknak olyan jellemzoik vannak, amik lehetové teszik az egymastol valo

elkilonitésuket.

1) Embrio: A fejlodésiik elsé szakasza az embri6 allapot, mely a megtermékenyiiléstél 72 oras
(angolul: hours post-fertilization, roviditve hpf) korig tart. Az embrio kezdetben atlatszo ikra
burokban fejlédik, amely védi az elsé par nap soran a kedvezétlen kiilsé behatasoktol. Ebben
az allapotban a legnagyobb az elhullés ardnya természetes €s mesterséges koriilmények kozott
is, mert az egyedek ilyenkor a legérzékenyebbek az 6ket éré hatasokra. Az ikrarél 2-3 napos
koraban valik le az ikraburok ¢és kel ki beldle az embrio, ezutan elkezd mozogni és reagalni a
kiilsd ingerekre.

2) Larva: Ebben a 72 hpf-t6l 30 napig (angolul: days post-fertilization, réviditve dpf) tartd
szakaszban mar intenzivebb az egyedek mozgasa. Nagyjabol 4-5 napos korukban kinyilik a
szajuk, és elkezdenek taplalkozni. Ebben a szakaszban még nem meghatarozhaté az egyedek
ivara, mert a kialakulo ivarszerv atalakulason mehet at ebben az idészakban és még nem
vehetdek jol ki az adott ivarra jellemz6 fenotipusos jegyek sem.

3) Novendék: Ebben az idészakban, amely koriilbeliil 90 dpf korig tart, az egyedek egyre
hasonlobba valnak a felndttekhez. Ebben az iddszakban mar javaban zajlik az ivari
differencialodas, és kialakul a végleges pikkelymintazat. Két honapos kortdl (60 dpf) az
er6sddo ivari dimorfizmusnak koszonhetden mar gyakran szabad szemmel is meghatarozhato
a halak ivara, mivel a himek sargas, torpedo alaku, hosszukas testfelépitésiiek, mig a néstények
inkabb kerekded, zomdokebb testalkatuak. Az ivarérett kort azonban tobbnyire csak kés6bb,
felndtt korban érik el.

4) Felnon kor: Ebben a korban az egyedek kiillemét tekintve mar nem torténik szamottevo

valtozas, ugyanakkor teljesen ivaréretté valnak, ez optimalis tartasi koriilmények kozott 120-



180 dpf periddusban kovetkezik be. A ndvekedési intenzitasa drasztikusan lelassul, és

megfeleld koriilmények kozott akar 2-3 évig is elélhetne

1 sejtes allapot

Feln6tt
> (3-4 hénapos)

/}‘,/— o~

= —

& o\

Korai embriondlis
" fejl6dés (<24 hpf) Névendék
(6-8 hetes)
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meghatarozas
peridédusa
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“ashot (3-24 dof)

24 hpt

2. abra: A zebradanié egyedfejlodése négy szakaszra oszthaté: embrionalis, larva
kori, novendék és felnétt kor. Az embrionalis fejlddés az elsé harom nap soran
jatszodik le. A larvak még nem rendelkeznek a végleges testformdval és
pikkelyezettséggel. Ezt a hatodik hétre érik el, ahonnan névendéknek nevezziik dket. A
novendékek szine, pikkelyezettsége végleges, de hianyoznak a mésodlagos szexualis
jellegek. Az ivarérett, szaporodasra képes 3-4. hoénapos egyedeket tekintjikk
feln6tteknek. (Forras: Aluru, 2017, Hirt Mirella altal modositva)

2.2. A gerincesek ivarat kialakité mechanizmusok

Azt a folyamatot, melynek soran egy egyednek eld6l a neme, ivari determinacionak vagy ivari
meghatarozasnak (angolul: ’Sex Determination’, roviditve SD) nevezziik. Tanulmanyozasa
azért fontos, mert jobb megismerése révén részletesebb ismereteket szerezhetiink a fajok

szaporodas biologidjarol, és ezt a tudast szdmos teriileten kamatoztathatjuk.

A kutatok szamos SD mechanizmust talaltak a kiilonb6z6 fajoknal, de béven vannak olyan
fajok — féleg a halak k6zott — amelyeknél nem ismerjiik az ivar kialakuldsat meghatarozo és
vezérl6 folyamatokat (Devlin és Nagahama, 2002). A két ivar kialakulasa elengedhetetlen a
gerinces fajok szaporodasahoz és a fenntartasahoz, ezért fontos, hogy foglalkozzunk veliik. Az
ivarok kialakuldsanak vizsgélata segithet ez emberekben 1évé ehhez kothetd betegségek
megismerésében is, emellett gazdasagi jelentdséggel is bir. A gazdasagilag fontos halaknal
azért érdemes vizsgalnunk az ivarkialakitd folyamatokat, mivel szamos halfaj esetén nagy
kiilonbséget tapasztaltak a novekedésben és a betegségekre vald ellenalloképességben
(Campbell és mtsai., 2021).



Az eml6sok tulnyomo tobbségében, igy az emberben is az ivart elsddlegesen genetikai faktorok
hatarozzak meg (angolul: ’Genetic Sex Determination’, roviditve GSD). Ezt a feladatot
konkrétan az XY ivari kromoszomalis rendszer végzi el. Az ivart az hatarozza meg, hogy az
apatol milyen ivari kromoszomat 6rokolnek az utddok, mivel az anya csak X ivari kromoszomat
képes tovabbadni utddainak. Ha az utod Y kromoszomat 6rokol az apatol, akkor szintén him

(XY) lesz, ellenkezd esetben ndstény (XX) (McLaren, 1998; Wilhelm és mtsai., 2007).

A madaraknal az ivart szintén genetikai tényezOk hatdrozzak meg, viszont az emlésokkel
ellentétben a tojok, azaz a néstények a heterogametikus ivar (ZW), mig a kakasok (himek) a
homogametikus ivar (ZZ) (Warner és Shine, 2008). A herék kialakulasahoz a DMRT1 gén
termékének adott koncentracidja sziikséges, mert annak aktivitdsanak eredményeként fejlodik
ki a him ivarszerv. Erdekesség, hogy itt az ivart a sejtek autonom modon hatarozzak meg.

A hiill6k esetében nem mindegyik fajnal GSD altal torténik az ivarok kialakulasa, mivel egyes
csoportokban hémérséklet-fiiggd ivari meghatarozas (angolul ‘Temperature-based Sex
Determination’, azaz TSD) vette at ezt a szerepet (Warner és Shine, 2008). A DMRTL1 ivari gén
viszont nem csak a madaraknal, hanem mas gerinceseknél is a segitségiinkre lehet az ivar

meghatarozasaban.

A halak 34 ezer fajaban a fenti SD mechanizmusok mindegyike megfigyelhetd, st azok
kombinacioi és komplex mechanizmusok is eléfordulhatnak (Devlin és Nagahama, 2002).
Vannak olyan hibrid fajok, ahol mindkét nem heterogametikus, mas fajoknal pedig nincsen
sziikség ivari kromoszomaparra. Leirtak olyan fajokat is, amelynél kialakulhat
hermafroditizmus, ebben helyzetben viszont nincsen klasszikus ivar meghatarozas (Avise és
Mank, 2009). Igy a fenti gerinces kladokhoz képest csoport szinten bonyolultabb az
ivarmeghatarozas. Halakban azért is nehéz az ivart kialakito tényezOk vizsgalata, mivel a
kornyezeti és szocialis tényezok gyakran masodlagosan részt vesznek ennek befolyasolasaban

(Devlin és Nagahama, 2002).

2.3. A zebradanio ivarat meghatarozo folyamatok

A zebradano diploid faj, genomja 25 par kromoszoémat (2n) tartalmaz. A vadon ¢é16
zebradaniokban a himek — a madarakhoz hasonloan — homogametikus ivari kromoszomaparral
(Z2Z) rendelkeznek, mig a néstények heterogametikussal (ZW). A héziasitott vonalak ko6ziil tobb
vonalban, igy példaul az altalunk hasznalt AB-ben is, a haziasitas soran az ivari kromoszomapar

feltételezéseink szerint elveszitette elsddleges funkcidjat, ennek kovetkezményeként poligénes



ivarmeghatarozasi rendszer jott létre (Liew és Orban, 2014). Ebben az ivart a genomban
szétszorodva elhelyezkedd ismeretlen szamu gén terméke egyiittesen hatarozza meg az ivart.
Emellett az eddigi kutatdsok és megfigyeléseknek kdszonhetden tudjuk, hogy a kdrnyezeti
tényezOk és a tartasi koriilmények is befolyasolhatjak az ivar kialakulasat (Von Hofsten and
Olsson, 2004; Tzung és mtsai., 2015).

2.4. A zebradanio ivarszerv differencialodasanak folyamata

Az ivarszerv kialakuldsa egy bonyolult folyamat a zebradanioknal mivel az egyedek nagy
tobbségénél - a végso ivartdl fiiggetleniil - ndvendék allapotban egy kezdetleges petefészek
alakul ki, mely késobb mindkét ivarszerv iranyaba fejlédhet (Sreenivasan és mtsai., 2014). A
ndstényeknél ez a kezdetleges ivarszerv az id6 multaval tovabb fejlodik végleges funkcionalis
petefészekké, és ivaréretté valik. A himeknél viszont egy drasztikus atalakuldsi folyamat zajlik
le, mely soran a kezdetleges petefészek 2-3 hét alatt atalakul funkcionalis herévé (3. abra)

(Sreenivasan és mtsai., 2014).

Ez folyamat nem egyiddben zajlik le az egyedekben, és eltéri id6 intervallum alatt is jatszodik
le. Eleinte az volt a feltételezés, hogy ez a folyamat minden egyedben végbe megy, de ma mar
ugy gondoljuk, hogy egyes zebradandkban nem a kezdetleges petefészekbdl alakul ki a him
ivarszerv, hanem egybdl egy kezdetleges here alakul ki az egyedekben, amely késGbb
funkcionalis ivarszervé fejlodik, ahogy azt latjuk a kezdetleges petefészek esetében is (Orban

Laszl6 személyes kozlése).

Oscsira sejtek | Kezdetleges | A himeknél a kezdetleges petefészek
(PGC) petefészek funkcionalis herévé differencialédik

7 Gl

_Sonadal primordium Gonad differentaton
SO " &

Juvenile ovary stage  Gonad transformation/Testis differentiation

Ikras

Bipotental
state

Teies

B. Zebrafish S

3. abra: A zebradanio ivaranak kialakulasa a laboratériumi vonalakban.

A zebradanio haziasitasa soran az ivari kromoszoémapar elveszitése kovetkezményeként
poligénes ivarmeghatdrozas alakult ki. Az egyedek tobbségében az dsivarsejtekbdl egy
kezdetleges petefészek képzddik, amely jelentds atalakulason megy végbe a késobbi
himekben. Ez a folyamat egyedenként valtozé ritmusban zajlik le. (Forras: Orban,
Sreenivasan és Olsson, 2009; Fotok: Zala, S., Vetmed. Univ. Vienna)
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2.5. A homérséklet hatasa az ivar kialakulasara

A zebradaniokat a laborban 27-28 °C-os vizben tartjuk, mivel ez a legidealisabb vizhémérséklet
szamukra. A hdmérséklet 6-8 °C-0s emelésével az ivadékok ivararanyat a himek felé lehet tolni
(Ribas és mtsai., 2017). Ez a folyamat nem csak mesterséges koriilmények kozott jatszodhat le,
hiszen természetes vizek felmelegedése miatt is eltolodhat a populaciok ivararanya. Ez annak
koszonhetd, hogy a stressz hatasa altalaban a himek kialakulasanak kedvez, mivel a here és
himivarsejtek eldallitasdhoz kevesebb energia sziikséges, mint a petefészekhez és a
petesejtekéhez, mert utobbiaknak joval nagyobb az energia sziikségletiik. fgy a kornyezeti
tényezok (pl. magas hdmérséklet) egyes esetekben masodlagosan atirhatjak a GSD altal diktalt

ivararanyt.

2.6. Transzgénikus vonalak az ivarszerv fejlédésének monitorozasara

A fentebb részletezett folyamatot nagyon nehéz lenne nyomon kdvetni transzgénikus riporter
vonalak nélkiil. A laboratoriumunkban mi is hasznalunk ilyen vonalat, amelynek genomjaba a
tg{ddx4:egfp} (korabban tg{vasa:egfp} jelzégénes konstrukciot iiltették bele (Kravel és Olsen
2004; 2002). Innentdl ezt a vonalat pigmentalt transzgénikus vonalnak is nevezziik). Ez a
konstrukci6 mar a  korai  Oscsira  sejtekben  (‘Primordial  germ  cells’,
azaz PGC-k) megnyilvanul, amelyek az embrioban mar az elsé napon fellelhetok. Az id6
mulasaval ezek a sejtek elkezdenek az ivarszerv kialakulési pontjahoz vandorolni. Egyedenként
eltéré az az id6, ami alatt végbe megy ez a folyamat, amig kialakul a korai ivarszerv. A
jelzégénes konstrukcid a zold fluoreszcens fehérje (‘Green fluorescent protein’, azaz Gfp)
génjét tartalmazza, melynek fehérjeterméke kék fénnyel megvilagitva élénk zolden vilagit. Ez
a jelzéfehérje a petefészekben nagy mennyiségben, mig a herében alig-alig termel6dik, emiatt

a petefészek sokkal intenzivebb vilagit, mint a here (4. abra).
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4. abra: A tg{ddx4:egfp} zebradanié vonal az ivarszerv kutatas fontos eszkoze

A pigmentalt halakban jelen 1év6 melanoforak (fekete) és iridoforak (eziist)
learnyékoljak a petefészekbol jovo, ivarspecifikusan expresszalddd fluoreszcens jelet
(A-B). Ezeknek a pigmenteknek a hianyaban a petesejtek mar a test falon at is jol
lathatok a gaspar ikrasban (C), a petesejtekben felhalmozodo fluoreszcens fehérje
tokéletesen kirajzolja a petefészek formajat (D). (Sajat képek)

A vad tipusu zebradaniok oldalan hosszanti csikok figyelhetok meg, melyek kiilsé
megjelenéséért harom pigment felelds. A fekete pigment az oldalan 1évd csikokért, a sarga
pigment pedig a farokuszo eldtti sargds foltért, a reflektiv pigment pedig a fényes sziirkés
arnyalatért. Ezek a pigmentek az ivarszervek altal termelt Gfp megfigyelését zavarhatjak. Ezen
probléma megoldasara hallgatotdrsam, Szabo Olivér Maté a témavezetdim iranyitasaval
létrehozott egy olyan vonalat, amelynek egyedei hordozzak a genomjukban a ddx4:egpf
transzgént, azonban a fekete és reflektiv pigmentek nem termelédnek a szervezetiikkben. Ezen
pigment-mutans transzgénikus vonal segitségével az ivarszervben zajlo folyamatokat
Iényegesen részletesebben lehet megfigyelni. A vonal a gdspdr (a tovabbiakban: pigmentben

szegény transzgénikus vonal) nevet kapta (Szabo €s mtsai, 2023).

A gaspar vonal 1étrehozasahoz egy dupla pigment-mutans vonalat (casper; cas) alkalmaztak,
amelyben a fekete és reflektiv pigmentek nem termelddnek (White €s mtsai. 2008). A
tg{ddx4:egfp} transzgént keresztezésekkel juttattak be az attetsz6 casper zebradanioba. Mivel
mindkét pigment mutacid recessziv modon 6roklédik, ezért kidolgoztak egy tobblépcsds
szelekcios eljarast, ami kezdetben hdrom generaciot, majd a tovabbfejlesztés soran mar csak
kettdt igényelt. A szelekcio felgyorsitasa céljabol ujra-szekvenaltattak a fluoreszcens jel alapjan
gaspar-ként azonositott egyik egyed genomjat. A szekvenalas egy 4 kb (kilobazis, ~4000
bazispar) hosszusagu deléciot tart fel a transzgén integralddasa helyén a harmas kromoszoman.
Erre a szakaszra tervezett PCR primerek felhasznalasaval sikeriilt a homozigdta és hemizigdta

egyedeket azonositani PCR-alapu tesztekkel (5. abra).
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Az én els6é feladatom ebben a projektben az volt, hogy elvégezzem a gdspar (gpr) vonal
Osszehasonlito jellemzését. Ennek soran sziildparokat és csoportokat kialakitva szaporitottam a
pigmentalt transzgénikus ¢és a gdspdr vonalak egyedeit. A szaporitasokbol szarmazo
ikraszamokat és taléléseket Gsszehasonlitani, arra kérdésre igyekeztem valaszolni, hogy van-e
kiilonbség a két vonal egyedeinek robusztussaga kozott. Ezek mellett elvégeztem a vonalak

atlagolt testméretének ¢és testtomegének Osszehasonlitd elemzését is.

A feladatom a gaspar tenyész allomany kialakitasa volt ) egyedek létrehozasaval és az
azokban levé transzgén kopiaszdmanak (hemi- vagy homozigéta) PCR-alapu
meghatarozasaval. Szabd Olivér Maté hallgatdtarsam ugyanis korabban nem végezte el az

Osszes kérdéses egyed tesztelését, igy ezzel tudtam hozzajarulni a vonal kialakitasdhoz.

Yex xE EE,

V.

5. abra: A tg{ddx4:egfp} transzgén kopiaszama a farokiszobdl izolalt DNS minta
PCR-analizisével meghatarozhato. A transzgénmentes casper egyedekben nincs
transzgén, ezért a 3. kromoszomara tervezett primerekkel (piros nyilak)
felsokszorozhato egy rovid termék (piros csik), de az egfp primerekkel (zold nyilak)
viszont nem. A hemizigéta egyedek (kozépen) csak egy kopidban hordozzik a
transzgént, igy mindkét primer parral végzett reakcié ad terméket. A homozigota
egyedekben csak az egfp primerek adnak terméket (zold csik), mert nincs a
genomjukban vad tipust templat, mivel deletalodott a transzgén beintegralédasa soran.
(Forras: Szabo, 2023)
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3. Anyag és modszer

3.1. A laboratoriumban hasznalt halak szarmazasa

A laborunkban jelen 1évé AB vonalat két forrasbol szereztiik be: Dr. Varga Maté (ELTE) és
Dr. Csenki-Bakos Zsolt (MATE) laborjaibol. A tg{ddx4:egfp} vonalat és a gaspar vonal
1étrehozasahoz szintén sziikséges casper mutansokat egyarant Dr. Csenki-Bakos Zsolt g6doll6i

zebradanio laboratoriumabol kaptuk.

3.2. A halak tartasi koriilményei

A halakat a laboratoriumban a zebradanio tartds nemzetkozileg elfogadott, sztenderd
protokolljai alapjan tartjuk és neveljiik (Nusslein-Volhard és Dahm, 2002). A halak tartasara
létrehozott szobaban 28 °C homérsékletet, 70%-os paratartalmat allitottunk be, valamint 14 6ra
vilagos — 10 ora sotét fényciklust alakitottunk ki, ami a faj szdmara a legmegfelelobb. A
vonalakat az Aquatic Housing cég altal gyartott zart, recirkulacios rendszeren tartottuk 1.4, 2.8,
6 és 9 literes tartalyokban, a méretiikt6] fliggd egyedstriiségben (6. abra). A larvak esetében
50-60 egyed/liter, a fiatal novendékek esetében 7-11 egyed/liter, mig az idGsebb (1.5-4
honapos) allomanyok esetében 5-6 egyed/liter siiriséget alkalmaztunk. A rendszeren az
elhasznalt viz tobb tisztitdsi 1épcsén keresztiil jut vissza a tartdlyokba, ezek kozott van

mechanikai, kémiai és bioldgiai sziirés is.

6. abra: Az Aquaneering recirkulacios haltarté rendszer. A rendszerben a viz
folyamatosan keringve tisztul meg tobb 1épésben. A rendszer aljdn mechanikai és
bioldgiai szlirésen, a rendszer tetején pedig UV fert6tlenitésen megy at a keringetett viz.
A rendszeren lathatdak a kiilonboz6 térfogatil tartalyok, amelyekben a kiilonb6zd
méretii halak csoportjait tartjuk (Fot6: Marton Csaba).
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A halak takarmanyozésa soran szintén a korcsoporthoz és az egyedsiiriiséghez igazodtunk.
Kétféle takarmannyal etettiik a halakat: granulalt tapokkal és €16 sorakkal (Artemia salina). A
larvakat még kizardlag tappal etettiik, mivel ilyen fiatal korban még nem képesek felvenni a
rendelkezésiinkre allo €16 takarmanyt. A ndvekedés soran valtoztattuk a tdpok szemcseméretét,
illetve a mennyiségét is, igazodva az adott korcsoport szajnyilasanak méretéhez és a biologiai

igényeihez (7. abra). Az €16 tapot egy honapos korukban kezdtiik el adagolni a halaknak.

Inkubator Rendszeren kiviil Rendszeren

Tartas helye

5. nap 14. nap 21. nap 30. nap
Tartas eszkoze Petri-csésze l Talka l 1.4 1 tank l 2.8 1 tank l 6 1 tank

Takarmanyozas [ njncs etetés | mp <t00pmeip ) o[ 100+200 um Job [ 300 +400

(tap szemcsemérete)

El6 taplalék Artémia (sorak)

7. abra: A halak tartasa és takarmanyozasa. A halak az els6 harom hetet a rendszeren
kiviil toltotték, a viziiket két naponta cseréltiik. Az edények és a tap méretét a ndvekedd
halak méretéhez igazitottuk. Harom hetes kortél kaptak €16 taplalékot.
(Sajat abra)

3.3. A halak szaporitasa és az ivadékok gondozasa

A kutatdsom sordn szamos esetben kellett elvégezniink sziildparos €s csoportos szaporitasokat
az adott kisérleti koriilményhez igazodva. A halakat az erre a célra kialakitott edényekben
szaporitottuk (8. abra). A szaporitasok soran a kornyezet gazdagitasara torekedtiink, hogy
ezaltal is indukaljuk a halak ivasat. Kavicsmintaju aljzatot imitalé lapot tettiink az ivatokadak
ald, valamint mlinévényt helyeztiink az edények belsejébe. Az ivatokadakat egy tropusi
kornyezetet utanzé takaro fallal zartuk korbe, annak érdekében, hogy a koriilottiik 1€vé mozgas
ne zavarja a halakat a szaporodasban. A szaporitas soran nagy szerepe van tovabba a fénynek
IS, ezért a szobaban 1éve fényid6zit segitségével a mennyezeti lampak reggeltél kezdve
fokozatosan kapcsolodtak be, mivel ez az inger is kiemelkedden fontos az ivashoz. Amennyiben

a halak nem adtak le az ikrat, az edénybe az ivatas kezdetétl mért egy ora elteltével hideg vizet
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ontottiink. Ezzel az eljarassal a tropusi esot igyekeztiink imitalni, ami természetes koriilmények

kozott ugyancsak hozzéjéarul az ivasi inger kivaltasahoz.

A szaporitasbol szarmazé ikrakat felfogtuk egy teaszliré segitségével, majd a rendszerrdl
szarmazé vizzel belemostuk az ikrakat a szlir6r6l a Petri-csészékbe (8. abra). Kovetkezd
1épésként eltavolitottuk a meg nem termékenyiilt ikrakat, az elpusztult embridkat és az esetleges
szennyezGdéseket, majd szétvalogattuk az ikrakat. Altalaban 50 db-ot raktunk egy Petri-
csészébe, mert az eldzetes tapasztalatok azt mutattak, hogy ennél az egyedszamnal még nem
lesz az egyedsiirliség miatt szdmottevd elhullds. A csészéket az elsd 6t nap sordn 28 “C-0s

inkubatorban tartottuk.

8. abra: A halak szaporitiasa és az ivadékok gondozasanak bemutatasa. A) A
szaporité tartalyokba helyezett valaszfallal elvalasztott tejes és ikras kornyezetének
gazdagitasa céljabol mindvényt és kavicsaljzatot helyeztink. B) Az ikradk
csaladonkénti begyiijtéséhez hasznalt sziirok és feliratozott Petri csészék eldkészitése.
C-D) Ikrak lesziirése és metilénkéket tartalmazd vizzel torténd fertStlenitése. (Foto:
sajat)

Az éltalanos protokoll alapjan naponta ellendriztiik az embridkat, eltavolitottuk az életképtelen
egyedeket, a kelést kovetden pedig az ikraburkokat. Az inkubatorban to6lt6tt idejiikk soran
tobbszor lecseréltiik az embridkrol, illetve larvakrol a viziiket. Az egyedek ebben a korban még
csak a szikzacskdban 1évd tapanyagokkal maradnak életben. Amint elérték az 6t napos kort
atkeriiltek a zebradanids szobaba, ahol mar egy nagyobb edényben tartottuk Oket. A
takarmanyozasuk is ilyenkor kezdddik, <100 um szemcseméretii tappal. A ndvekedésiikkel
parhuzamosan valtoztatjuk a tartasuk helyét és takarmany szemcseméretét. A rendszerre egy
honapos korban keriilnek, egyedszamtol fiiggden 1,4 vagy 2,8 literes tartdlyokba. Az €16 tappal

torténd etetést is ebben a korban kezdjiik meg.



3.4. A korai elhullasok kovetése

A vonalak 6sszehasonlitasa soran vizsgaltuk, hogy a tg{ddx4:egfp} vonal és a gdspdar vonal
kozott milyen kiilonbségek fedezhetdek fel a szaporasagban és az utddok elhulldsdban. Ezekhez
a kisérleteimhez csoportokat és parokat is szaporitottam mindkét vonal esetében. Ezek a
szaporitasok ¢és az utodok begytijtése a fentiekben leirtak szerint torténtek, a standard protokoll
hasznalatdval. A szaporitdsbol szarmazé utdédokat leszamoltam és ezt kovetden kezdtem el
megfigyelni az elhullast a vonalak esetében (9. abra). Az elsé 6t nap soran minden nap
feljegyeztem az elhullast, ezt kovetden pedig a rendszerre valo felkeriilésiikkor ellendriztem az
¢letben maradt egyedek szamat. Ezeket a kisérleteket tobb csoporton és csalddon is elvégeztem,
hogy meghatarozzam a kiilonbséget a két vonal kozott. A leadott ikra mennyiségrdl, valamint

az elhullasokrdl az Excel programot felhaszndlva készitettem statisztikai elemzéseket.

9. abra: A korai elhullasok figyeléséhez kialakitott csoportok. (A) A frissen
begyijtott ikrakbol 50-50 db-ot kiilon Petri csészébe helyeztiink, amelynek az oldalara
kertilt a sziiletési datum, csalddnév és az A/B/C jel egyike. Az edény tetején a csaladra
jellemzo6 szinkod lathato (zold, pigmentalt, illetve narancssarga a pigmenthianyos
vonalat jelzi). (B) A rendszerre Kkeriilés el6tt a nvendékek az asztalon fejlédnek. (Sajat
fotok)

3.5.A transzgénikus egyedek mikroszkopos szexalasa

A kifejlett zebradanioknal az ivari dimorfizmusnak kdszonhetéen jol elkiilonithetéek a
ndstények a himekt6l. Az altalunk hasznalt transzgénikus vonalban ugyanakkor az ivar
fiatalabb korban is meghatarozhatd, mivel az ikrasok petefészkében sokkal nagyobb
mennyiségben termelddik a fluoreszcens fehérje, mely kék fénnyel megvilagitva lathatova

teheté (Wang és mtsai., 2007).

Erre a célra egy Olympus SZF61 tipust sztereomikroszkopot hasznaltunk, amelyre BLS Kft.

fluoreszcens adapterét szereltiik fel. A mikroszkopot vezérld szamitdogép nagyfelbontast
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monitoron az elkabitott é16 egyedekben is jol megfigyelhetd volt az Egfp megnyilvanulasa az

ivarszervben (10. abra).

A szexalast altatasban 1év6 halakon végeztiik, amihez 325 mg/L koncentracioja MS-222 oldatot
hasznaltuk. Az altatashoz egy tigynevezett altato talat hasznaltunk. A halakat nem egyesével,
hanem egyszerre 3-4 db-ot tettiink egy halo segitségével az altatovizbe. Abban addig tartottuk
bent az egyedek amig a mozgésuk lelassult és elkezdtek az oldalukra billenni. Ezt kvetéen
athelyeztiik a halakat egy draiivegre, amivel a mikroszkop ala helyeztiik a vizsgalat idejére az
egyedeket. Mikor elkésziilt a kép, akkor egy élesztd talba keriiltek, melynek vize mar nem

tartalmazott altatot, ebben a halak magukhoz tértek, miel6tt visszakeriiltek a rendszerre.

10. abra: A transzgénikus egyedek mikroszkop alapi ivarmeghatarozasa. A kép
bal oldalan a specialis feltéttel és digitalis kameraval ellatott szteredmikroszkop,
kodzépen az azt vezérld szamitdgép, mig a jobb szélen a monitor lathato. (Foto: sajat)

3.6. A tg{ddx4:egfp} és a gdaspdr vonal egyedei testméretének és

testtomegének osszehasonlitasa

A méréseket hallgatotarsam Szabd Olivér Maté végezte, Dr. Csenki-Bakos Zsolt
laboratoriuméaban (MATE Kornyezettoxikologiai Tanszék, G6dol116), mert a nekik atadott halak
a tobb rendelkezésre allo6 edény miatt gyorsabban elérték a felnott kort. A méréseket a halak
altatasaval kezdte, amelyhez MS-222 (325 mg/L) oldatott hasznalt. Ezt kovetéen mérleggel
lemérte a halak testtomegét, majd milliméterpapiron meghatarozta a testméretet. A két vonal

egyedeibdl szarmazé adatok Osszehasonlitdsat és statisztikai elemzését én magam végeztem el.
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3.7. A hokezelések koriilményei

A hokezelések koriilményeinek kidolgozasat mar a korabbiakban elvégezték kollégaim, Petho
Cintia és Hirth Mirella (Pethd, 2023). A kisérleteim sordn az 6 altaluk stabilizalt koriilményeket
alkalmaztam. Ennek az volt az eldnye, hogy a hokezelések soran jobb tulélési aranyokat tudtam

elérni, igy a statisztikai elemzéseim is pontosabbak voltak.

A kivalasztott sziiléparokat vagy csoportokat a standard protokoll alapjan szaporitottam. Az
utodok tartdsaban sem alkalmaztam eltérd rendszert, egészen a masodik hetes korig. Ebben a
korban kezdtem el ugyanis a hékezeléseket. ElsO 1épésben kivalasztottam 4x15 egyedet és
ezekbdl képeztem két kontroll és két kezelt csoportot. A négy csoportot a kezelés végéig azonos
viztérfogatban tartottam (250-300 ml), ugyanolyan edényekben (11. abra). A kezelt
csoportokat 36 “C-os inkubatorba helyeztem a kéthetes kezelés végéig. Ez id6 alatt igyekeztem
maximalizalni a talélést. A csoportokban naponta ellenériztem az elhullast, valamint két
naponta elvégeztem a vizcseréket is. A kezelt csoport esetében oxigénnel dusitott vizzel
cseréltem ki az edényekben 1évé vizet, mivel a magas homérséklet hatasara csokken a
koncentracioja, ez pedig tovabbi elhullasokat eredményezett volna. A kisérlet ideje alatt a kezelt

¢s kontroll csoportot egyarant szuszpenzios tappal takarmanyoztam.

A kezelés végeztével a kezelt egyedeket kivettem az inkubatorbol, majd nyolchetes korig
tartottam Oket a rendszeren kiviil. Ezt kovetéen keriiltek fel a rendszerre. A 10-12 hetes
egyedfejlddési korban, az ivarérést kovetden pedig ellendriztem az egyes csoportok

ivararanyat, hogy meghatarozzam sikeres volt-e a hékezelés és tortént ivararany eltolodas.

19



s v

11. abra: A hdokezelésekhez hasznalt inkubator és edények. A hokezelések soran
az inkubdtorban 14 napos kezeléseket végeztiink, ennek soran 35-36 °C-0S
hémérsékleten tartottuk a halakat. (Forras: Sajat foto)

3.8. Genomi DNS izolalasa

Az 0j gaspar egyedek azonositisahoz végeztem el a PCR alapu teszteket. A reakciokhoz
szlikséges genomi DNS-t, Chelex alapt eljarassal izolaltam feln6tt egyedek farokuszojabol. Az
izolalast a halak altatasaval kezdetem, majd ezt kdvetden vagtam le egy kb. 3-4 mm?-es darabot
a farokuszobol. Ezt helyeztem 70 uL Chelex oldatba, hozzaadtam 5 uL Proteinaz K oldatot, két
Oran at emésztettem 55°C-on, majd hével inaktivaltam. Az igy kapott oldatot lecentrifugaltam,
majd ebbdl adtam 1.5-3 uL-t a PCR reakciokhoz templatként. A mintazott halakat egyedi jelolés
alapjan tartottam a reakciok végéig, amig meg nem hatdroztam a genomjukban hordozott

transzgén kopiaszamat.

3.9. A transzgén kopiaszamanak kimutatasa PCR-alapu genotipizalassal

A polimeraz lancreakcié (PCR) soran célzott DNS szakaszokat lehet felsokszorositani. A PCR
reakciot a kovetkezd komponensek felhasznalasaval allitjuk 6ssze: 10X PCR puffer, viz,
nukleotidok (dNTP), magnézium, primerek €s polimerdz enzim. Az 1) gdspar egyedek
azonositasara két primer part hasznaltunk fel, egy un. duplex PCR reakcioban (5. abra). Az
egyik primer par a transzgén szekvenciajara tapad fel (EGFP2-F1 5 ACC ACA TGA AGC
AGC ACG ACT 3° Tm 61 °C; EGFP-R1 5° CTT CTC GTT GGG GTC TTT GC 3’ Tm 58 °C),
a masik a transzgén beépiilése soran kiesett genomi régidra (chr3del-F2 5° ACA GCA GCG
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TCC TTG TCC CAG C 3° Tm 70 °C; chr3del-R2 5° CGC GGA GTC CCC TGG CTC TC 3’
Tm 69.3 °C) tapad fel.

A reakciot a kdvetkezé komponensekkel, térfogatokkal és koncentracidban allitottam dssze: 10
uL 2X High Fidelity PCT Mater Mix, 2 Ul ’forward primer’ (1 uM), 2 uL ’reverse primer (1
uM), 4.5 uL viz, 1.5 uL DNS’.

A PCR-es sokszorositast az Analytik Jena GmbH cég Biometria TAdvanced tipust késziilékén
végeztik, kordbban beallitott hdmérsékleti profil mellett: kezdeti denaturacié (’denaturation’)
98 °C 30 masodperc; 30 cikluson ismétlédve — denaturacié (’denaturation’) 98 °C 10
masodperc; primerek kotddése (’annealing’) 66 °C 30 masodpercig; lanc hosszabbitas
(Cextension’) 72 “C 30 masodpercig; végsé lanc hosszabbitas (Cextension’) 72 °C 10 percig.

A PCR termékek egy részét felhasznalva (18 ul) 2%-os agar6z gélben és TBE pufferben
végeztem gélelektroforézissel az elvalasztast. A gélre tovabba a 100 bazisparos markert (New
England Biolabs) vittem fel molekulasuly sztenderdként. A gélekrdl az Uvitec Cambridge

Essential tipusu digitalis kameraval készitettem képeket.

3.10. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai vizsgalatara tobb modszert is alkalmaztunk. F-probat hasznaltunk az
eredmények atlagainak 0sszehasonlitasara, T-probat pedig annak megallapitasara, hogy van-e
szignifikans kiilonbség az adatok kozt. A szignifikancia szintet 0,05-ben hataroztuk meg, igy
ahol a kiilonbség elérte ezt a szintet azt szignifikans eredményként kezeltik. Emellett
hasznaltunk még variancia analizist is, amellyel megvizsgaltuk az adatok sokasagi szorasat. Az

adatok analizalasara az Excel programot hasznaltam (Microsoft).
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4.  Eredmények és értékelésiik

4.1 A pigmentalt transzgénikus csaladok tobb ikrat produkaltak a

pigmenthianyos csaladoknal

A pigmentalt tg{ddx4:egfp} ¢és a pigmenthianyos gdspdr vonalak Osszehasonlitdo elemzése
soran el@szor a szaporasagot vizsgaltam. Munkam soran nyolc (4+4) sziilépart szaporitottam,
melyek a kovetkezd jeloléseket kaptak: tg{ddx4:egfp} sziiléparok: DDX4.1, DDX4.2, DDX4.3,
DDX4.4; gaspar sziiléparok: GPR.1, GPR.2, GPR.3, GPR.4. Ezeket 6sszesen 13 alkalommal
sikeriilt leszaporitanom. A négy tg{ddx4:egfp} sziilopar 6t alkalommal adott ikrat, 6sszesen
1.444 darabot. A gaspdr sziildparok esetében nyolc sikeres ivatast tudtam elvégezni, 6sszesen

1.691 darab ikrat raktak le (Mellékletek 1. tablazat).

A szaporitasonkénti atlagos ikraszam Osszehasonlitasa azt mutatta, hogy a tg{ddx4:egfp}
sziiloparok joval termékenyebbnek mutatkoztak, mint a gdspdr-ok. Az eldbbiek
szaporitasonként atlagosan 289 ikrat, mig az utobbiak csak atlagosan 211 ikrat adtak (12. abra).
A statisztikai analizisekhez a csalddokat Osszevontam és egységesen kezeltem, hogy még
pontosabb legyen az 0sszehasonlitd elemzés. Mivel a két vonal esetében eltéré szamu volt a
sikeres szaporitas, ezért ezekbdl véletlenszerlien kivalasztottam 4-4 sziil6par szaporitasabol
szarmaz6 ikrakat, ezekkel szamoltam a talélési szignifikancia szint meghatarozasanal is
(4.2. alfejezet). A kivalasztott szaporitasokbol szarmazo ikraszam a két vonal kozott nem

mutatott szignifikanciat a Student t-préba alapjan.
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12. abra: A pigmentalt tg{ddx4:egfp} sziiloparok tobb ikrat adtak le, mint a
pigmenthianyos gdspdr sziiloparok, de az eltérés nem volt szignifikans. A ‘box
plot’-okban vonalanként négy-négy paronkénti ivatasbol, és a tg{ddx4:egfp} vonal
(kék, bal) esetében 6t, mig a gaspar vonal (narancs, jobb) esetében nyolc ivatasbol
szarmazo6 adatokat Osszegeztiink. A statisztikai analizist a véletlenszeriien kivalasztott
4-4 sikeres ivatas ikraszamai alapjan Student t-probaval végeztiik.

4.2 A pigmentalt egyedek tulélési aranya harom hetes korban

szignifikansan magasabb volt a pigmenthianyosokénal

A szaporitasokbol szarmazé ikrakat minden csalad esetében felneveltiik, hogy megallapitsuk
tapasztalhato-e szignifikans kiilonbség a két vonal kozott a tulélés soran. A sziildparok altal
leadott ikrakat el6szor harom csoportba osztottam szét, amelyek az A/B/C jeldlést kapték,
ezekbe a kisérleti csoportokba 50-50 ikrat tettem és figyeltem meg. Amennyibben az adott
szaporitasbol rendelkeztem tobb embriodval is, tigy képeztem egy M (vagyis maradék) csoportot
is. Els6korben az A/B/C csoportok talélését figyeltem meg és hasonlitottam 6ssze a két vonal
kozott. A tuléléseket az elso-, az 6todik-, és a 21. egyedfejlédési napokon ellendriztem minden

csoport esetében (Mellékletek 2. tablazat).

Az eredmények azt mutattak, hogy az atlagos tulélés az o6todik egyedfejlédési napra a
pigmentalt csaladok esetében 79 %, a pigment szegény vonal esetében pedig 69 % volt, azaz
nem volt szamottevé kiilonbség a tg{ddx4:egfp} és a gaspdr vonal egyedeinek talélése kozott.
A kiilonbségek a két vonal kozott a 21. egyedfejlodési napon lettek egyértelmiick. Ekkor
keriiltek ugyanis fel az egyedek a haltarté rendszeriinkre, ezért ezt a pontot tekintettem a
kisérletek végének, ezutan végeztem el a statisztikai elemzéseket. A tg{ddx4:egfp} sziiléparok

esetében a csoportok atlagosan 49 %-os aranyban, a gdspdr csaladok 20.8 %-ban éltek tal (13.
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abra). A talélések statisztikai elemzése soran az el6z6 fejezetben emlitett 4-4 sikeres szaporitas
adataival szamoltam. Az 21. napon tapasztalt tulélések Student t-probaval tortént elemzése

soran azt kaptam, hogy a tg{ddx4:egfp} sziildparok utddai szignifikansan jobb talélést
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1. nap 5. nap 21. nap
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13. abra: A tg{ddx4:egfp} és gdspdr utodok talélése a korai idépontoknal nem
kiillonbozott, de 21 dpf korban szignifikinsan magasabb volt pigmentalt
egyedekben. Az oszlopokban négy-négy sziil6partol, és a tg{ddx4:egfp} vonal (kék,
bal) esetében 6t, mig a gaspar vonal (narancs, jobb) esetében nyolc ivatasbol szarmazo
adatokat Osszegeztink. A statisztikai analizist Student t-probaval végeztik a
kivalasztott szaporitasok alapjan (* - p<0.05).

A tovabbiakban nem csak az dsszes csalad atlagat vizsgaltam, hanem Gsszehasonlitottam egy-
egy kiemelt csaladot mindkét vonalbol. Azokat a csaladokat valasztottam, amelyeket a
legtdbbszor szaporitottam sikeresen, hogy meghatarozzam azt, hogy csalad szinten is jelen van-
e a tulélési tendencia a vonalak kozott. A kivalasztott gaspar csalad (GPR.1) esetében ez harom,
mig a tg{ddx4:egfp} csalad (DDX4.1) esetében két szaporitast jelentett. A két csaladnal
meglévo szaporitdsok eredményeit atlagolva elemeztem. Ennél az analizisnél azt tapasztaltam,
hogy a két csaladban alacsonyabb volt a talélés, mint az egész atlag esetében, azonban a
tendencia megegyezett. A gaspar csalad talélése az 6todik egyedfejlédési napig hasonld volt,
mint a tg{ddx4:egfp} csaladnak. A 21. napos korra azonban a talélési egyedszam nagy
kiilonbségeket mutatott. A tg{ddx4:egfp} csalad egyedeinek 46.5 %-a, a kiemelt gaspar

csaladnak pedig csupan 10.33 %-a ¢€lt tul a kisérlet lezarasaig (14. abra). Mivel az adatsor eltérd
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hosszusagli volt, igy nem tudtam statisztikai szamolast végezni a szignifikancia szint

megallapitasara.

Osszegezve, a két vonal szaporasaganak és talélési aranyanak elemzésével bebizonyitottam,
hogy a gaspar vonal egyedei valoban gyengébben teljesitenek a pigmentalt transzgénikus
vonalhoz képest. Ez egy ijabb bizonyiték lehet arra, hogy a pigmentek hianya, amelyek fontos

védekezési folyamatokban vesznek részt, nagyban hathatnak a talélésre és az ellenallosagra is

(Patterson és Parichy, 2019).
1. nap 5. nap 21. nap

14. abra: A legtobbszor sikeresen szaporitott csaladok hasonlé tendenciat
mutattak a tulélésben, mint a csaladok atlaga. Az oszlopok egy-egy csalad értékeit
abrazoljak: tg{ddx4:egfp} vonal (kék, bal), gdspar vonal (narancs, jobb).
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A korai elhullasok az egyedfejlodési elsé 6t napjan nem mutattak olyan drasztikus kiillonbséget
a két vonal kozott, mint a kisérletek végeztével. Annak érdekében, hogy biztosan ki tudjam
jelenteni, hogy a két vonal tulélése valdban hasonlé a korai napokban és nem csak a csalddok
esetében figyelhetd ez meg, elvégeztem a kisérleteket csoportos szaporitasokbdl szarmazo
embriokon és larvakon is. A tg{ddx4:egfp} és a gdspdr vonal esetében is Osszesen Ot-Ot
tenyészegyedet szaporitottam kis csoportos ivatassal (3 tejes + 2 ikras). Az ikrakat hasonldan
kezeltem és képeztem beldliik csoportokat, mint a paros szaporitasok esetében. Ezen csoportok
tulélését csak az elsdé 6t napon kdvettem. Az eredmények azt mutattak, hogy a két vonal kdzott
valoban nem volt szignifikans kiilonbség a korai fejlodés soran. A tg{ddx4:egfp} csoportbol
szarmaz0 ikraknak els6 napra 98.6 %-a, mig az 6tddik napra 92 %-a €lte tul. A gaspar csoport
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esetében az elsé napon 82 %-ot, az 6todik napon 72 %-ot jelentett (15. abra). A kisérelt soran
egy szaporitasbol szarmazé adatok alltak a rendelkezésemre, igy a Student t-probat nem tudtam
elvégezni. A késObbiekben tobb csoportos ivatast is el fogok végezni, hogy pontosabb

statisztikai elemzést tudjak késziteni.
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15. abra: A tg{ddx4:egfp} és gdspar egyedek talélési aranya csoportos
szaporitasbdl szarmazé embridk és larvak esetében sem mutatott kiilonbséget az
elsé 6t nap soran. A kék oszlopok a tg{ddx4:egfp} vonalbol, mig a narancs oszlopok
a gdspdr vonalbdl szarmazo adatokat 6sszegzik.

4.3 A tartasi siirtiség meghatarozo lehet a tulélés mértékére

A két vonal Osszehasonlitasa sordn a szaporitdsokbol tobb esetben is joval tobb embriot
kaptunk, mint amennyire az 50 egyedes A/B/C csoportok kialakitasahoz sziikségiink volt.
Ezekbdl az ikrakbol maradék csoportot képeztiink (M csoport). A kutatdsom soran ezeknek a
csoportoknak az elhullasat is kovettem annak érdekében, hogy megtudjam: az egyedsiiriiség
novelése hogyan befolyasolja a tulélést. A kisérlet soran két tg{ddx4:egfp} (DDX4.1, DDX4.2)
csalad és harom gaspar (GPR.1, GPR.2, GPR.3) csalad adatait vettem figyelembe, mivel csak
ezeknél a kiemelt szaporitdsoknal volt elég nagy az M’ csoport egyedszdma ¢és ezaltal a

nevelési egyedstiriisége (1. tablazat)
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1. tablazat: Az egyedsiiriiség jelentésen befolyasolja a tulélést

Sziilépar Csoport Cs:g;;;(s);l;(;ntl Tualélés ?0/?);- napon
DDX4.1* A/B/C 50 59.66
M 250 7.2
DDX4.2 A/B/C 50 53.33
M 156 21.8
GPR 1** A/B/C 50 25.3
M 150 30
GPR.3 A/BIC 50 48
M 105 37.1
GPRA A/B/C 50 36.6
M 100 19

* a kék kiemelés a tg{ddx4:egfp} sziiléparokat jelzi

** a sarga kiemelés a gdspar sziilléparokat jelzi

A maradék csoport kiindulasi egyedszama a két tg{ddx4:egfp}
legnagyobb (n=250 és 156), mig a gdSpdr csoportok esetében joval alacsonyabb (n=150, 105
¢s 100) (1. tablazat). A megfigyeléseim soran azt tapasztaltam, hogy aranyaiban az els6 két
csoportnal volt a legnagyobb elhullas 21. napos korban az A/B/C csoportokhoz hasonlitva
(16. abra). A gaspdr csaladok esetében az elhullas mértéke aranyaiban joval kisebb volt, mint
a nagyobb egyedszamu csoportok esetében (16. abra). Ennek fényében valoszinii, hogy a
magas slirliség jelentdsen csokkenti a korai thlélés esélyeit. Sajnos az alacsony kisérleti

egyedszam miatt ezek az eredmények nem tekinthetok véglegesnek, inkabb csak jelzik, hogy

ezt késObb érdemes lehet tobb csalad esetében megvizsgalni.
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16. abra: A magas tartasi siirtiség csokkentheti a tlélés esélyeit. A kiemelt csaladok
utdédainak A/B/C csoportjait 6tven egyedenként, mig a maradék (M) csoportjait
ugyanakkora csészében magasabb (atlagosan 203, illetve 118) egyedszammal neveltiik,
a kék oszlopok a tg{ddx4:egfp} vonalbol, mig a narancs oszlopok a gaspdr vonalbol
szarmazo6 adatokat Osszegzik az atlagos tulélés alapjan.

4.4 A tg{ddx4:egfp} egyedek nem mutattak szignifikainsan nagyobb
novekedési erélyt, mint a gaspdr egyedek

A halak novekedési erélyének megallapitdsdhoz a két vonalbol 10-10 ndstényt és himet
hasonlitottunk §ssze testméret €s testsuly alapjan (Mellékletek 3. tablazat). A méréseket Szabd
Olivér végezte, mig az adatok statisztikai analizisét én végeztem el. Az analizis soran el0szor
Osszehasonlitottam a mindkét ivar adatait a két vonal kozott. Az adatok alapjan a ndstények
esetében volt nagyobb kiilonbség a két vonal kozott, azonban az elhanyagolhaté mértékiinek
mondhat6, mindossze 1.6 mm. A két vonalat az ivarok atlagolasaval is 0sszehasonlitottam,
ennek eredménye sem adott szamottevo kiilonbséget a tg{ddx4:egfp} és a gdspdr vonal kdzott.
A himek Osszehasonlitdsa soran lathatd, hogy nincsen nagy kiilonbség, mig a ndstények
esetében mar szamottevobb. Ezért a ndstényeken kiilon elvégeztem a statisztikai analizist

Student t-probaval, de ennek az eredménye sem mutatott szignifikans kiilonbséget (17. abra).
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17. abra: A tg{ddx4:egfp} és gaspdr vonalak egyedeinek a testhossza felnétt korban
hasonlo volt. A kék oszlopok a tg{ddx4:egfp} vonalbdl, mig a narancs oszlopok a
gaspar vonalbol szarmazo adatokat Osszegzik. A kiilonbségek Student t-probaval
vizsgalva egyik ivar esetében sem bizonyultak szignifikansnak.

A két vonal testtomegének vizsgalatat ugyanilyen formaban ellendriztem. A két vonal kdzotti
kiilonbség itt mar joval észrevehetobb. A tg{ddx4:egfp} vonal esetében a ndstények és himek
egyiittes atlagtomege 0.707 gramm volt, ugyanez az érték a gaspdar vonal esetében jelentdsen
alacsonyabb, mindossze 0.408 gramm. A két vonal testtomege kozotti kiilonbség az egyes
ivarok esetében nem mutatott szignifikans eltérést (n=10), ugyanakkor az Osszevont ivarok
esetében statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult (n=20) (p<0.05; 18. abra). Ennek oka
feltehetden az volt, hogy az §sszevonast kvetden mar kelléen magas volt az egyedszam, mig

a kiilon vizsgalt ivarok esetében nem.
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18. abra: A testtomeg oOsszehasonlitisa szignifikans kiillonbséget mutatott a
tg{ddx4:egfp} vonal javara. A kék oszlopok a tg{ddx4:egfp} vonalbol, mig a narancs
oszlopok a gdspdr vonalbol szarmazod adatokat Osszegzik. A statisztikai analizist
Student t-probaval végeztik (* - p<0,05).

4.5 A hékezelt csaladnal jelentés ivararany eltolodast tudtam kimutatni a
himek iranyaba

A hékezeléseket a talélési megfigyeléseknél mar ismertetetett DDX4.1 csalad utdédain kezdtem

el. Eddig harom hdkezelést inditottam (HK1, HK2 és HK3). Az elsé kettd esetében

rendelkezem eredményekkel (HK1 és HK?2), a legutolsd6 harmas kezelés (HK3) folyamatban

van ¢és két honap mulva érik el az ivarérett kort, ekkor lehet meghatarozni az ivararanyukat ¢s

ezaltal a kezelés eredményét.

A HK1 ¢és HK2 kezelések esetében is ki tudtam mutatni a hdkezelés okozta ivararany
eltolodasat a himek iranyaba. Az ivararany ellenérzés soran a HK1-es kezelésben résztvevo
halak 100% volt him (n=21), a kontroll halaknak pedig csupan az 57 %-a (n=14). Ebben a
kisérletben ez egy 43 %-0s eltolodast jelentett a himek iranyaba. A HK2 esetében szintén
sikertilt elérni a himek aranyanak novekedését. A kezelt csoportban 89 % volt a himek aranya
(n=18), mig a kontroll csoportban pedig 45.5 % (n=22), ez 44.5 %-0s eltolodast jelentett (19.
abra). Az eredmények alapjan sikeresen azonositottam egy hdre valaszolé csaladot (DDX4.1)

és két sikeresnek mondhato6 hokezelést végeztem el az eddigi kisérleteim soran. A tovabbiakban
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tervezek ezen a csaladon tovabbi kezeléseket elvégezni, valamint 1) hére valaszolo csaladokat

azonositani, a ddx4:egfp és a gdspdr vonalakbdl egyarant.
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19. abra: A korai hokezelések soran azonositottam egy hore valaszolé csaladot,
melyben a himek arianya a Kkezelés hatisara jelentosen megemelkedett. A zold
oszlopok a kezeletlen kontroll csoportok, mig a piros oszlopok a hékezelt csoportok
értékeit mutatjak. (Roviditések: HK1- els6 hokezelés; masodik kezelés; HK2 — masodik
hékezelés)

4.6 Uj gdspdr egyedek azonositisa az allomany bévitése céljabol

Egyik fontos feladatom a gdspdr tenyészallomany egyedszamanak bdvitése volt annak
stabilitasanak novelése és a genetikai valtozatossag fokozasa céljabol. Hallgatotarsam, Szabo
Olivér Maté korabbi munkaja soran nem azonositotta be pontosan az Gsszes gdspdr halat a
transzgén kopia szama alapjan (Szabd, 2023). Mivel ezek a halak rendelkezésemre alltak €s
megfeleléek voltak az allomanybdvitésére ezért elvégeztem ezeknek rajtuk egy a korabbi
munkabol atvett és bedllitott duplex PCR alapu analizist, hogy megtaldljam a transzgént

homozigdta formaban hordozé egyedeket.

Osszesen 83 gdspdr egyedet vizsgaltam meg. A duplex PCR reakci6 termékeit 2%-0s agardz
gélen futtattam meg (20. abra). Ezekbdl az egyedekbdl 78 homozigota gdspdr egyedet
azonositottam. Ezeket az Gijonnan kivalasztott homozigéta gdspdr egyedeket a tovabbiakban fel

fogom hasznalni allomanybdvitési €s kisérleti célokra egyarant.
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20. abra: Uj homozigéta gdspdr egyedek azonositisa kettés PCR reakciéval. A
képiaszam meghatarozasahoz a két olyan primert hasznaltunk, ami korabbi PCR tesztek
soran biztosan miikodtek. A transzgén jelenlétét mutaté egfp primer part
(also csik, 415 bp) és a kiesett genomi régiot célzd primer part (felso csik, 815 bp)
egylitt sokszorositottunk fel PCR reakciokban. (Roviditések: Hem — hemizigota, Hom
— homozigota, Chr3 — a 3. kromoszémarol felsokszorozott fragment, egfp — a
transzgénrdl felsokszorozott fragment, AB — transzgénmentes kontroll, HO —
templatmentes kontroll, 1 kb — molekulasuly marker).

4.7 Hozzajarulasok

A kisérletek megtervezését és az utodok tulélési aranyanak elemzését témavezetéim Dr.

Szeverényi I1diké és Dr. Orban Laszl6 hozzéjarulasaval végeztem.

A napi munkamhoz sziikséges alapvetd ismereteket Szabo Olivér Matétol és Hirth Mirellatol
tanultam meg. A PCR-es kisérleteket Szabo Olivér Maté iranyitasaval, vele egyiitt dolgozva

végeztem el.

A hokezelésben és a mikroszkoppal vald szexalasban Hirth Mirella segitett, akinek korabbi
munk3dja a hokezelések koriilményeinek beallitasaban nagymértékben hozza jarult az itt kapott

eredményeimhez.

A halak gondozasdban, etetésében, szaporitdsdban ¢és megfigyelésében nagy segitségemre

voltak Horvath Kornél, Marton Csaba és az Elvonal Halgenomikai Kutatcsoport munkatarsai.

A tobbi munkat én magam végeztem.
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5. Limitaciok

5.1. A tulélési arany 6sszehasonlitasat hatraltaté tényezok

A szaporitas mind a tg{ddx4:egfp} és a pigment hianyos gdspdr vonalon nehéznek bizonyult
mivel tobb esetben nem adtak a tenyészparok ikrat. A sziiléparokat esetenként akar nyolcszor
is felraktuk ivatni, azonban a sikeres ivatasok szama egy-egy csaladnal maximum harom volt.
A kisérletem soran kiemelkedden fontos lett volna a csaladok minél tobbszori szaporitasa, hogy

pontosabb eredményeket kaphassak. Ennek hianyaban kisebb adatsorral tudtam csak dolgozni.

5.2. A vizsgalt halak ivarat csak késobb tudtuk meghatarozni

A zebradanid esetében az eddigi tudomanyos publikéaciok alapjan (Von Hofsten és Olsson,
2005) csak az egyedfejlodés harmadik honapja soran hatarozhaté meg biztosan, mert az
ivarszervek transzformacioja akkorra fejezodik be biztosan. A mi transzgénikus vonalainkban
ez az id6pont 2-4 héttel kordbbra tolhatd, azonban ez még mindig késleltette a héérzékeny

csaladok azonositasat.

5.3. A hokezelésekre hasznalt inkubator befogadasi képessége

Az inkubatorba egyszerre csak két hkezelésre hasznalt tartalyt tudtunk behelyezni, azaz csak
egy csoport hdkezelésére volt egyszerre elegend6 hely. Ezért a kezeléseket lassabban tudtuk
elvégezni, az el6z6 kezelések végeztével. Ez jelentdsen lelassitotta az (1j hdére vélaszold

csaladok azonositasanak folyamatat.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A fenti eredményekbdl a kovetkezd kovetkeztetéseket vontam le és a kdvetkezd javaslatokat
teszem:

(1) Ahhoz, hogy atg{ddx4:egfp} vonalhoz hasonlé tulélé egyed szamot tudjunk produkalni

a gaspar vonalon is, meg kell névelniink a sziiloparok és szaporitasok szamat. Kéthetes

intenzitassal kell majd szaporitasokat elvégezni, hogy megfeleld ikra mennyiség alljon

rendelkezésiinkre. Tovabba ndvelni kell a csoportos szaporitasok szamat is, mivel

nagyobb eséllyel lesznek sikeresek és tobb ikrat eredményeznek, ezaltal stabilizalhatod

az Uj generacid szama.

(2) Az 6todik naptol szamottevo kiilonbség mutatkozott a két a vonal talélési aranya kozott.
Ennek oka, hogy pigment hidnya kihat az ellendlloképességre és ezaltal a thlélésre is.
Megoldas lehet erre a problémara a gdspar vonalon az egyedstiriiség csokkentése, mivel
az eddigi tapasztalatok azt mutatjak, hogy kihatdssal van a tulélt egyedek aranyéra.
Emellett az is eldsegitheti a probléma megoldasat, ha fokozatosan szoktatjuk at az 1ij
kornyezethez, vagy esetlegesen a tap valtoztatashoz. Kellé figyelemmel kell lenniink
arra is, hogy vizmindsége is megfeleld legyen és az etetési protokoll megvalasztasara

is, amelyet befolyasol az egyedek mérete €s a tartasi slirliség is.

(3) A két vonal fejlodésének Osszehasonlitasahoz elengedhetetlen, hogy a hasonlitando
szaporitasok egyidejliileg legyenek elvégezve, mivel igy tudjunk majd Oket jol
Osszevetni. Ehhez az sziikséges, hogy kelld mennyiségii sziillépart kell egyszerre
felrakni, hogy noveljiik a sikeres ivatasok esélyét.

(4) Eredményeink azt jelzik, hogy a nevelési egyedsiiriség novelése negativan hat a
stiriségre, mert csokkenti az €letteret, noveli a csoporton beliili stressz, megbetegedés
vagy elhullas esélyét. Emiatt, ha novelni akarjuk egy csoport tulélési egyed szamat

akkor érdemes Oket ikra allapottol kezdve még kisebb csoportokban tartani.
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7. Osszefoglalas

A kutatasaimat az Elvonal Halgenomikai Kutatocsoport keszthelyi laboratériumaban végeztem
a zebradanié modellen. Csoportunkban ennek a fajnak a szaporodasbiologidjat vizsgaljuk,
els6ésorban azt, hogyan alakulnak ki az ivarok az un. tg{ddx4:egfp} pigmentalt transzgénikus
vonalat hasznalva. Emellett alkalmam volt vizsgalatokat végezni a kordbban hallgatotarsam,
Szabd Olivér Maté altal 1étrehozott pigmenthianyos gdspdr vonalon is, mely ugyanazt a
transzgént tartalmazza. Ennek az Gjonnan létrehozott vonalnak az a nagy eldnye, hogy mivel
atlatszo az ivarszervek kialakuldsa és fejlodése sokkal jobban nyomon kovethetd, mint a

pigmentalt transzgénikus vonal esetében.

A kutatdsom Iényege az volt, hogy ezt a két transzgénikus vonalat 0sszehasonlitsam tobb
tényez6 figyelembe vételével és ezaltal elvégezzem a gdspdr vonal alapszintii jellemzését is. A
kisérleteim soran vizsgaltam a két vonal utddainak talélését, és kimutattam, hogy a pigmentalt
tg{ddx4:egfp} vonal esetében szignifikansan magasabb az utodok tulélési aranya. A két vonal
sulygyarapodasanak Osszehasonlitdsaval szintén ki tudtam mutatni szignifikans kiilonbséget a
két vonal kozott. Elvégeztem tovabba hdkezeléseket az ivarardny himek irdnyaba billentése
céljabol, ennek soran sikeresen azonositottam egy hére valaszolo csaladot. A munkam soran
elsajatitottam az alapvetd molekularis technikéakat is a korabban nem tesztelt gaspar egyedek
genotipizalasaval, vagyis a transzgén kopia szamanak meghatarozasaval. Ennek soran szamos

uj homozigoéta egyedet azonositottam, amelyekkel bdviteni tudtam a gdspdr allomanyt.

A kutatasom soran tobb olyan eredményt kaptam, amivel hozzajarulhattam a laboratoriumban
zajl6 folyamatokhoz. Emellett a munkédm soran szdmos ismeretet €s tudast sajatithattam el, ami
nagyon hasznos lesz a kés6bbi tudomanyos munkaim soran. Tovabba folynak olyan
kisérleteim, amiket a dolgozat leaddsa utdn is folytatni szeretnék, ezaltal az adataim és
eredményeim és ezzel egyiitt a tudasom is remélhetdleg folyamatosan béviilnek és frissiilnek

mayjd.
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Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék koszonetet mondani téma vezetéimnek, Dr. Szeverényi Ildikonak és Dr.
Orban Laszlonak, akik a munkdm sordn rengeteg tandccsal lattak el, és segitettek a TDK-

dolgozatom megirasat.

K6szondm tovabba a két mentorom Hirth Mirella és Szabd Olivér Maté segitségét, akik
megtanitottak a mikroszkoppal, hokezeld inkubatorral torténé munkakat ¢s PCR-kisérletek
elvégzését. Tovabba a rengeteg szakmai tanacsot IS, amivel ellattak a munkdm soran. A
dolgozatom megirasa soran kiemelked6 segitséget kaptam Szabo Olivér Matétol, melyet kiilon

kOszonok.

Koszonet illeti tovabba az Alkalmazott Halbiologia tanszék munkatarsait, akik tanacsaikkal és
az ugyeletek soran végzett munkajukkal hozzajarultak a kutatasom sikeréhez. Koszonettel
tartozom Horvath Kornélnak és Marton Csabanak, akik az eltelt id6 alatt segitették a kisérleti

halaimat tartani és felnevelni.

K6sz6n6m a csaladomnak és a barataimnak, hogy a munkdm és tanulmanyaim alatt folyamatos

tamogatast nyujtottak.
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9. Mellékletek

Mellékletek 1. tablazat: A sikeres szaporitasok soran a tg{ddx4:egfp} vonal csaladjai (DDX4)
atlagosan tobb ikrat adtak le, mint a gaspdr (GPR) egyedek.

- i . < o} ik A S itasonként atl
Sziilépar Szaporitas ideje | Leadottikraszam (db) ssze?;br)aszam lzeaaF:joortlt?::ansz:?n ?dt:g
2024.04.25 348
DDX4.1
2024.05.28 306
DDX4.2 2024.05.28 400 1444 288.8
DDX4.3 2024.05.28 190
DDX4.4 2024.05.28 200
2024.04.25 208
GPR.1 2024.05.10 300
2024.05.28 198
2024.05.10 145
GPR.2 1691 211.375
2024.05.28 180
GPR.3 2024.05.10 255
2024.05.10 200
GPR.4
2024.05.28 205

Mellékletek 2. tablazat: A tg{ddx4:egfp} vonal egyedei (DDX4) jobb talélést mutattak, mint
a gaspar (GPR) egyedek.

. e s Kiindulasi ikraszdm Tulélés db (%) Atlagos talélés (%)
Szilok Szilletésidatum | Csoportok
db (%) 1. nap 5.nap 21. nap 1.nap | 5.nap 21. nap
* 2024.04.25 A/B/C 150 ( 100%) 150 ( 100%) 140 (93,3%) 60 (40%)
DDX4.1
2024.05.28 A/B/C 150 ( 100%) 133 (88,6%) 99 (66%) 80 (53,3%)
DDX4.2 4/25/2024 A/B/C 150 ( 100%) 150 ( 100%) 85 (56,6%) 79 (52,66%) 97.7 79.1 49
DDX4.3 4/25/2024 A/B/C 150 ( 100%) 150 ( 100%) 140 (93,3%) 79 (52,66%)
DDX4.4 4/25/2024 A/B/C 150 ( 100%) 150 (100%) 125 (83,3%) 70 (46,6%)
o 2024.04.25. A/B/C 150 (100%) 150 (100%) 140 (93%) 0(0%)
GPR.1 2024.05.10 A/B/C 150 (100%) 121 (81%) 102 (68%) 15 (10%)
2024.05.28 A/B/C 150 (100%) 115 (77%) 110 (73%) 31(21%)
2024.05.10 A/B/C 150 (100%) 66 (44%) 51 (34%) 18 (12%)
GPR.2 81 69.5 20.75
2024.05.28 A/B/IC 150 (100%) 108 (72%) 93 (62%) 22 (15%)
2024.05.10 A/B/C 150 (100%) 130 (87%) 105 (70%) 48 (32%)
GPR.3
2024.05.28 A/B/C 150 (100%) 139 (93%) 113 (75%) 62 (41%)
GPR.4 2024.05.10 A/B/C 150 (100%) 141 (94%) 122 (81%) 52 (35%)

* A ddse4-egfp vonal sziilGpatjai k6zott legtobb alkalommal (n=2) sikeresen szapotitott par

* A gaspar vonal szilGparjai kozott legtébb alkalommal (n=3) sikeresen szapotitott par
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Mellékletek 3. tablazat: A tg{ddx4:.egfp} és gdspar vonal nodvekedési erélyének

Osszehasonlitasa soran talaltunk szignifikanciat a két vonal k6zott.

Vonal Szilletés HallD Ivar Testméret (mm) Testsuly (g)
1 Nistény 30 0.7
2 NOstény 30 0.91
2 Nistény 28 0.6
4 NOstény 30 0.9
5 Néstény 31 0.73
6 NOstény 30 0.83
7 Néstény 25 0.46
8 NOstény 31 0.6
9 N@stény 29 0.64
2024.01.10 10 N@stény 32 0.76
tgfddxd:eg} | ;o) 11 Him 23 0.78
12 Him 24 0.56
13 Him 28 0.77
14 Him 28 0.9
15 Him 27 0.8
16 Him 28 0.6
17 Him 26 0.65
18 Him 28 0.63
19 Him 26 0.62
20 Him 30 0.7
1 N@stény 28 0.4
2 NOstény 28 0.43
3 Ndstény 30 0.48
4 NOstény 30 0.5
5 Ndstény 29 0.41
6 Nistény 29 0.41
7 Néstény 27 0.34
8 N@stény 27 0.33
9 N@stény 27 0.31
gisndr 2023.10.30 10 Néstény 25 0.29
(9 mpf) 11 Him 27 0.4
12 Him 26 0.41
13 Him 27 0.36
14 Him 25 0.35
15 Him 29 0.6
16 Him 28 0.48
17 Him 24 0.31
18 Him 28 0.44
19 Him 27 0.36
20 Him 30 0.55
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