Szent Istvan Egyetem
Mezogazdasag- ¢s Kornyezettudomanyi Kar
Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézet

Halgazdalkodasi Tanszék

A SZILVASVARADI PISZTRANGTELEP SEBESPISZTRANG-
TENYESZALLOMANYANAK GENETIKAI VIZSGALATA

Készitette:
Safrany Anna Julia
Allattenyészté mérnok BSc szak, II. évfolyam

Belso konzulens:
Dr. Horvath Akos
tudomanyos fémunkatars

Dr. Kovéacs Balazs
tudoményos fdmunkatars

Osz Agnes
PhD hallgat6

Tanszékvezeto:
Dr. Urbanyi Béla
egyetemi tanar

Godollé
2014



Tartalomjegyzék

1 Bevezetés €s CEIKItUZESEK..............cooiiiiiiiiii 4
2 Trodalmi AtLEKINTES ............coooviiiiiii e )
2.1 Roviditések, fogalommagyardzat..........cccuveiiiiiiiiiiiiie e 5
2.2 A sebes pISZrang DeMULAtASA.........civvuieiiiiiiiiii it 6
2.2.1 A sebes pisztrang MOTfOlOZIAJa. ... ....evviriiiiiiieiice s 6
2.2.2 A sebes PISZIrANG DIOLOZIAJA .....ceveiuviiieiiiiieiieesie e 8
2.2.3 A pisztrang gazdasagi JEIENTOSEZE ......eevrririiiiiiieeitie sttt 8
2.2.4 A sebes pisztrang vérvonalainak irodalmi hattere ............ccooveiiiiicnii i 9
2.2.5 Populaciok elemzése genetikai markerek segitsEgevel .........ooovviiiiiiiiiiiiincc e 11
2.3 A felhasznalt molekularis biologiai eljarasok irodalmi attekintése...........ccocoovvvervrivinnennnnn. 12
2.3.1 Polimeraz-lancreakci6é (PCR — Polimerase Chain Reaction)..........ccccocvvevviiiienieienieennnn, 12
2.3.2 GEIElEKITOTOTEZIS ... ettt n e nne e 13
2.3.2.1 Agardz geleleKtrofor€zZis .........ooviiiiiiiiiiiii e 13
2.3.2.2 Kapillaris eleKtrofOr€zZis .........ooiviiiiiiiiiiiiie e 14

2.4 Hasznalt genetikai markerek bemutatdsa ...........c.cooiiiiiiiiiiiiii 14
2.4.1 Molekularis genetikai DNS markerek ..........cccoovviiiiiiiiiiiie, 15
2.4.1.1 A PCR-RFLP MArKEIeK........cociiiiiiririeiiiiieeiseneese e 15
2.4.1.2 A MiKroszatellit-Markerek............ccoereiiiiiise e 15

B MOASZETCK ... 17
3.1 A mintavétel helyszine és a mintazas folyamata............c.ccooviiiiiiiiii 17
3.2 Alkalmazott molekularis genetikai MOASZErek .........ccccoviiiiiiiiiiiiciee e 19
3.2.1 A DNS 1Z0lal4Sa SZOVEDOL ..o 19
3.2.2 Polimeraz-lancreakci6 €és az alkalmazott markerek............cccooeiiiiiiiiiie, 20
3.2.3 A PCR ¢és PCR-RFLP mddszerek eredményeinek kimutatasa..........ccccoveeviiveniiiiinnnnnnn, 22
3.2.3.1 Agar0z geleleKtrofOr€Zis ........cvviiiiiiiiicic s 22
3.2.3.2 Kapillaris geleleKtrofor€zZis .........ccoviiiiiiiriiiieiieee e 23

3.3 Populaciogenetikai SZAMItASOK.........c.oivviiiiiiiiiiici i 24

A EredmeEnyek ...........ccooiiiiiiiiiiii 26
4.1 A DNS 1Z0lAlas eredmMENYE .........ccciviiiiiiiiiiiiiiie i 26
4.2 A PCR-RFLP marker-vizsgalatok eredmeEnyei ..........ccueiverueiiieiieeriesieeseesiesieseesieseesneneens 27

4.3 A mikroszatellit marker vizsgalatok eredmenyel........ccccvvvriiiiiiieiiiie i 28



4.3.1 A VErvonalak araNYa .........coccuiiiiiieiiiie i 28

4.3.2 A mikroszatellit allélok MEZOSZIASA .........ccuverviiiiiiiiiic i 29
4.3.3 A populécidgenetikai SZAMItASOK €redmMENYe........ccevvivviiiiiiiiiiiici e 31
5 ErtéKel6s 65 KOVEKEZEELESEK ..................coevveeveereerececiessseesesis e seesses st 33
6 OSSZEOGIALAS ...ttt sttt ettt en ettt ettt 34
7 KOSZONetnYIIVANILAS. ..........coooiiiiiiiici e 35
8 IrodalomyegyZeEK ...........c.oooviiiiiiiiii 36
8.1 Internetes hivatKOZASOK ..........coviiiiiiiiiie e 38
O MEIIEKILL ...t s 39
9.1 Az alkalmazott markerek reakcidelegy dsszetétele és hoprofilja.........ccocvvvvviiiiiicnienenn, 39
9.2 Az alkalmazott markerek GEIKEPEI ........cuiiiiriiiiieie e 43

10 NYIHIAEKOZAL ...t e st e et e e esreeteareesneenaeeneenreas 47



1 Bevezetés és célkituzések

A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario, Linné, 1758) Eurdpa Gshonos, széles
elterjedési teriilettel rendelkezé halfaja. Az eltéré foldrajzi kornyezet és a foldtorténeti
események hatasara tobb ,,valtozata” alakult ki, amelyek egy-egy kornyezethez a legjobban
alkalmazkodtak. Ezeknek genetikai vizsgalatok alapjan o6t kiilonb6z6 vérvonalat
kiilonitették el: atlanti, dunai, mediterran, adriai és marvany. Eredend6en mindegyik a
nevének megfeleld vizgylijtd teriileten alakult Ki (a marvany valtozat az adriai tenger északi
részét koriilolelé teriiletekrél), azonban az atlanti vérvonal génallomanyat a tobbi
vérvonalhoz tartozé teriiletek populdcidiban is megtalaltdk. Az ,,0shonos” populéciok
kiilonb6z6 mértékben keveredtek ,,idegen” valtozattal, amire problémaként tekintenek a
szakemberek. Szamos kutatds alapjan, a keveredés valdsziniisithetéen a betelepitések
hatasara alakult ki, ugyanis a tenyésztett allomanyok nagy része az atlanti gy(i;jt6 teriiletérol
szdrmaztathat6. A genetikai keveredés mértékének feltérképezésével tobb kutatas is
foglalkozott Europa-szerte. Magyarorszagon jelenleg is folynak ilyen iranyu vizsgalatok a
Halgazdalkodasi Tanszék iranyitasa alatt. Ezen kutatds keretein beliil a szilvasvaradi
pisztrangtelep tenyészallat-allomanyanak genetikai feltérképezését tliztik ki célul, mely
magaba foglalja az allomany populaciogenetikai felmérését, illetve az allomanyban az
6shonos dunai, illetve a behurcolt atlanti génhanyad el6fordulasanak és aranyainak

vizsgalatat.

Vizsgalataink soran az farok alatti uszobol izolalt 6rokitéanyaggal dolgoztunk. A
genetikai felmérésre és a vérvonalak elkiilonitésére hét kiilonbozd, korabbi kutatdsokban
mar sikeresen alkalmazott genetikai markert valasztottunk, igy a mitokondrialis DNS
kontroll régidjanak egy szakaszat, a genomi DNS-ben kodolt tejsav dehidrogenaz (LDH) és
szomatolaktin (SL) enzimek génjeinek egy-egy részét, valamint négy mikroszatellit 1okuszt

(BFRO 002 (10/2), OMM 1064, Ssa 408 uos, Sso SL 417) vizsgaltuk.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Roviditések, fogalommagyarazat

Dolgozatom elején szeretnék néhany, a késébbickben el6forduld roviditést, fogalmat

Osszegylijteni, megmagyarazni.

Allél:  egy adott gén, vagy lokusz eltérd valtozatai (egy diploid egyedben maximum
két valtozat fordulhat el6).

CR mtDNS: mitokondridlis DNS kontroll régidja, mas néven D-loop régi6. A
mitokondrialis DNS egy szakasza, amely nem kodol géneket, de 1ényeges szerepe van a
transzkripcié és a replikacido sordn. A D-loop elnevezése DNS replikacid soran
elektronmikroszkop alatt lathat6 képére utal.

DNS: dezoxiribonukleinsav, az 6rokitéanyagot felépité makromolekula.

dNTP: dezoxiribonukleotid trifoszfat, a DNS lancot felépit6é nukleotidok elegye.

Gén: A DNS fehérjéket — €s ezen keresztiil tulajdonsagokat — meghatarozo régioja.
Genetikai markerek: barmilyen, az egyes egyedekre jellemz6 tulajdonsag, ami
felhasznalhato egy egyed, a tole szdrmazo utdodok vagy a beldle szarmazo termekek
azonositasara, nyomonkovetésére. Lehet fenotipus, biokémiai paraméter, enzim- vagy
DNS polimorfizmus.

Genom: az egyed teljes génkészlete. Organellum és sejtmagi genomot tudunk
megkiilonboztetni (Matyas, 2002).

Hibridizacié: kiilonb6z6 taxonémiai vagy allattenyésztési kategoriaba/csoportba
tartoz6 ¢éldlények ivaros keresztezddése. Emlitést kell tenni a hibridizacié molekularis
genetikai eljarasok kapcsan hasznalt eltéré jelentésérél: a PCR reakciok soran a
kiilonb6z6 DNS-szalak egymassal vald részbeni kapcsolédasa komplementer
szakaszaikon keresztiil.

Introgresszié: egy hosszabb folyamat, amely kiilonb6z6 taxonémiai csoportok
(altalaban fajok, esetiinkben vérvonalak) kozott jon 1étre a reprodukciods izolaltsag
hidnydban, ami azzal jar, hogy az egyik csoport génkészletének egy része hibridizalas
révén természetes koriilmények kozott is atkeriil, beleolvad a masik csoport

génkészletébe.



e LDH: tejsav dehidrogenaz. Egy, a genomi DNS-ben kodolt enzim, ami a piroszéldsavat
alakitja L-tejsavva.

e Lokusz: egy génnek, illetve alléljainak fizikai helye a kromoszoéman.

e PCR: Polymerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio

e SL: szomatolaktin. A halak neuroendokrin szabdlyozdsdban van szerepe, az
ionegyenstly fenntartasaban és az ivarérési folyamatokban (Horvath, 2000). Szintén a

genomi DNS-ben kodolt.

2.2 A sebes pisztrang bemutatasa

A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario, Linné, 1758) a Salmo trutta faj édesvizi
¢letmddra attért formaja. Eurdpdban Gshonos pisztrangfaj, elterjedési teriiletének méretét
kiting adaptacios készségére lehet visszavezetni: megtalalhatd keleten a Fehér-tenger
vizgylijtéjéig, az Ural folyoig, délen Marokko, Kis-Azsia, Kaukézus, Eszak-Iran és az Aral-
ennek kdszonhetden eldforduldsi helyein sok alfajat irtdk le, amelyek onallosaga vitatott
(Pintér & Pocsi, 2002). Ahogy Hermann Ott6 (1887) fogalmaz: ,,minden valamire vald
halasz tudja, hogy két teljesen egyforma pisztrdngot ugyanazon viznek ugyanazon helyérdl

sohasem dobott ki.”
Jelenleg érvényes rendszertani besorolasa (Nelson, 2006; Froese & Pauly, 2014):

Animalia — Allatok kirdlysiga
Chordata — Gerinchurosok torzse
Vertebrata — Gerincesek altorzse
Gnathostomata — Allkapcsos gerincesek altérzs dga
Actinopterygii — Sugaras iszoju halak osztalya
Neopterygii — Ujiiszéjii halak alosztdlya
Teleostei — Valodi csontos halak tagozata
Salmoniformes — Lazacalakiiak rendje
Salmonidae — Lazacok csaladja
Salmo trutta — faj
Salmo trutta m. fario (Linné, 1758) — alfaj

2.2.1 A sebes pisztrang morfoldégiaja

A sebes pisztrang megnyult, aramvonalas teste oldalrol lapitott. Testhossza
testmagassaganak Otszorose, altalaban 25-40 cm, faroknyele magas, a dorsalis és a caudalis

uszok kozott zsiraszo talalhatd. A faroktsz6 homocerk, fiatal példanyokndl bemetszett,



id6sebbeknél csaknem egyenes. Feje tompa, testméretéhez képest Kicsi. Szajnyilasa széles,
egészen a szem hatso vonalaig elér, a kifejlett himek allkapcsa horogban végzddik (Ladiges
& Vogt, 1965). Az els6é kopoltyuiv 2-5 also és felsd kopoltyutiiskéje gomb, a kozottiik
1évoek palcika alakuak. A pisztrangfélék vomer csont fogazottsaga fontos bélyeg, a sebes
pisztrang esetén a vomerlemezén 2-6, a nyelén 9-18 fog talalhatd, ezek kettds sorban
helyezkednek el. Apro cycloid pikkelyei vannak, ezekbdl 110-120 talalhato az oldalvonal

mentén, 14-19 pedig a zsirusz6 €s az oldalvonal kozott (Terofal, 1984).

Uszosugar képlete: DIIL — V 9-11, All — IV 7-9, Pl 12, VI 7-9. Csigolyainak szama
53 és 59 kozott valtozik. Az els6 kopoltyuiven talalhato tiiskék szama 20 (Berinkey, 1966).

Szine nehezen meghatarozhato, abbol kifolyolag, hogy minden egyed szinezete eltér,
¢s a kornyezet altal nagyban meghatdrozott. Az arnyékoltsag, a fény és a viz kémiai
Osszetétele mind hatdssal van a szin kialakuldsara, aminek koszonhetden a faj nagy talanyt
jelent a taxonomusok szamara. Torzsének hati része olajbarna, rajta kerek, fekete foltokkal,
amik koriil vilagos udvar is eléfordulhat. A hasi rész felé haladva eldszor sziirkésebb,
sargas, majd a hasi részen fehér szini lesz. Az oldalvonal kdrnyékén a fekete foltok mellett
pirosak is megjelennek, szintén vildgos udvarral. A hatiszé fekete, rajta kevés potty
talalhato. Megemlitendd azonban, hogy a farokuszon nincsenek foltok, ez egyike a
szivarvanyos és a sebes pisztrang kozotti megkiilonboztetd jegyeknek. Az ivadékok
szinezete ettdl kiilonbozik, az oldalukon 8-12 ovalis folt talalhatd, amelyek a masodik

¢letévig a fej feldl kiindulva fokozatosan eltlinnek (Pintér & Pocsi, 2002).

A faj egy jellegzetes példanya az alabbi abran lathato. (1. dbra)

1. dbra A szilvasvaradi SZ005-6s hal a jel behelyezése utan (forras: Szentes Katalin)



2.2.2 A sebes pisztrang biologiaja

Jellemz6 el6fordulasi helyének, a hlivos, tiszta vizii, gyors folyasu hegyi patakok
pisztrang szinttdjanak névadd hala. A viz hoémérsékletére, ebbdl kifolydlag az
oxigénszintjére is rendkiviil érzékeny, oxigénigénye 8 mg/l. Eléhelyének fontos része a

megfeleld szamu buvohely, kovek, 6blok, ahonnan aldozatara les.

Ragadozo életmodot folytato allat, étrendjének fontos részei a Gammarus és Asellus
rakok, tegzes larvak, vizi csigék, vagy rovarok a vizben és a viz felett. A nagyobb egyedek

halakat, békakat vagy akar aprobb emldsoket is zsakmanyolhatnak.

Novekedésiik a kornyezettdl erdsen fiigg, atlagban 25 cm hosszura nének a harmadik
¢letévig. 3-4 év utdn valnak ivaréretté, ivasi iddszakuk oktobertdl decemberig tart, ekkor a
patakok fels¢ részére vandorolnak. Ilyenkor a ndstények az ivohelyen ugynevezett
kotrasokat készitenek (farkukkal godroket asnak a mederbe), egy szaporodasi idészakban
akar tobbet is, amibe lerakjak az ikrakat. Az ikrasok szamahoz képest tobb him van, melyek
harcolnak a szaporodasi lehetéségért. Egy anya egy szezonban 200-1000 db ikrat rak le,
ezek — a tobbi fajhoz viszonyitva nagyok — 4-5 mm atmérdjiek, a sziktdl sargas szintiek. A
keléshez 480-530 napfok (megkozelit6leg 3 honap) sziikségeltetik, ezutan az ikrabol kikel a
larva. A nem taplalkozé larva a szikzacskd felszivodasaig ebbdl nyeri a sziikséges
taplaloanyagokat, majd amikor mar a vizekben megfeleld mennyiségben jelen vannak a

planktonok, elkezd taplalkozni (Pintér, 1992).

Eredeti elterjedési teriilete Europa korabbiakban mar emlitett részei, de gazdasagi
jelentdsége miatt valamennyi kontinensre sikerrel betelepitették (Pintér & Pocsi, 2002).
Magyarorszagon onfenntartdo allomanyai kevés helyen vannak, de vandorlasi hajlamanak
koszonhetden szdmos helyen megtalalhato. Ezek koziil néhany, a teljesség igénye nélkiil:
nyugaton Oreg-Duna, Mosoni-Duna, Répce, Raba, Pinka, Gyongyds, Apatkati patak, Zala,
Drava, Mura; északon — észak-keleten a Sajo, a Bodva, Kemence patak, Szinva, a Szalajka
¢és a Garadna patak (Harka & Sallai, 2004).

2.2.3 A pisztrang gazdasagi jelentosége

A lazacfélék, igy a pisztrang husa is rendkiviil értékes, jo fehérje-Osszetételd,
alacsony zsirtartalmu taplalék. Vandorlasa folyamatosan biztositotta az emberek szamara a
halaszati  lehetséget.  Izletességének, szalkamentességének és  viszonylag  jo

technologiatiirésének koszonhetden ezen halfaj az elsék kozott volt, amikre a mesterséges
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tartds €s szaporitas technoldgiai modszereit kidolgoztdk. Napjainkban a vilag
legjelentésebb intenziv koriilmények kozott termelt halfajai a lazacfélék csaladjabol

keriilnek ki.

A sebes pisztrang 19. szazad végéig Eurdpa vezetd pisztrangfaja volt, am a
szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) egyszeriibb tartasa, és gyorsabb novekedése
miatt fokozatosan a hattérbe szoritotta. Napjainkban inkabb természetvédelmi illetve
rekredcios jelentdsége van: a pisztrang a legnagyobb becsben tartott horgaszhal, igy az

eladott mennyiség is inkdbb csak a patakok betelepitésére szolgal.

Magyarorszagon a pisztrangrol szo16 elsd bejegyzések az Arpad korbol szarmaznak.
A mesterséges koriilmények kozott vald szaporitasaval eldszor Nadasdy Tamas nador
foglalkozott Lékan, 1549-t61 (Hoitsy, 2002). A pisztrangot elsdsorban a hegyvidékeken
tenyésztették. Egészen az 1880-as évek elejéig allt az a nézet, miszerint a magyar
togazdalkodas sikerességének zaloga a pisztrangos rendszerekben van. 1920. junius 4-ig
ennek megvolt az alapja, ugyanis a torténelmi Magyarorszag hegyvidéki teriiletei idealis
kornyezetet jelentettek, és jelentenck ma is a pisztrang szamara, azonban a trianoni
békedontés értelmében ezeket elcsatoltak (Tasnadi, 2002). Napjainkban 1000-1200 km-nyi
vizszakasz talalhatd6 Magyarorszagon, ami alkalmas lenne a pisztranggal vald hasznositasra

(Hoitsy, 2002).

Magyarorszagon jelenleg csupan két helyen tenyésztik: Szilvasvaradon és
Lillafiireden. Az el6bbi helyen elenyészd mértékben, nagyrészt nem gazdasagi
megfontolasbol. A telep tovabbi torténetére a késdbbiekben térek ki. A Biikk hegység keleti
részén, a Garadna patak volgyében, a Margit-forras vizére alapozva Lillafiireden 1933 o6ta
tenyésztik ezt a halat. Hermann Ott6 1906-0s javaslatara épitették, ami az 1932-es Hamori
tavi halpusztulas kapcsan ujra eldtérbe keriilt. Az elsé ikraszallitmany 1933-ban keriilt a
telepre (Hoitsy, 2002), ma az évi termelés 30-36 t koriili, aminek nagy része szivarvanyos
pisztrang (httpl). Ezen kiviil pisztranggal harom helyen foglalkoznak még: Visegradon,

Tapolcan és Tahitotfaluban. Itt azonban csak szivarvanyos pisztrang nevelése torténik.
2.2.4 A sebes pisztrang vérvonalainak irodalmi hattere

A sebes pisztrang az elsé nem modellallat, ami felhivta a populaciégenetikusok

figyelmét, illetve egyike azon els6é fajoknak, amelyeknek egész Eurdpara kiterjedéen



molekuléris biologiai modszerekkel vizsgaltak evolucios fejlodését (Lerceteau-Kohler et

al., 2013).

Ebben a téméban legatfogébb és egyben a rendszer alappillérének tekinthetd
ismereteket Bernatchez fogalmazta meg. A 166 populaciobdl szarmazo, 1791 minta széles
elterjedési teriiletr6l szarmazott. Kutatasai keretében a mitokondrialis DNS kontroll
régidjanak valtozatossaga alapjan 6t kiilonb6z6é csoportba sorolta a vizsgélt egyedeket:
atlanti, dunai, mediterrdn, adriai és marvany. Ezek egymashoz val6 viszonyat a 2. dbra
szemlélteti. A fajon beliili magas foku diverzitas okaként a széles elterjedési teriiletén
kiilonbozo foldtorténeti eseményeket lehet megjelolni. A pleisztocén soran bekodvetkezd
jegesedés miatt az €élohelyek kozott megszint az Osszekottetés, izolalva a populdciokat,
megsziintetve koztik a génaramldst. A kiilonboz6 foldrajzi adottsagu teriileteken igy az
adott kornyezethez legjobban adaptalodott egyedek alakultak ki. Els6ként az atlanti, a dunai
¢s a mediterran vonalak kiiloniiltek el, majd ez utobbin beliil az adriai és a marvany
(Bernatchez, 2001). Ez utdobbit azonban ma mar kiilon fajként tartjak szamon, mely
mitokondrialis DNS alapjan még mindig kozel 4ll a sebes pisztranghoz, és hibrid egyedeket

is képesek létrehozni (Jug et al, 2005; Snoj et al, 2000).

Salmo salar

2. abra A sebes pisztrang vérvonalainak filogenetikai faja Bernatchez (2001) nyoman. Az dbra a mitokondrialis
DNS haplotipusa alapjan sorolja be az egyedeket az 6t f6 vonalba (AT: atlanti, DA: dunai, ME: mediterran, MA:

marvany, AD: adriai). A 6 vonalak mind az atlanti lazact6l szarmaztathatéak (Salmo salar).
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A mitokondridlis DNS vizsgalata mellett a mikroszatellitek vizsgalataval
részletesebb eredményt kapunk a populdciok Osszetételérdl. Ennek alkalmazhatosagat
vizsgaltak az atlanti, az észak-afrikai, a mediterran, és a perzsa-oboli teriiletekrdl és
tenyészetbol szarmazé egyedeken. Mikroszatellit-analizissel hasonld eredményeket kaptak,
mint a mitokondridlis DNS elemzésével, igy ezen vizsgalat soran is foldrajzi
elterjedésiiknek megfeleléen hatdrozottan elkiiloniiltek az el6z6 bekezdésben emlitett
vérvonalak, tovabba igazoltdk a mikroszatellitek alkalmazhatosagat a vérvonalak

elkiilonitésére (Presa & Guyomard, 1998).
2.2.5 Populaciok elemzése genetikai markerek segitségével

A fent bemutatott ismeretek megjelenése Eurdpa-szerte indukalta az egyes orszagok
populacidinak részletekbe mend vizsgalatit. Ezek koziil az egyik legaprolékosabb és
gyakorlatba is atiiltetett munka a szlovén populaciok elemzése volt. Szlovéniaban, az
Adriai-tenger vizgytijtdjéhez tartozo folyokban dshonos, és ma mar a sebes pisztrangtol
kilonalld fajként tekintett marvanypisztrang (Salmo marmoratus) van jelen, a
fennmaradasat azonban nagyban veszélyezteti az atlanti sebes pisztrang vérvonal
introgressziv hibridizacidjaval, azaz az idegen gének izoldci®6 hidnydban valo
keveredésével. A természetes vizekbe tenyészetekbdl kikeriilé egyedek nagy része atlanti
génekkel rendelkezik, keveredésiik az 6shonos fajjal olyan nagymértékii, hogy az 1980-as
évekre csak a Soca folyd felsé szakaszain lehetett tisztdn marvanypisztrangot talalni. A
folyamat ledllitasara ¢és a karok enyhitésére torzstenyészetekbdl —szarmazo
marvanypisztrangokat helyeznek ki. A kutatok a hibridek és a fajazonos egyedek
elkiilonitésére dolgoztak ki modszert (Jug et al, 2005; Snoj et al, 2000).

Susnik és munkatarsai az Adriai-tenger vizgy(jto teriiletén 6shonos sebes pisztrang
populacié és az ohrid-tavi pisztrang molekularis genetikai elemzése soran a mitokondrialis
DNS ¢s mikroszatellit analizisre tdmaszkodtak, ily moddon el tudtak kiiloniteni a
populaciokat, illetve a vérvonalakat egymastol, tovabba az dllomanyok populacidgenetikai
elemzését is el tudtak végezni a markerek segitségével. Ezen feliil az ohrid-tavi pisztrang
vitatott taxonomiai statuszat is némiképp tisztaztak: az adriai vonalbol 155 ezer éve kivalt

csoportrol van sz, igy nem tamogatja a kiilon fajként valo besorolast (Susnik et al, 2007).

A franciaorszagi populaciok eredendden atlanti szarmazastiak. Azonban erre a
teriiletre is bekeriiltek nem ott kialakult egyedek a tenyésztés révén, amik kiszoritottak az

Oshonosakat. Ezeket Osi ¢s modern jelzdvel kiilonitették el egymastol. Ezen kozeli
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valtozatok elkiilonitésére mikroszatelliteket alkalmaztak. Arra jutottak, hogy ugyan a
tenyésztett egyedek, a tenyészallomanyok egymas kozotti cseréje miatt nagyobb
valtozatossagot mutatnak, mint a természetes allomanyok, de az introgresszidjuk az 6si
vonalak génallomanyaba karosnak tekinthetd. Célszeri volna ez utobbiakat a lehetd

legtisztabb formaban megorizni, igy biztositva egyfajta géntartalékot a tenyésztett halaknak

(Aurelle & Berrebi, 1998).

Az ausztriai vizgyiijton 2000-ig nem tortént szisztematikus allomanyfelmérés. Az
orszag foldrajzilag kivétel nélkiill a Duna vizgyiijtdjébe tartozo vizekkel rendelkezik.
Bernatchez egy 1992-es tanulmanya soran 6t mintat elemzett a Gurk folyobol, viszont ezt
tenyészetekbOl szarmazo hallal telepitették a multban, igy nem meglepd, hogy az
eredményei alapjan az atlanti csoportba sorolta. Az elsé atfogobb vizsgalatra 1998-ban
keriilt sor, melynek soran kimutattdk a populéciok atlanti fertdzottségét, és Osszefliggésbe
hoztdk a vérvonalak eltérd ardnyat az eljegesedés teriiletével, valamint az él6helyek

kitettségével (Weiss et al., 2001).

Egy késobbi, 2013-as osztrak kutatds kimutatta, hogy annak ellenére, hogy az Alpok
osztrék, illetve bajor része a Duna vizgyQjtdjéhez tartozik, vannak teriiletek, ahol
dshonosan eléfordulnak atlanti génekkel rendelkezd populaciok, amik az eljegesedés soran
keveredhettek (Lerceteau-Kohler et al., 2013). Nagyobb felbontasu vizsgalatokkal ki lehet
mutatni a vérvonalakon belill is a szarmazast: a tenyésztett vonalak cseh illetve dan
vonalakbdl szarmaznak, amik az Elba gyiijt6jére vezethet6k vissza. Ezekt6l azonban
elkiiloniilnek a dunai teriileten 6shonosan eléforduld atlanti egyedek. Ennek alapjan
elfogadhatd az a nézet miszerint a vérvonalak keveredésének nem kizardlag antropogén
okai lehetnek, azokat a természetes koriilmények ugyantigy létrehozhattdk (Schenekar et

al., 2014).

2.3 A felhasznalt molekularis bioldgiai eljarasok irodalmi
attekintése

2.3.1 Polimeraz-lancreakcio (PCR — Polimerase Chain Reaction)

A polimeraz-lancreakcio (PCR) egy tetszéleges DNS szekvencia sokszorositasara
iranyuld in vitro modszer. A reakcidé néhany ciklusnyi ismétlése soran exponencialisan
novelhetd a kiinduldsi DNS mennyisége, igy az addig alkalmazott mddszerekhez képest

kevesebb minta is elég a sikeres vizsgalatokhoz (Horvat, 2000; Zsolnai, 2000).
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A DNS szakaszt egy hdstabil baktériumtorzsbdl (Thermus aquaticus) izolalt Taq
polimerdz enzim masolja. Ez az enzim magas hémérsékleten (94 °C felett) sem
denaturalédik irreverzibilisen. Hémérsékleti optimuma 72 °C kériil van, azonban 90 °C
felett mar csokken a hatékonysaga (Erlich, 1989). (Vizsgalataink soran ezt az enzimet
hasznaltuk, de mas baktériumokbdl szarmazoak hasznalata is elterjedt.) Az optimalis
miikddéshez elengedhetetlen a reakciokozegben a megfeleld pufferek, a masolni kivant
DNS templat, a forward- illetve reverz primerek, és az 01j szakasz nukleotidjait add6 dNTP
jelenléte (Heszky et al., 2005).

A reakcidsorozat harom f0, ciklusosan ismétlodé szakaszbol all: elsoként a DNS
spiraljanak denaturaldsa torténik 92-96 °C-on. Ekkor a magas hémérséklet kovetkeztében a
DNS hélixet Osszetarté masodrendii kémiai kotések fellazulnak, megsziinnek, a spiral két
szala szétvalik, igy a DNS szalakra mar ra tudnak tapadni a primerek. A primerek 15-30
bazispar hosszisagu oligonukleotid szakaszok, amelyeket az adott reakciora specifikusan
terveznek meg. A reakci6é masodik 1épéseként 35-70 °C koriili hdmérsékleten torténik ezek
feltapadasa. Pontos értékek a primerektdl fiiggnek, alacsonyabb hdmérsékleten ugyanis a
reakcio nem elég specifikus, a primerek mas helyre is feltapadhat, ez pedig altermékek
képzOdéséhez vezethet. Az optimalis hémérsékleten a primerek feltapadnak a
sokszorositandd DNS szal két — veliilk komplementer — végére, majd a harmadik 1épésként,
a polimeraz enzim optimumatél fiiggden, 72 °C-on megkezddédik a szakasz masoldsa (a
harmadik szakasz, lanchosszabbitas vagy elongacié). Ezen reakciok ciklikus ismétlésével a
kiindulasi DNS mennyisége 2*-re ndvelhetd, ahol az x a ciklusok szamat jelenti (Zsolnai,
2000).

2.3.2 Gélelektroforeézis

2.3.2.1 Agaroz gélelektroforézis

A  PCR reakcidban keletkezett termékeket, ¢és a reakcid sikerességét
gélelektroforézissel lehet vizsgalni. Toltésstirliség, alak és a molekulatomeg alapjan lehet
igy elvalasztani a terméket (Fésiis et al., 2000). Ilyenkor egy hordozé anyagon — ami
rendszerint valamilyen nagy fajlagos feliilettel rendelkez6 anyag (példaul agar6z gél) —
haladnak a mintak elektromos térben, a negativ polus iranyabol a pozitiv felé. Az agardz
gélelektroforézissel azok a nagyméretli nukleinsavak is elemezhetdk, amik a poliakrilamid
gélben nem tudnak vandorolni, mint példaul a baktériumok, ¢€lesztok cirkularis DNS

darabjai (Balint, 2000). Hatranya a poliakrilamiddal szemben, hogy kisebb a felbontasa, és
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az elvélaszthato DNS mennyisége. A mindennapi laboratoriumi munka soran a mintak
nukleotid tartalmanak becslésére, illetve fragmentelvalasztasra hasznalhatd (Fésiis et al.,
2000).

2.3.2.2 Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézis célja a minta Osszetevéinek nagy fesziiltség mellett vald
elvalasztasa tiveg kapillarisban. Nagy felbontoképességii kis mintaigényti modszerrdl van
sz0. A berendezés két elektrolit tartalmu kadjat koti 6ssze egy kapillaris cs6, amire detektor
van kapcsolva. Ez észleli az elézbleg jelolt primerrel megjelolt mintakat (Hajosné, 1999).
Ennek soran szabad kézegben — 50 um belsé atmérdjti, 30-50 cm hosszu kapillaris cs6ben
— halad a minta, aminek a térfogata 0,1-10 nl. A Kiilonb6z6 fluoreszcens jelzok

detektalasaval bazispar pontosan meg lehet allapitani a minta hosszat. Illy modon akar 10"

crer

2.4 Hasznalt genetikai markerek bemutatasa

A markerek olyan 6roklodo jegyek/jellemzok, amik megkiilonboztetik egymastol az
egyedeket, fajokat, populaciokat. A genetikai analizis alanyaul szolgalé marker lehet
barmilyen, az egyes egyedekre jellemzd tulajdonsag, ami felhasznalhat6 egy egyed, a téle

szarmazod utodok vagy a beldle szarmazo termékek azonositasara, nyomonkovetésére.

A legklasszikusabb markernek tekinthetéek a fenotipusos bélyegek (szin,
testalakulas stb.), felismerésiik nem jar miiszer- vagy szakértelemigénnyel, igy sokaig ezek
jelentették az egyedek kozotti kiilonbségtétel f6 eszkozét. Am ezek megitélése szubjektiv,
gyakran kornyezeti tényezOktdl befolyasolt, igy nem mindig szolgélt pontos eredménnyel
(Horvath, 2000). A molekularis biologiai eljarasok fejlédésével uj dimenzidk nyiltak
egzaktabb markerek haszndlata terén. Egy ilyen lehetdség az enzimpolimorfizmusok
jelensége. A magasabb rendli ¢€l6lények fehérjéi tobb formaban vannak jelen a
szervezetben. Ezek az Un. izoenzimek, amelyek ugyanazt a feladatot latjak el, csupan
néhany tulajdonsagukban kiilonboznek (toltés, méret). Az ezt alapul vevd eljarasok
alkalmazhatdsaga azonban korlatozott, tekintettel az enzimek kotott szerkezetére, illetve a
mutaciok (bazissorrend valtozas) jelentette hatranyt a tobbi egyeddel szemben, ami miatt

erds szelekcios hatasnak vannak kitéve a mutalt enzimek (Horvath, 2000).
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2.4.1 Molekularis genetikai DNS markerek

A korabban emlitett markertipusoknal jobban hasznalhat6 eredményt adnak a DNS
markerek. Ezek a genom szakaszainak valtozatai, nagyobb szamuak, valtozatosabbak, mint
a fehérjepolimorfizmusok, igy tobb informécioval szolgalnak maganak az 6rokitdanyagnak

a szerkezetérdl (Horvat, 2000).

Az évek soran szamos genetikai markertipust fedeztek fel, melyek az adott vizsgalat
céljatol fiiggben alkalmazhatok. Azonban a kovetkezd alfejezetekben csak a mi
vizsgalataink soran alkalmazott markerek — a PCR-RFLP és mikroszatellit markerek —

bemutatasara térnék ki.

2.4.1.1 A PCR-RFLP markerek
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght

Polymorphism) moddszerrel pontmutaciokat mutathatunk ki restrikciés emésztéssel. A
kimutatas soran PCR-rel specifikusan felsokszorositott DNS szakaszokat restrikcios
endonukledzzal emésztjiik. A PCR reakcioban kapott termék hossza azonos, igy agar6z
gélelektroforézissel nem megkiilonboztethetd, azonban esetenként kiilonbséget tudunk
tenni a felsokszorozott szakaszon talalhato restrikcids hasitd helyek megléte vagy hianya
alapjan (altalaban a hasitd helyek szekvencidjaban talalhatd egy-két bazisparos eltérések,
pontmutaciok okozzdk a kiilonbséget). Ezt az eljarast eldszeretettel alkalmazzdk a
mitokondrialis DNS analizisére. Egy PCR reakci6 alkalméval felsokszorozott DNS szakasz
mennyisége meglehetésen nagy, igy restrikcids enzimek parhuzamos alkalmazasaval a
restrikcids hely kiilonbségek gyorsan azonosithatok és markerként alkalmazhatok (Horvath,

2000; Heszky, 2005).

2.4.1.2 A mikroszatellit-markerek

A mikroszatellit-markerek (masnéven STR-ek: Short Tandem Repeat vagy SSR-ek:
Simple Sequence Repeat) a genom 1-6 bazisparnyi szakaszainak ismétlédései 50-400
bazispar hosszusagli szakaszon. A gerinceseknél dinukleotid (2 bazisparnyi) ismétlések
jellemzoek, ritkabbak a tri- vagy tetranukleotid ismétlések. Az egyes allélokban az
ismétlddések szdma eltérd, igy mas-mas hosszusaguak. Az Oket hatarolo szekvencidk a
genomban csak egy-egy helyen eléforduld specifikus szakaszok, ezek lehetnek a primer

kapcsolodasi  helyei a polimerdz lancreakcid soran, melyek lehetové teszik

15



azonosithatésagukat. A PCR-es sokszorozast kovetéen az elvalasztast kapillaris

gélelektroforézissel illetve poliakrilamid gélelektroforézissel végzik (Horvath, 2000).

A mikroszatellitek igen kozel allnak az ,,idedlis” markerhez, mivel nagy szdmban
talalhatok meg a genom minden pontjan, egy-egy populacioban sok alléljuk lehet és
viszonylag konnyen, gyorsan ¢és olcson kimutathatok. Gyakran ismert az elhelyezkedésiik a
genomban ¢és Orokldédésiik kodominans, azaz a homo- ¢és heterozigdta mindig pontosan
meghatarozhato (Fésiis et al. 2000). Hatranyuk, hogy a vizsgalatukhoz sziikséges az
amplifikalando szakasz szekvenciajanak ismerete, hogy erre lehessen primert tervezni
(Heszky, 2005).
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3 Modszerek

3.1 A mintavétel helyszine és a mintazas folyamata

A mintavétel helyszine a Biikki Nemzeti Park teriiletén, Szilvasvaradtol 1,5 km-re, a
Szalajka-volgyben talalhatd pisztrangtelep volt (3. dabra). A telep allami tulajdon, kezelése
magankézben van. A tavakat a Szalajka-patak vize taplalja, a forras kozelében talalhatoak,
igy biztositott a folyamatos tisztaviz-ellatottsag, ami a szivarvanyos, de kiilondsen a sebes
pisztrang szamara nélkiilozhetetlen. A patak természetes halfaunajanak is tagja a sebes
pisztrang, de napjainkra — valdsziniileg a megnovekedett idegenforgalomnak, és ezaltal a
haboritatlan teriiletek visszaszorulasanak kdszonhetéen — ez az allomany toredéke a néhany

évtizeddel ezelottinek.

— ®

jSzm‘aiQa volgy, pisztrangtelep

3. dbra A mintavételi helyszin elhelyezkedése, a hattérben Szilvasvaraddal (forras: Google earth)

A szilvasvaradi Szalajka-volgyben mar az 1830-as évek kdrnyékén is szamoltak be
haltartasrol, akkor még a Keglevich-birtok részeként. A pisztrangtenyésztés kezdetei a 20.
szazad elejére tehetdk, itt tartottak sebes pisztrangot addig egyediiliként a csonka
Magyarorszdgon. Ezt bizonyitja egy soproni erdészhallgatd az Erdészeti lapok 1929.
decemberi szdmaban megjelent élménybeszdmolodja tanulmanyitjuk soran latottakrol
(http2). ,,A hortobagyi togazdasag méreteiben meghaladja egy erdégondnok munkakorét,

de miiszaki berendezései és belterjes iizeme kisebb kivitelhez is értékes minta. Epp ugy,
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mint Jahn Rezs6 erdémester sebes pisztrang tenyészete a csodaszép Szalajka-volgyben

(Szilvasvaradi uradalom) eddig az egyetlen Csonka-Magyarorszagon.”

A telepen a sebes pisztrang és a szivarvanyos pisztrang tenyésztése folyamatos.
Korabban pataki szajblingot (Salvelinus fontinalis) illetve dunai galdcat (Hucho hucho) is
neveltek. Erdekesség, hogy ezeket Magyarorszagon elséként itt sikeriilt kikeltetni és
felnevelni. Ivadékaikat a Tisza felsé szakaszan helyezték ki, a 2000-es tiszai
cianszennyezés sordn elpusztult alloméany potlasara. A sebes pisztrang elsként
tenyésztésbe vett allomanyat valoszintileg a Szalajka-patakban természetesen is eléfordulo
egyedek tették ki. Az allomanyba 1945-t6] — feljegyzések és dolgozok beszamoloja alapjan
— nem Kkeriilt be egyed idegen helyrél. Sem sebes, sem szivarvanyos pisztrang aruhal
méretben vald behozatala nem tortént/torténik, igy az ilyen szallitmanyokhoz véletleniil
keveredett egyedek bekeriilése is kizart. A tenyészet fOként szivarvanyos pisztrangra
specializalt, novekedési és technologiai elényei miatt, igy egyediil ebbdl volt indokolt a
behozatal vérfrissités céljabol (1972-ben és 2002-ben tenyészhal méretben, illetve 2005-
ben ikraként Szlovakiabol). A sebes pisztrang csupan hobbiként tartott, elenyész6 hanyada

kertil fogyasztasra.

A mintavételt 2014. marcius 14-én végeztikk el, mely soran 75 sebes pisztrang
egyedet mintaztunk meg (4. dbra). A halakat 2-fenoxi-etanollal boditottuk, majd a
visszaazonosithatosaguk érdekében passziv radidazonositoval lattuk el az egyedeket, és a
farok alatti 0sz6jukbol mintat vettiink. Minden egyed utan alkohollal fertdtlenitettiik az
eszkozoket, hogy elkeriiljik a mintdk szennyezddését és a halak fertézédését. A
szovetdarabokat abszolut etanolt tartalmazd 1,5 ml-es centrifuga csovekbe tettiik és a

vizsgalatok folytatasaig -20 °C-on taroltuk.

4. dbra A halak 6sszegylijtése a szilvasvaradi pisztrangtelepen (forras: Szentes Katalin)
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3.2 Alkalmazott molekularis genetikai médszerek

3.2.1 A DNS izolalasa szovetbol

Ahhoz, hogy a DNS-t vizsgalhassuk, eldszor ki kell vonni a szovetbdl, megtisztitani
a tobbi sejtalkototol. fgy a laboratériumi vizsgalatok els6 1épéseként az OMEGA Biotek
E.Z.N.A. Tissue DNA Kit DNS izolal6 készitményét alkalmaztuk.

Els6é Iépésként a mintakbdl egy nagyjabol 3x3 mm nagysagu darabot vagtunk le,
majd eltavolitottuk beldle az alkoholt, hogy elkeriiljik az emésztdenzimek
hatékonysaganak csokkenését. A mintdkat nagy ovatossaggal kezeltiik, tigyelve arra, hogy
az eszkozok sterilek legyenek. Kesztyli haszndlata és a csovek feliratozasa elengedhetetlen
volt munkank soran mind a szennyezddés, mind a mintadk Gsszekeveredésének elkeriilése
miatt. A megmaradt szovetdarabokat visszatettiik az eredeti, alkoholt tartalmazo6 csovekbe,
majd -20 °C-on taroltuk, igy a mintdk késébbiekben Ujabb vizsgalatokra is alkalmasak
lesznek. A DNS izolalasahoz sziikséges darabokat uj 1,5 ml-es centrifugacsovekbe tettiik,

¢és a gyarto altal ajanlott protokoll szerint jartunk el:

1. A csovekbe egyenként 200 ul TL puffert tettlink.

2. Ezekhez 25 ul OB proteaz oldatot adtunk, alaposan vortexeltiik, hogy
osszekeveredjenek az oldat alkotoi, majd 55 °C-os rdzéd termosztatba helyeztiik
,overnight” (esetiinkben ez nagyjabol 18 ora volt).

3. A raz6 termosztatbol kivéve, vortexelés utan 7 percig 13 500 RPM
fordulatszdmon centrifugaltuk, hogy az esetlegesen jelenlevd emésztetlen
szovetdarabok (Gszosugar darabok, kollagén rostok) a centrifugacsé aljara
tilepedjenek ki. A feliiliszot dvatosan felszivva — ligyelve arra, hogy a letilepedett
résszel ne szennyezddjon — atettiik egy masik steril 1,5 ml-es centrifuga csdbe.

4. Ehhez 220 pl BL puffert adtunk, és vortexelés utan 10 percig 70 °C-0s
vizfiirddben inkubaltuk.

5. A vizfirdd utdn 220 pl szobahdémérsékletli abszolit etanolt pipettaztunk a
csovekbe, és Ovatosan szuszpendalva Osszekevertiik, hogy a vortexelés miatti
DNS toredezést elkertiljiik.

6. A teljes keveréket HiBind DNA mini sziird oszlopokba pipettaztuk at, melyet 1
percig 10 000 RPM fordulatszamon centrifugaltunk, majd gytijtdcsébol

eltavolitottuk a felesleges oldatot.
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7. Az oszlopot a gylijtéesdbe visszahelyeztiik, majd 500 pul HB puffert pipettaztunk
bele, ezt 13 000 RPM fordulatszdmon 1,5 percig centrifugéltuk, ezutdn a
gyljtécsovet a lefolyt folyadékkal egyiitt kidobtuk, és az oszlopot ismét egy uj
gyljtécsObe helyeztiik.

8. A kovetkezd Iépésben 700 ul DNS moséd puffert pipettaztunk a sziiréoszlopra,
melyet 13 000 RPM fordulatszamon 1,5 percig centrifugaltuk, a lefolyt folyadékot
kiontottiik, majd az oszlopot ugyanabba a gylijtécsdbe helyeztiik vissza.

9. Az el6z6 1épést ismételtiik, majd az oszlopot 4 perc 13 500 RPM fordulatszamon
torténd centrifugalassal szaritottuk.

10. Az oszlopot steril 1,5 ml-es centrifugacsdbe tettiik, majd 100 pl 70 °C-os eluald
puffert mértiink bele, és 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, mely sorén a
DNS a szilirérdl a pufferbe oldodik

11. Ezutan az oszlopokat 13 000 RPM fordulatszamon 2 percig centrifugaltuk. Ezen
1épés utan a szlird oszlopot eldobhatjuk, mivel a centrifugalds soran a DNS-t

tartalmazo elualo puffer a centrifugacso aljara keriil.

A DNS minéségének ellenérzésére, tovabba — mivel a kovetkezd 1épésekhez

ismerniink kell az izolalas soran kapott DNS-koncentracidkat — az eludld pufferben oldott

crcr

crer

koncentraciok alapjan.
3.2.2 Polimeraz-lancreakcio és az alkalmazott markerek

Vizsgalataink soran harom PCR-RFLP és négy mikroszatellit markert alkalmaztunk,
melyeket mar tobbszor sikeresen alkalmaztak a dunai és atlanti vérvonal elkiilonitésére
ezen faj esetében. A markereket és tulajdonsagaikat az 1. tdbldzat és 2. tabldzat foglalja

0ssze.
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1. thblazat Az alkalmazott PCR-RFLP markerek: CR mtDNS - Mitokondrialis DNS kontroll régidja; LDH-

Tejsav dehidrogenaz enzim gén részlet; SL -: Szomatolaktin gén részlet.

Marker neve Elhelyezkedése Emésztéenzim Referencia

Bernatchez &
Danzmann, 1993;

CR mtDNS mitokondrialis DNS Fnu,HI Susnik et al., 2001
Snoj et al., 2010
LDH-C1 sejtmagi DNS Bsll McMeel et al., 2001
SL sejtmagi DNS Mspl Ford, 1998

Az els6 PCR-RFLP marker, a CR mtDNS vizsgalata soran a primerek egy — a
szintetizalnak. Ezt a szakaszt a FnusHI restrikcidos enzimmel emésztve az atlanti vérvonal
esetén egy 434 és egy 654 bp hosszusagu terméket kapunk, a dunai allél esetén pedig nem
emésztddik a szakasz. A mitokondrialis DNS esetében nem alakulhat ki heterozigota egyed,
mivel az egyedek csak egyféle, az anyatdl orokolt mitokondrialis DNS-sel, egy

haplotipussal rendelkeznek.

Masik két PCR-RFLP marker a sejtmagi DNS-ben talalhatd, melyek esetében az
egyedek egy apai és egy anyai alléllal rendelkeznek, igy az egyedek mind a dunai, mind az

atlanti allélvaltozatot is hordozhatjak, ekkor heterozigota egyedrdl beszéliink.

Az SL marker vizsgalatanal az eredeti 1076 bp hosszsagu szakaszt Mspl restrikcios
enzimmel emésztjliik, melynek hatdsara az atlanti allél esetében 213 és egy 779 bp méretii
szakaszt kapunk, mig a dunai allél esetében harom fragment lathatdé 566, 277 és 213 bp

nagysagban az agardz gélelektroforézis soran.

Az LDH marker esetében a polimeraz-lancreakcido soran egy 428 bazisparnyi
fragmentet kapunk, melyet a Bsll emésztéenzim az atlanti vérvonal esetén 353 és 75 bp

méretll termékre hasit, mig a dunai vérvonalu allélt nem hasitja ez az enzim.

A mikroszatellit markerek — BFRO002 (10/2), OMM 1064, Ssa 408, Sso SL 417 — a
genomi DNS-ben talalhatoak.
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2. tablazat Az alkalmazott mikroszatellit markerek

Marker neve Elhelyezkedése Ismétlodé motivum méretgll!té(l)mény Flucf);’:ts"flfens Referencia
BFRO002 (10/2)  sejtmagi DNS (GT)y 110-124 bp NED Susnik et al., 1997
OMM 1064 sejtmagi DNS  (ACAG),(ACAG)2  163-334 bp VIC Rexroad et al., 2002
Ssa 408 uos sejtmagi DNS (GACA), 205-305 bp PET Cairney et al., 2000
Sso SL 417 sejtmagi DNS (GT), 169-195 bp FAM Slettan et al., 1995

A mikroszatellitek analiziséhez un. farkazott (tail) primereket hasznaltunk. Ennél a
modszernél a specifikus primerparok egyik tagjanak 5’ végéhez egy 17 bp-os (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3") farkat csatoltunk és a PCR reakcidoban egy harmadik — a
farok szekvencianak megfelel6 — fluoreszcens primert is alkalmaztunk (Shimizu et al.,
2002).

A primerek bazissorrendje, a részletes reakcioelegy Osszetételek, és hdprofilok

valamint a reakciok agardz gélelektroforetikus ellenérzé képei a 9. Mellékletben talalhatok.
3.2.3 A PCR és PCR-RFLP moédszerek eredményeinek kimutatasa

3.2.3.1 Agaroz gélelektroforézis

A DNS-izolalés és a PCR sikerességének ellendrzésére az agardz gélelektroforézis
modszerét hasznaltuk. Ennek sordn a termék méretétdl fiiggden 1%, 1.5%, illetve 2%
toménysegli gélt készitettiink kadmérettdl fiiggd mennyiségben. Szilard halmazallapotu
agarozt oldottunk TBE pufferben. Az eldre elkészitett puffer Tris (10,8 g), borsav (10,5 g),
EDTA-Na (0,93 g) 1000 ml desztillalt vizben oldott elegye. Ahhoz, hogy az agaréz fel
meleg agar6z kézmelegre hiitott oldatdba cseppentettiik. Ezt az elegyet a futtatokadba
ontottiik, amibe el6zdleg rogzitettiik a féslisorokat. A gél megszilardulasa utan a fésiiket
ovatosan kivettiik, majd a zsebekbe 5 ul PCR termék 3 pul STOP-TBE festékkel kevert
mintajat toltottiik. A festék osszetétele: EDTA-Na (18,6 g), sarkosyl (20 g), glicerin (200
ml), bromfenolkék (0,5 g) 1000 ml desztillalt vizben oldva. Ez a festék is eldre kikevert
allapotban volt. Minden sor szélére 3,5 ul 100 bazisparos molekulastily markert tettiink

(GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas).

A mintakat 120 V fesziiltség alatt futtattuk az elektroforéziskadban. 30-40 perc
elteltével a gélt UV fény alatt ellendriztiik, mely sordn a DNS lancéba interkaldlodott

etidium-bromid lathatova valik, majd a képet Gene Snap szoftverrel dokumentaltunk.
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3.2.3.2 Kapillaris gélelektroforézis

A négy mikroszatellit fragmentanalizisét ABI Genetic Analyser 3130 (Applied
Biosystems) késziiléken végeztiik el. A vizsgalathoz a mintadkat a 3. tdbldzatban szerepld

modon készitettiik eld, majd a mintakat 95 °C-on 6 percig denaturaltuk.

3. tablazat Mikroszatellitek fragmentanaliziséhez sziikséges mastermix

Anyag megnevezése Bemért mennyiség
GeneScan™-500 LIZ"® (molekulasuly 0.2 ul
marker, Applied Biosystem) s
Hi-Di Formamide 9,8 ul
PCR termék 0,5 ul

A késziilékrodl kapott eredményeket a GeneMapper version 4.0 (Applied Biosystems)
szoftverrel elemeztik. A program a kapillaris elektroforézis soran detektalt
fragmentcsucsok értékeit a molekulasily markerhez viszonyitva adja meg. Az alabbi dbran
(5. dbra) a SZV010-es mintaban detektalt négy mikroszatellit fragmentcsicsai és a

molekulastly marker cstcsai lathatok.

Agi_10-Z-MED_1064-YIC_405-PET_417-FAM_SZV-10__2014-09-25_13-43-06.Fsa
140 150 220 260 300 340
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5. abra: A SZV010-es minta fragmentanalizis képe GeneMapper szoftverrel - fekete — BFRO002 (10/2), NED;
z6ld — OMM 1064, VIC; piros — Ssa 408 uos, PET; kék — Sso SL 417, FAM; narancssarga — GS500LI1Z

molekulastly marker

23



3.3 Populacidogenetikai szamitasok

A fragmentanalizis soran kapott adatok populacidgenetikai elemzését GenoDive
version 20b22 for Mac OS X (Patrick G. Meirmans, Hollandia) szoftver segitségével
végeztik. A populaciok genetikai diverzitdsa az allélok szdma €és megoszldsa alapjan
vizsgalhatdo. Minél nagyobb az el6forduld allélok szdma egy populdcioban és minél
egyenletesebb ezek eloszlasa, annal valtozatosabb a vizsgalt minta. Vizsgalat targya volt
tovabba, hogy a populacido mennyire tesz eleget a Hardy-Weinberg egyensuly feltételeinek.
Ez a tényleges és vart heterozigozitas értékkel és a kettdé kozotti szignifikancia szint
segitségével allapithatd meg. A mikroszatellitek esetében vizsgaltuk a PIC-értéket
(polimorf informaciés  tartalom), ami egy marker informacidtartalmat, és
polimorfizmusanak mértékét adja meg. Az allélok szédmanak, illetve gyakorisdganak
segitségével lehet meghatarozni, értéke 0 és 1 kozé esik, nagyobb szam polimorfabb
markert takar (Aliczky, 2007).

A Hardy-Weinberg egyensuly idealis populaciokban all fenn, a genotipus- és
allélgyakorisagok értéke generaciorol generaciora allando. Ezek mindig Hardy-Weinberg
eloszlast mutatnak, amennyiben véletlenszerli parosodasr6l van szo, igy ha ettdl eltérd
értéket kapunk, az a nem véletlenszer(i parosodas jele. A Hardy-Weinberg eloszlas (idealis
populacid) akkor &ll fenn, ha végtelen egyedszamu a populacid, véletlenszerli a

parvalasztas, nincs szelekcio, mutacio és migracié (Pecsenye, 2006).

A vart (He = expected heterozygosity) és valos heterozigozitas (Ho = observed
heterozygosity) a heterozigdta genotipusok aranyat adja meg populacion beliill. A vart
heterozigozitas az allélgyakorisaggal adhatd meg, a valds érték pedig a ténylegesen
megfigyelhetd heterozigotak szamaval. Ertéke 0 és 1 kozotti szam, minél nagyobb, annal

nagyobb a heterozigotak aranya (Matyas, 2002).

A p-érték (szignifikancia szint) annak a valoszinlisége, hogy amennyiben a
nullhipotézis (Hp) igaz, a véletlen a Ho-nak legalabb annyira ellentmondé mintat produkal,
mint a ténylegesen megfigyelt minta. Egy mintaban megfigyelt tulajdonsagrol (kiilonbség,
Osszefliggés stb.) akkor allithatjuk, hogy statisztikailag szignifikans, ha nagyobb mértékii,
mint amit a véletlennek tulajdonithatunk. Abban az esetben, ha a p < 0,05 akkor az

eredmény szignifikans (Reiczigel et al., 2010).

Az F statisztika soran harom fixacios indexeket szamolhatunk ki (Fis, Fir és Fsr),

melyekkel megbecsiilhetd a strukturdlt populaciok differencialtsaga. Ezek koziil az Fig
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értéke jellemzi a populacion belilli, azaz az egyedek kozotti véltozatossagot. Igy
vizsgalatink soran csak az Fs indexet szamoltuk ki, melynek értékébol a heterozigdta
hianyra, illetve tobbletre tudtunk kovetkeztetni. Ertéke -1 és +1 kozott mozoghat, a pozitiv
érték a heterozigdta egyedek hidnyara, a negativ heterozigota tobbletre utal (Pecsenye,
2006).
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4 Eredmények

4.1 A DNS izolalas eredménye

A fotométerrel mért adatok alapjan a DNS izoldldsa mind a 75 mintabol sikeres volt.
A mintdk DNS koncentracio és tisztasagi adatait a 4. tablazat, a DNS mindségérol késziilt

agardz gélképet pedig a 6. dbra mutatja.

4. tablazat: A kivont DNS koncentracidja és tisztasaga

Minta Koncentracio Tisztasag Minta Koncentracio Tisztasag

(ng/pl) (A260/A280) (ng/pl) (A260/A280)
Szilvasvarad 1 220,0 2,095 Szilvasvarad 39 82,5 2,200
Szilvasvarad 2 300,0 2,182 Szilvasvarad 40 240,0 2,286
Szilvasvarad 3 102,0 1,952 Szilvasvarad 41 192,0 2,139
Szilvasvarad 4 128,0 1,962 Szilvasvarad 42 152,0 2,033
Szilvasvarad 5 278,0 2,265 Szilvasvarad 43 200,0 2,222
Szilvasvarad 6 128,0 1,962 Szilvasvarad 44 113,0 2,250
Szilvasvarad 7 155,0 2,385 Szilvasvarad 45 200,0 2,051
Szilvasvarad 8 158,0 1,853 Szilvasvarad 46 150,0 2,308
Szilvasvarad 9 215,0 2,150 Szilvasvarad 47 188,0 1,979
Szilvasvarad 10 225,0 2,250 Szilvasvarad 48 218,0 2,289
Szilvasvarad 11 142,0 2,034 Szilvasvarad 49 168,0 2,161
Szilvasvarad 12 168,0 2,048 Szilvasvarad 50 115,0 2,421
Szilvasvarad 13 132,0 2,409 Szilvasvarad 51 253,0 2,349
Szilvasvarad 14 285,0 2,192 Szilvasvarad 52 130,0 2,000
Szilvasvarad 15 172,0 2,226 Szilvasvarad 53 140,0 1,967
Szilvasvarad 16 245,0 2,130 Szilvasvarad 54 2420 2,109
Szilvasvarad 17 192,0 2,200 Szilvasvarad 55 288,0 2,255
Szilvasvarad 18 168,0 2,161 Szilvasvarad 56 160,0 1,730
Szilvasvarad 19 152,0 2,033 Szilvasvarad 57 152,0 2,346
Szilvasvarad 20 183,0 2,281 Szilvasvarad 58 193,0 2,333
Szilvasvarad 21 168,0 1,971 Szilvasvarad 59 322,0 2,304
Szilvasvarad 22 133,0 2,208 Szilvasvarad 60 330,0 1,886
Szilvasvarad 23 290,0 2,231 Szilvasvarad 61 170,0 1,943
Szilvasvarad 24 298,0 2,204 Szilvasvarad 62 138,0 2,292
Szilvasvarad 25 168,0 2,233 Szilvasvarad 63 148,0 1,735
Szilvasvarad 26 133,0 2,304 Szilvasvarad 64 208,0 2,024
Szilvasvarad 27 158,0 2,333 Szilvasvarad 65 180,0 1,895
Szilvasvarad 28 222,0 2,119 Szilvasvarad 66 160,0 2,065
Szilvasvarad 29 110,0 2,200 Szilvasvarad 67 172,0 2,300
Szilvasvarad 30 435,0 2,320 Szilvasvarad 68 158,0 2,250
Szilvasvarad 31 87,5 2,333 Szilvasvarad 69 60,0 2,400
Szilvasvarad 32 113,0 2,143 Szilvasvarad 70 282,0 2,306
Szilvasvarad 33 232,0 2,214 Szilvasvarad 71 148,0 2,107
Szilvasvarad 34 110,0 2,316 Szilvasvarad 72 235,0 2,238
Szilvasvarad 35 210,0 2,270 Szilvasvarad 73 152,0 2,440
Szilvasvarad 36 148,0 2,107 Szilvasvarad 74 188,0 2,143
Szilvasvarad 37 198,0 2,324 Szilvasvarad 75 245,0 2,130
Szilvasvarad 38 143,0 2,280
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6. abra: A DNS izolalas ellendrzése 1%-os agardz gélen elektroforézissel 100 bazisparos molekulastly markerrel

4.2 A PCR-RFLP marker-vizsgalatok eredményei

Mindharom PCR-RFLP marker (CR mtDNS, LDH, SL) esetében a polimeraz
lancreakciot mindegyik mintan sikeresen elvégeztik, majd a restrikciés enzimes
emésztéseket is sikeresen végrehajtottuk. Ezek eredményér6l késziilt agaroz gélképek a 9.2
Mellékletben lathatdbak. Az eredmények kiértékelése utan kapott haplotipus- ¢és

allélgyakorisagokat a 7. abra tartalmazza.

Vérvonalak aranya a PCR-RFLP markerek esetében

100% — — — —
90% — 227 —] 2o 213 —
80%
T0%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Dunai (%0)
B Atlanti (%o)

CR mtDNS SL LDH

7. abra: A dunai és atlanti vérvonalak aranya a PCR-RFLP marekerek esetében a szilvasvaradi pisztrangtelepen

A 7. abra jol szemlélteti, hogy mindhdrom marker esetében atlanti allél tilsuly van a
vizsgalt egyedek genomjaban (77-79%). Igy elmondhatd, hogy az atlanti vérvonal
nagymértékben beépiilt, hibridizalt az 6shonos dunai vérvonallal a vizsgalt populacio

esetében. Tovabbi tény, hogy ezen markerek esetében. 21 egyednél (28%) tapasztaltuk az
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atlanti allélokat homozigdta forméban, mig a tobbi (54 darab, 72%) egyed eltéré szamu

atlanti alléllal rendelkezett.

A CR mtDNS esetében 17 dunai haplotipusu egyedet talaltunk, az SL markerek
esetében csak 4 egyed hordozza a dunai allélokat homozigota formaban, mig az LDH
esetén csak 1 egyed, azonban mindhiarom markerre dunai homozigéta egyedet nem
talaltunk a populdcioban. Az egyedekhez tartozo részletes eredményeket a Melléklet 20.

tablazata tartalmazza.

4.3 A mikroszatellit marker vizsgalatok eredményei

Mind a négy mikroszatellit marker (BFRO 002, OMM 1064, Ssa 408 uos, Sso SL
417) esetében a polimeraz lancreakciot mindegyik mintan sikeresen elvégeztiik, ezek
eredményérol késziilt agardz gélképek a Mellékletben lathatok. Késébb a kapillaris
elektroforézist is végrehajtottuk, mely soran azonban a BFRO 002 (10/2), az OMM 1064 és
az Ssa 408 uos lokusz esetében szamos egyednél nem kaptunk értékelheté eredményt. Ezek
vagy a fluoreszcens festék beépiilésének hidnyabol vagy az adott allél kiértékelésének
nehézségeibdl erednek. Ezek hianyat jeloltik a tablazatainkban, melyeket a

lehetdségeinkhez mérten potlunk.
4.3.1 A vérvonalak aranya

A vizsgalatok soran kapott allélokat a korabbi irodalmak és eredmények Bogataj
(2010) nyoman négy kategoriaba soroltuk: atlanti, dunai, mindketté vérvonalban
megtalalhato és 1j, ismeretlen allél, melyet még nem mutattak ki mas populaciokban. A
mikroszatellit 1okuszok alléljainak a fenti besorolas alapjan szamolt szazalékos megoszlasat
a 8. dbra szemlélteti. Az egyedekhez tartozd részletes eredményeket a Melléklet 20.

tablazata tartalmazza.
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Vervonalak aranya a mikroszatellit markerek
eseteben
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8. abra: A vérvonalak ardnya a mikroszatellit marekerek esetében a szilvasvaradi pisztrangtelepen

A BFRO 002 (10/2) marker esetében csak atlanti és dunai allélok lathatdak, mig a
tobbi marker esetében az atlanti és a dunai allélok mellett megjelennek wjak, és olyanok is,
amelyek mindkét vérvonalban megtalalhatéak. A BFRO 002 (10/2), az OMM 1064 ¢és az
Sso SL 417 marker esetében magas az atlanti allélok aranya a dunaihoz képest, mig az Sso
SL 417 16kusz esetében az atlanti allélok részesedése viszonylag alacsony, azonban a
mindkét vérvonalban fellelhetok aranya magas. Az 0j allélvaltozatok aranya az OMM 1064

mikroszatellit esetében a legmagasabb.
4.3.2 A mikroszatellit allélok megoszlasa

Az egyes 10kuszoknal talalt allélokat és azok mennyiségét az 5. tablazat foglalja

Ossze, mig a 9-12. dbran az allélok szazalékos megoszlasa lathatdo mikroszatellitenként.

A tablazatban és az abrakon is jol lathatd, hogy a legvaltozatosabb marker az OMM
1064-es, mely esetében 18 kiillonbozd allélt taldltunk, mig a legkevésbé polimorf marker a
vizsgalatunk soran a BFRO 002 (10/2) mikroszatellit, mivel ezen marker esetében csak
harom allél megjelenését tapasztaltuk. Ezen allitasokat a 6. tdbldzatban talalhatd PIC
értékét is aldtdmasztjak. Ez a szdm mutatja, hogy az adott marker mennyire polimorf, azaz
minél nagyobb az értéke, annal polimorfabb a marker. A mi esetiinkben a legmagasabb
szam az OMM 1064 markernél, mig a legalacsonyabb szam a BFRO 002 (10/2)

mikroszatellitnél jelenik meg.
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5. tablazat: A mikroszatellit allélok megoszlasa (NA: nincs adat)

BFRO 002 (10/2) OMM 1064 Ssa 408uos Sso SL417
Allel Darabszam Allel Darabszam Allel Darabszam Allel Darabszam
116 111 172 5 208 1 171 11
120 29 176 3 211 3 173 12
124 6 178 2 215 4 175 16
NA 4 197 1 223 1 177 33
208 3 227 1 179 1
217 3 235 7 181 37
232 1 239 23 184 4
240 7 243 15 190 35
247 5 247 9 194 1
253 8 250 16
255 3 255 10
261 3 258 2
281 2 262 4
288 1 301 4
320 1 NA 50
NA 102
BFRO 002 (10/2) marker OMM 1064 marker
allélgvakorisaga allelgyakorisaga
- 4;/0_\2% m172 Wl76
m1l78 m197
mllG 4% m208 m217
=120 0,  W232 w240
=124 =247 m253
m255 m2ol
281 288
320

9. dbra: A BFRO 002 (10/2) mikroszatellit 16kusz

allélgyakorisaga a populaciora nézve

Sso SL. 417 marker
allélgyakorisaga

1%

ml71
m173
m175
m177
m179
m181
m1s4
=190

194

1%

10. 4bra: Az Sso SL 417 mikroszatellit 10kusz

allélgyakorisaga a populaciora nézve
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11. 4bra: Az OMM 1064 mikroszatellit 160kusz

allélgyakorisaga a populaciora nézve
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12. abra: Az Ssa 408 uos mikroszatellit 10kusz

allélgyakorisaga a populaciora nézve




6. tiblazat: A mikroszatellitek PIC-értéke 16kuszonként

Lokusz PIC-érték
BFRO 002 (10/2) 0,3331
OMM 1064 0,8969
Ssa 408 uos 0,8568
Sso SL 417 0,7864

4.3.3 A populaciogenetikai szamitasok eredménye

Populaciogenetikai szamitasokat a mikroszatellit markerek esetében érdemes végezni,
mivel azok elég informativak ezen vizsgéalatokhoz a nagyszamu alléljaik miatt. A 7. tabldzat a
populacidgenetikai szoftver altal szamolt heterozigozitas értékeket és szignifikancia szintet

mutatja l16kuszonként, a 8. tdbldzat szintén ezen értékeket ismerteti a teljes populacidra szamolva.

Mindkét tablazatban jol lathato, hogy sem lokuszonként, sem a teljes populacidra nézve
nincs szignifikans kiilonbség a tényleges és a vart heterozigozitas kozt (p > 0,05). Igy

megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt populadcioban Hardy-Weinberg egyensuly all fenn.

Az allélszam az egyes lokuszokon talalhato allélok tényleges szamat jelenti, mig az
effektiv allélszam az az allélszam, ami ugyanakkora heterozigozitast biztosit, mintha minden allél
egyforma gyakorisaggal volna jelen. Ez a szam nyilvan alacsonyabb, mint a tényleges allélszam,
hiszen sok allél igen kis gyakorisaggal fordul eld, ezért kisebb mértékben is jarul hozza a

genotipusok €s a heterozigozitas kialakitasahoz.

7. tablazat: Vart és tényleges heterozigozitas érték, ezek szignifikancia szintje €s a PIC érték 16kuszonként

Loy Vil Tonlegs - SUINOR g SR
BFRO 002 (10/2) 0,3835 0,3973 0,449 3 1.615
OMM 1064 0,9238 0,9167 0,560 15 10.473
Ssa 408 uos 0,8784 0,9000 0,382 14 7.669
Sso SL 417 0,8178 0,7867 0,281 9 5.329

szignifikans kiilonbség: p < 0,05

8. tablazat: Vart és tényleges heterozigozitas érték és ezek szignifikancia szintje a teljes populaciora szamolva

. Mintak  Lokuszok Vart Tényleges Szignifikancia Allélok  Effektiv
Populacio . . S S . . o s
szama szama heterozigozitds heterozigozits szint (p) szdma  allél szam
Szilvasvarad 75 4 0,7509 0,7501 0,489 10,25 6,271

szignifikans kiilonbség: p < 0,05
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Az F-statisztikai vizsgalatok soran minden 10kusz esetében nullahoz kozeli értéket kaptunk
(9. tablazat), igy a populacioban sem heterozigdta hiany (beltenyésztettség), sem tobblet nem
tapasztalhat6, mely aldtamasztja, hogy a vizsgalt populacioban Hardy-Weinberg egyensuly all
fenn.
9. tablazat: Fs értékek lokuszonként a teljes populaciora szamolva

Populaci6 ~ BFRO 002 (10/2) OMM1064 Ssa 408 uos Sso SL 417
Szilvasvarad -0.036 0.008 -0.025 0.038
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5 Ertékelés és kovetkeztetések

Az altalunk alkalmazott moédszerekkel sikeresen kimutathatok a valasztott markerek,
tovabba ezen markerek alkalmasak a sebespisztrang-allomanyok populacidégenetikai felmérésére,
illetve az egyedek genetikai eredetének feltarasara. Az allomanyok genetikai hatterének nagyobb

mértékil feltdrasara azonban javasoljuk tovabbi l6kuszok vizsgalatat is.

Vizsgalataink mindkét allél — a dunai és az atlanti — jelenlétét kimutattak minden marker
esetében. A dunai génhanyad aranya hasonlo a Tanszék altal ezidaig vizsgalt populaciokban
tapasztaltakhoz. A nagymértékii atlanti allél arany alapjan feltételezhetjiik, hogy ezen
tenyészallomany is eredetileg az atlanti vonalbol keriilt ki, melyet a helyi patakokbdl bevitt
egyedekkel gazdagitottak, mindez egybeesik az Eurdpan eddig vizsgalt tenyészallomanyok

eredményeivel, azonban az 4dllomany pontos szdrmazéasarol nincs adatunk.

Az egyedek ivarat teljes biztonsaggal nem tudtuk megallapitani, mivel a mintavétel ivasi
id6szakon kiviil tortént. Néhany egyed adott ikrat illetve tejet a mintavételnél, csupan ezek ivara
biztos, a tobbit fenotipus alapjan soroltuk be. Tervezziik azonban az idei szaporitas soran minden
egyedhez hozzarendelni az ivart. Az eddig rendelkezésiinkre allo adatok biztatdak: a
mitokondrialis DNS alapjan dunai egyedek koziil hét egyed nagy valosziniséggel ikras. Ez azt
jelenti, hogy ezek orokitik a dunai eredetii mitokondrialis DNS-t, igy ezeket az anyakat genomi
DNS alapjan dunai egyedekkel parosithatjuk. Ezek lehetnek mitokondrialis genom alapjan
atlantiak is, hiszen csak a genomi DNS-iiket 6rokitik az utédra. Ezeket a DNS tulajdonsagokat
kombinélva eredményeink alapjan, iranyitott keresztezésekkel ndvelhetjiik a dunai gének aranyéat

az allomanyon beliil.

Hosszabb tava célunk egy ilyen program kidolgozasa és a gyakorlatba valo atiiltetése,
illetve egy minél nagyobb dunai génhanyaddal rendelkez6 populacié kialakitasa, mely soran a
ritka, illetve az eddig nem publikalt allélok megdrzését is tervezziik, melyek a magyarorszagi
populacidk egyedi alléljai lehetnek.

A genetikai hattér feltarasa mellett az allomany fobb populaciogenetikai paramétereit is
kiszamitottuk, melybdl megallapitottuk, hogy a populacié Hardy-Weinberg egyenstlyban van,
illetve az allélok nagymértékli heterozigozitdst mutatnak, az allomany egészét tekintve

egeészseges.
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6 Osszefoglalas

A sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario) eurdpai populacidinak széles korli vizsgalata
soran Ot vérvonalat kiilonitettek el: atlanti, dunai, mediterran, adriai, marvany, amelyek foldrajzi
eléfordulasa is nagy valtozatossagot mutat. Ezen ismeretek birtokdban egyre vilagosabba valt a
genetikai szennyezés problémdja, amit a tenyészetekbdl kikeriild, dontd tobbségében atlanti
vérvonalu egyedek Oshonos vérvonalakkal valo hibridizacioja jelent. A magyarorszagi
populacidk felmérése jelenleg is tart a tanszéken, igy célul tiiztiik ki egy, ezidaig nem vizsgalt

magyarorszagi sebes pisztrang tenyészallomany eredetének és genetikai hatterének feltarasat.

Vizsgalataink helyszine a Szilvasvaradon talalhaté pisztrangtelep volt. A mintavételt 2014
marciusaban végeztiik el, melynek soran a telep sebes pisztrang tenyészallomanyat mintaztuk. A
késébbi munkalatokhoz az allomany 75 egyedét passziv radio azonositoval (PIT tag)
megjelodltiik, és a genetikai analizishez szovetmintat gyiijtottiink a halak farok alatti sz6jabol. A
molekuléris bioldgiai vizsgalatokhoz DNS-t izolaltunk, majd a dunai és atlanti vonal
elkiilonitéséhez hét, a kordbbi kutatdsok soran mar sikeresen alkalmazott genetikai markert
ben kodolt tejsav dehidrogenaz (LDH) és szomatolaktin (SL) gének egyes szakaszait PCR-RFLP
analizissel vizsgaltuk, tovabba négy mikroszatellit 1okusz (BFRO 002 (10/2), OMM 1064, Ssa
408 uos, Sso SL 417) genotipizalasat végeztiik el.

Az anyai 6roklédésti mitokondridlis DNS vizsgélati eredményei alapjan az allomany
kisebb hanyadaban jelentkezik a dunai haplotipus (23%), amely eloszlast a sejtmagi DNS
markerek esetében is megfigyelhetjik (LDH: 21%, SL: 23%). A mikroszatellit 16kuszok
vizsgalata soran szintén az atlanti (6-74%) és kozos allélok (0-49%) nagyobb aranyat tapasztaltuk
egy kisebb mértékli dunai allélarany mellet (1-23%), azonban az OMM 1064, Ssa 408, Sso SL
417 lokuszok esetében jelentds szazalékban (6-16%) jelentek meg olyan allélok, melyeket ez
idaig mas orszagokban még nem publikaltak. A fobb populacidgenetikai paraméterek alapjan
elmondhat6, hogy az allomany Hardy-Weinberg egyensulyban van, az allélok nagymértéki
heterozigozitast mutatnak, az allomany egészét tekintve egészséges. A tanszéken folytatott

vizsgélatok soran hasonld eredményeket tapasztaltak a tobbi magyarorszagi helyszinen is.

Elemzéseink soran egyértelmiien dunai egyed nem kiilonithetd el, azonban az Gshonos
dunai génhanyad aranya novelhetd az egyedi azonositdo rendszer segitségével elvégezhetd

tudatos, célzott keresztezésekkel.
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7 Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik dolgozatom elkészitése soran

segitségemre voltak.

Szeretném megkoszonni konzulenseimnek a munkam soran tanusitott tlirelmet ¢&s
segit6készséget. Dr. Horvath Akosnak a témajavaslatot, Dr. Kovacs Balazsnak és Osz Agnesnek
a labormunkalatok alatti tamogatasat, és utmutatdsat, amivel megkonnyitették munkamat.
Koszonom tovabba Dr. Kiss Istvan tanar Grnak az irodalomkutatas teriiletén nyujtott segitségét,
¢és végiil, de nem utolsé sorban kdszonettel tartozom édesapamnak, Safrany Laszlonak, hogy

rendelkezésiinkre bocsatotta a mintaként szolgald egyedeket.
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9 Melléklet

9.1 Az alkalmazott markerek reakcioelegy osszetétele és hoprofilja

10. tablazat: CR mtDNS marker PCR reakcioelegy dsszetétele és hdprofilja

Anyag megnevezése

Bemért mennyiség

10x Buffer (NH,) SO, 2,5l
MgCl, (25mM) 1,5 ul
dNTP (2,5mM) 2ul

Primer F (6,6 mM) 1 ul
Primer R (6,6 mM) 1 ul
BSA (250ng/ml) 2,5 ul
Taq (5U/ul) 0,2 ul

DNA template (50ng/ul) Sul
Steril MQ viz 9,3 ul
Végtérfogat 25 ul

1dé Hémérsekler | 1Smetlések
Szama
3 min 94 °C 1x
1 min 94°C
45 sec 45°C 45x
1 min 72°C
5 min 72°C 1x
Tarolasi o
homérséklet 4°c

Forward primer bazissorrendje:
GTGTTATGCTTTAGTTAAGC

Reverse primer bazissorendje:
CACCCTTAACTCCCAAAGCTAAG

11. tablazat: CR mtDNS marker PCR-RFLP enzimes emésztés reakcioelegy dsszetétele és hdprofilja

Anyag megnevezése Bemért mennyiség
per termék 5ul
puffer (NEB 4) 1l
enzim (Fnu4HTI) 0,2 ul
MQ viz 3,8 ul
Osszesen 10 ul

Anyag megnevezése

Bemért mennyiség

10x Buffer (NH,4) SO, 2,5 ul
MgCl, (25mM) 1,5 ul
dNTP (2,5mM) 2 ul
Primer F (6,6 mM) 1 ul
Primer R (6,6 mM) 1l
Taq (5U/ul) 0,2 ul
DNA template (50ng/ul) 4 ul
Steril MQ viz 12,8 ul
Végtérfogat 25 pl
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12. tablazat: LDH marker PCR reakcioelegy Osszetétele és hoprofilja

Inkubécio: 37°C 8h
Enzim inaktivacio: 65°C 20 min
Ido Homérséklet Isme,tlesek
szama
3 min 94 °C 1x
1 min 94°C
1 min 58°C 35x%
1 min 72°C
10 min 72°C 1x
Tarolasi o
homérséklet 4°C

Forward primer bazissorrendje:
GGCAGCCTCTTCCTCAAAACGCCCAA
Reverse primer bazissorendje:
CAACCTGCTCTCTCCCTCCTGCTGACGAA




13. tablazat: LDH marker PCR-RFLP enzimes emésztés reakcioelegy osszetétele és héprofilja

Anyag megnevezése Bemért mennyiség
per termék 5ul Inkubacio: 55°C 8h
puffer (NEB 3) 1 ul Enzim inaktivacio: 80°C 20 min
enzim (Bsl I.) 0,2 ul
MQ viz 3,8 ul
Osszesen 10 ul

14. tablazat: SL marker PCR reakcioelegy dsszetétele és hoprofilja

Anyag megnevezése Bemért mennyiség
10x Buffer (NH4) SO, 2,5ul Y
1dé Homérséklet | 1Smerlesek
MgCl, (25mM) 2l i $zama
3 min 94 °C 1x
dNTP (2,5mM) 2l 1 min 94°C
1 min 50°C 45x
Primer F (6,6 mM) 1l 1 min 72°C
5 min 72°C 1x
Primer R (6,6 mM) 1l Tarolasi
P 4°C
hémérséklet
Taq (5U/ul) 0,3 ul
DNA template (50ng/ul) 4l Forward primer bazissorrendje:
TGGCCCGTTGAATCCATATAAAG
Steril MQ viz 12,2 ul Reverse primer bazissorendje:
ACTGTGAAACACTAAGCTCTCCA
Végtérfogat 25 ul
15. tablazat: SL marker PCR-RFLP enzimes emésztés reakcioelegy Osszetétele és héprofilja
Anyag megnevezése Bemért mennyiség
PCR termék 5 ul Inkubacid: 37°C 8h
puffer (Tango Buffer) 1 ul Enzim inaktivacio: 65°C 20 min
enzim (Msp 1) 0,3 ul
MQ viz 3,7 ul
Osszesen 10 ul
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16. tablazat: BFRO 002 (10/2) marker PCR reakcioelegy Gsszetétele és héprofilja

Anyag megnevezése

Bemért mennyiség

10x Buffer (NH,) SO, 2,5ul
MgCl, (25mM) 1,5 ul
dNTP (2,5mM) 2 ul
Primer F (6,6 mM) 1 ul
Primer R (6,6 mM) 1 ul
NED (floureszcens) 519 R Lul
primer (6,6 mM) K
Taq (5U/ul) 0,2 ul
DNA template (50ng/ul) 4 pl
Steril MQ viz 11,8 ul
Végtérfogat 25 ul

17. tablazat: OMM 1064 marker PCR reakcioelegy dsszetétele és héprofilja

Anyag megnevezése

Bemért mennyiség

10x Buffer (NH,4) SO, 2,5 ul
MgCl, (25mM) 1,5 ul
dNTP (2,5mM) 2 ul
Primer F (6,6 mM) 1 ul
Primer R (6,6 mM) 1 ul
VIC (floureszcens) 519 R 1 ul
primer (6,6 mM) "
Taq (5U/pl) 0,2 ul
DNA template (50ng/ul) 4 ul
Steril MQ viz 11,8 ul
Végtérfogat 25
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1dé Hémérsekler | 1smetiesek
szama
3 min 94 °C 1x
45 sec 94°C
1 min 57°C 35x
1 min 72°C
5 min 72°C 1x
Tarolasi o
homérséklet 4°C
Forward primer bazissorrendje:
ATGTTTTTGACTGCACTATGTATTG
Reverse primer bazissorendje:
GGAGATAAGAGTCAACGAGGC
1dé Hémérséklet | 1Smétiesek
szama
3 min 94 °C 1x
45 sec 94°C
1 min 30 sec 57°C 35x
1 min 72°C
5 min 72°C 1x
Tarolasi o
homérséklet 4°C

Forward primer bazissorrendje:
AGAATGCTACTGGTGGCTGTATTGTGA
Reverse primer bazissorendje:
TCTGAAAGACAGGTGGATGGTTCC



18. tablazat: Ssa 408 uos marker PCR reakcioelegy Osszetétele €s hdprofilja

Anyag megnevezése

Bemért mennyiség

10x Buffer (NH,) Soq4 2,5 ul
MgCl, (25mM) 1,5 pl
dNTP (2,5mM) 2 ul
Primer F (6,6 mM) 1 ul
Primer R (6,6 mM) 1 ul
PET (f!oureszcens) 519 R Il
primer (6,6 mM)
Taq (5U/ul) 0,2 ul
DNA template (50ng/ul) 4 nl
steril MQ viz 11,8 ul
Végtérfogat 25 ul

19. tablazat: Sso SL 417 marker PCR reakcidelegy 0sszetétele és hoprofilja

Anyag megnevezése

Bemért mennyiség

10x Buffer (NH,) So, 2,5 ul
MgCl, (25mM) 1,5 ul
dNTP (2,5mM) 2 ul
Primer F (6,6 mM) 1l
Primer R (6,6 mM) 1l
FAM (floureszcens) 519 R Lul
primer (6,6 mM) K
Taq (5U/ul) 0,2 pl
DNA template (50ng/ul) 4 pl
steril MQ viz 11,8 ul
Végtérfogat 25 ul
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1dé Hémérseklet | 1smetesek
szama
3 min 94 °C 1x
45 sec 94°C
1 min 30 sec 57°C 35X
1 min 72°C
5 min 72°C 1x
Tarolasi o
homérséklet 4°C
Forward primer bazissorrendje:
AATGGATTACGGGTACGTTAGACA
Reverse primer bazissorendje:
CTCTTGTGCAGGTTCTTCATCTGT
1dé Hémérséklet | 1Smétiesek
szama
3 min 94 °C 1x
45 sec 94°C
1 min 57°C 35x
1 min 72°C
5 min 72°C 1x
Tarolasi o
homérséklet 4°C

Forward primer bazissorrendje:
TTGTTCAGTGTATATGTGTCCCAT

Reverse primer bazissorendje:
GATCTTCACTGCCACCTTATGACC




9.2 Az alkalmazott markerek gélképei

Marker 1088 bp méreti PCR termék Marker At Du Du Du At

13. abra: CR mtDNS PCR-RFLP marker polimeraz 14. dbra: CR mtDNS PCR-RFLP marker Fnu4HI
lancreakcidjanak eredménye agardz gélen (példa) enzimes emesztésenek eredmeénye agar6z gélen (példa)
At: atlanti haplotipus (654 és 434 bp),
Du: dunai haplotipus (1088 bp)

1076 bp méreti PCR termék Marker Marker A/A A/A A/A AD AD

15. 4dbra: SL PCR-RFLP marker polimeraz 16. abra: SL PCR-RFLP marker Mspl enzimes
lancreakciojanak eredménye agaroz gélen (példa) emésztésének eredménye agaroz gélen (példa)
A: atlanti allél (779 és 213 bp),
D: dunai allél (566, 277 és 213 bp)

428 bp méreti PCR termék  Marker Marker A/A A/A AD A/A DD

17. abra: LDH PCR-RFLP marker polimeraz 18. abra: LDH PCR-RFLP marker Bsll enzimes
lancreakcidjanak eredménye agardz gélen (példa) emésztésének eredménye agardz gélen (példa)
A: atlanti allel (353 és 75 bp),
D: dunai allél (428 bp)
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PCR termék Marker Marker PCR termék

19. abra: BFRO 002 (10/2) mikroszatellit marker 20. abra: OMM 1064 mikroszatellit marker polimeraz
polimeraz lancreakciojanak eredménye agardz gélen lancreakcidjanak eredménye agardz gélen (példa)
(példa)
PCR termék Marker Marker PCR termék

21. abra: Ssa 408 uos mikroszatellit marker polimeraz 22. abra: Sso SL 417 mikroszatellit marker polimeraz

lancreakcidjanak eredménye agardz gélen (példa) lancreakcidjanak eredménye agardz gélen (példa)
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Jelmagyarazat: piros: atlanti allél,

20. tablazat: A vizsgalt egyedek genotipusa

Minta

Szilvasvarad 1

Szilvasvarad 2

Szilvasvarad 3

Szilvasvarad 4

Szilvasvarad 5

Szilvasvarad 6

Szilvasvarad 7

Szilvasvarad 8

Szilvasvarad 9

Szilvasvarad 10
Szilvasvarad 11
Szilvasvarad 12
Szilvasvarad 13
Szilvasvarad 14
Szilvasvarad 15
Szilvasvarad 16
Szilvasvarad 17
Szilvasvarad 18
Szilvasvarad 19
Szilvasvarad 20
Szilvasvarad 21
Szilvasvarad 22
Szilvasvarad 23
Szilvasvarad 24
Szilvasvarad 25
Szilvasvarad 26
Szilvasvarad 27
Szilvasvarad 28
Szilvasvarad 29
Szilvasvarad 30
Szilvasvarad 31
Szilvasvarad 32
Szilvasvarad 33
Szilvasvarad 34
Szilvasvarad 35
Szilvasvarad 36
Szilvasvarad 37

SL LDH BFRO 002 OMM1064 Ssa 408 Sso SL417
1200 ND ND| ND
208 208 239
200 178  208| 243
200 247
247 253
120 253| 243
124 253 ND
120 ND| 243
ND ND| ND
120| 288 320 2ES
120 ND| 235
120 ND| ND
281| 247
ND| ND ND| 171 181
1200 ND ND| ND ND| 171 SO
24| ND ND| ND ND| 177 177
1200 217288 ND ND| 171 177
ND ND| 2437 250 4177 181
ND ND| 243 -ﬂ
120 ND ND| ND 171
120/ ND ND| 239 255| 171 177
124 ND| 239 - 184
ND| 243 181
ND 179 181
250  262| 177 SO
ND| 223 235| 177 181
ND ND| ND 181
247 253 |22d
ND ND| 239
ND ND| 239
ND| 239
247
ND| 243
ND ND| 239
ND ND| 250
ND ND| 235
ND ND| ND
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Minta

BFRO002 OMM1064

Szilvasvarad 38
Szilvasvarad 39
Szilvasvarad 40
Szilvasvarad 41
Szilvasvarad 42
Szilvasvarad 43
Szilvasvarad 44
Szilvasvarad 45
Szilvasvarad 46
Szilvasvarad 47
Szilvasvarad 48
Szilvasvarad 49
Szilvasvarad 50
Szilvasvarad 51
Szilvasvarad 52
Szilvasvarad 53
Szilvasvarad 54
Szilvasvarad 55
Szilvasvarad 56
Szilvasvarad 57
Szilvasvarad 58
Szilvasvarad 59
Szilvasvarad 60
Szilvasvarad 61
Szilvasvarad 62
Szilvasvarad 63
Szilvasvarad 64
Szilvasvarad 65
Szilvasvarad 66
Szilvasvarad 67
Szilvasvarad 68
Szilvasvarad 69
Szilvasvarad 70
Szilvasvarad 71
Szilvasvarad 72
Szilvasvarad 73
Szilvasvarad 74
Szilvasvarad 75

46

Sso SL417




10 Nyilatkozat

Alulirott Safrany Anna Julia a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag- ¢s
Kornyezettudomanyi Kar Allattenyészté mérnoki BSc szak nappali tagozat masodik évfolyamos
hallgatdja nyilatkozom, hogy a TDK dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a
felhasznalt irodalmat korrekt modon, a jogi ¢és etikai szabalyok betartasaval kezeltem.
Hozzéjarulok ahhoz, hogy TDK dolgozatom egyoldalas 6sszefoglaloja felkeriiljon a Kar/ Intézet /
Szak honlapjara. A digitalis verzidoban (pdf formatumban) leadott dolgozatom elérhet6 legyen a
témat vezetd tanszéken/intézetben, illetve a kialakitasra keriilé Kari kézponti nyilvantartasaban, a

jogi és etikai szabalyok teljes korli betartasa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

Godolls, 2014. november 2.

hallgat6 alairasa
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