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1. A MUNKA ELOZMENYEI CELKITUZESEK
1.1. A munka el6zményei

A vilag népessége az 1990-es évek ota 5,3 milliardrdl 7,9 milliardra nétt. A
novekvd népességgel nétt az emberek teriilet- és élelmiszer igénye is. Az ipar és a
mezdgazdasag, hogy lépést tudjon tartani a ndvekvd igényekkel, egyre nagyobb
teriileteket sajatitott ki és vont be a termelésbe, emiatt napjainkra a nem megujuld
er6forrasok kimeriilni latszanak. Ennek a kedvezétlen folyamatnak az eredményei
jelenleg mar szinte mindenki szdmara ismertek. A globalis CO2 és mas iiveghazhatast
gazok kibocsatasanak novekedése, a tobbek kozott ebbdl is fakadd klimavaltozas, a
fajok kipusztulasa, és a biodiverzitas csokkenése mar senki el6tt nem ismeretlen
fogalmak. A kornyezetvédelmi mozgalmak mellett a nagy vilagszervezetek is
igyekeztek nyomon kovetni a valtozast (lasd: Biodiverzitasi férum, Rio de Janeiro,
1993; Konferencia a globalis felmelegedésrdl, Haga, 2000; ENSZ Vilagcestcs
konferencia a fenntarthato fejlédésrél, Johannesburg, 2002, stb.) és kiilonbozo
kornyezetvédelmi stratégidkat, akcioterveket dolgoztak ki a biodiverzitds megdrzése
érdekében.

A fenntarthatd haldszat a globalis GDP-hez évente 0,1%-kal jarul hozza. Az
elmaradottabb orszagokban, ahol a halaszati tevékenység 1étfontossagu, ez az érték
magasabb is lehet. 2020. februdr 14-én alairasra keriilt egy globalis egyezmény az
illegalis halaszat ellen, mellyel csokkenteni szeretnék a drasztikus tulhalaszast, ami
hozzajarul vizeink okologiai allapotanak romlasahoz. Jelenleg a haldszat mértéke a
halaszati tertiletek tobb mint egyharmadan meghaladja a fenntarthaté szintet. Ahhoz,
hogy megfelelden tudjunk gazdalkodni eréforrasainkkal ugy, hogy kozben segitsiik a
biodiverzitas megdrzését, elengedhetetlen annak minden aspektusat ismerni, beleértve
a genetikai diverzitast is. Hazank természetesvizi halpopulacidirdl, plane a gazdasagi
jelentdséggel tradicionalisan nem, vagy kis mértékben rendelkezd fajok genetikai
hatterérél még igen keveset tudunk, holott az elmult évtizedekben itthon is szamos
olyan eseménynek lehettiink tanti, melyek drasztikus hatassal birtak a halfaunara.
Gondoljunk csak a tiszai cianid szennyezésre, vagy a Marcalt érinté voOrdsiszap
katasztrofara. A molekularis moddszerek fejlddésével és a genetikai markerek
megjelenésével keziinkbe keriiltek a megfeleld eszk6zok a hazai halpopulaciok
genetikai diverzitasanak felmérésére, filogenetikai vizsgalatara, ezzel feltérképezve az
alloményok aktualis allapotat, és a multbéli események hatésait az egyes populaciokra.
Ezek a vizsgalatok kiemelten fontosak az idok soran lecsokkent méretli populaciokkal
rendelkez6 dshonos, és kozosségi jelentéségii fajok, mint, a kevéssé kutatott kosiilld
(Sander volgensis), a megfogyatkozott balatoni garda (Pelecus cultratus) populacio,
valamint az egyre tobb teret nyerd és értékes dshonos, bennsziilott fajainkat kiszorito
invaziv fajok, mint az eziistkarasz (Carasius spp.) esetében is.

Az utdbbi évtizedek bebizonyitottdk, hogy mind valami ellen (példaul az
algaviragzas megfékezésére betelepitett, majd kontrollalhatatlanna valt busa-fajok),
mind valami érdekében (pl. gazdasdgi hasznot remélve a tdrpeharcsak telepitése
vizeinkbe) beleavatkozni a természetes rendszerbe csak felelds dontések és kelld
hattérismeret mellett lehetséges. Ehhez jarulnak hozza a biodiverzitds fenntartasat és
genetikai eréforrasaink megdrzését célzo molekuléris genetikai kutatasok.



1.2 Célkitiizések

1. Mikroszatellit markerek adaptalasa populaciogenetikai vizsgalatokhoz kozeli rokon
fajokbol az 6shonos kosiillé (Sander volgensis), valamint a kozosségi jelentoségli
garda (Pelecus cultratus) esetén.

2. Mitokondrialis genomi markerek (Citokrom b, Kontroll régio, Citokrom oxidaz 1)
alkalmazhatdsaganak felmérése filogenetikai és taxondmiai vizsgélatokhoz az invaziv
eziistkarasz (Carassius gibelio) esetében.

3. A Balaton és vizgy(ijt6 teriiletein talalhato idegenhonos, invaziv eziistkarasz
populacidk genetikai diverzitasanak vizsgalata.

4. Magyarorszag nagyobb vizeiben talalhaté 6shonos koésiillo populacid genetikai
diverzitas vizsgalata.



2. ANYAG ES MODSZER
2.1. Mintavétel és DNS izolalas

A mintavételezés soran a vizsgalt 3 halfaj (garda, kosiilld, eziistkarasz) minden
egyedétdl egy 1-2 cm2 nagysagu szovet darab keriilt begytijtésre a farokuszobol. A
kosiillo esetén a 118 minta 3 populaciobdl lett begytijtve. A Balatonbol 72 db minta, a
Dunabol 34 db minta, a Tisza és Holt-Koros egységbdl pedig 12 db mintank van. A
garda esetén a 128 minta a Balatonbol (n=54), a Fertébdl (n=23) és a lengyel Visztula-
lagundbdl szarmaznak. Az eziistkarasz esetén pedig 132 minta keriilt felhasznalésra,
melyb6] 29 db Sidfok kornyékérdl, 17 db a kanyavari, 18 db az ingéi, 19 db az Oszodi-
berek, 19 db a Siofok-toreki tavak régiobol szarmazik, 30 db pedig a hogyészi
horgasztobol. Az allatokat minden esetben 2-fenoxietanollal altattam a szovetek
begytijtése eldtt. A mintavételezés utan a szovetdarabok abszolut etanolt tartalmazo
1,5 ml-es centrifugacsdvekbe keriiltek, majd tovabbi felhasznalasig -20 C°-on taroltam
6ket. A DNS izolalas E.Z.N.A szoveti DNS izolalo kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA,
USA) hasznalataval tortént a gyartd protokollja alapjan.

2.2. Mikroszatellit vizsgalatok

Az 50 ng/ul toménységli DNS-bOl a vizsgalni kivant szakaszt polimeraz
lancreakcioval (PCR) szaporitottam fel. A kosiilld esetén alkalmazott mikroszatellit
markerek (Kohlmann & Kersten, 2008; Kanainé et al., 2019a) siillé (Sander
lucioperca) fajbol szarmaztak. Az alkalmazott primerek fluoreszcensen jelolt
oligonukleotidok voltak. Mindegyik primer egy 17 bazis hossza (5°-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) univerzalis meghosszabbitast (farkat (tail))
hordozott. Ez komplementer egy harmadik fluoreszcens 5 végen jelolt primerrel. A
reakcidhoz hozzdadva a fluoreszcens primer, a farokkal ellatott forwarddal és a
reverssel egyiitt beépiil a felsokszorozodott amplikonba (Shuelke 2000).

A PCR protokoll optimalizaldsa soran vagy a PCR 0Osszetevoit (10X-es
(NH4)2S04, MgCl2, dNTP (2,5 mM), oligonukleotid primerek (6,6 uM), Taq (5U/ pul))
vagy a reakcido hdprofiljat valtoztattuk (feltapadasi hémérséklet, ciklusszam). A
késiilld esetén az alkalmazott protokoll egy két 1épcsés PCR protokoll volt. Az els
ciklusonkénti ismétlések szdma mindegyik marker (MSL-1, MS 701, MS 704, MS
404, MS 395) esetén 2 db volt. A masodik 1épcs6ben a ciklusszam az MSL-1 marker
esetén 25, az MS 701, MS 704, MS 404, MS 395 esetén pedig 45 ciklus volt. A garda
esetén a PCR sordan nem volt szlikség 2. 1épcsore. A 40 ciklusos felsokszorozas soran
a feltapadasi hdmérséklet 56 C° volt.

A PCR protokollok optimalizalasa utan a kovetkezd 1épés a kapillaris elektroforézis
volt. A minta-el6készités soran a PCR termékekhez hozzamértem a 0,1 pl
molekulastly markert (GeneScan 500 LIZ (Applied biosystems USA)), és a 9,9 ul Hi-
Di formamidot. A kapillaris gélelektroforézishez sziikséges reakcio elegyet minden
esetben 10 pl végtérfogatban mértem Ossze. A kihigitott terméket a kapillaris
gélelektroforézis eldtt 94 °C-on 6 percig denaturaltam ProFlex PCR késziilékben
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok). A kapillaris
gélelektroforézist NanoPOP7 (Applied Biosystem, USA) polimer hasznalataval, a
Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi
Intézetében talalhato 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, USA) késziilékén
végeztem el 50 cm hosszu kapilldrison keresztiil.
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2.3. Mitokondrialis vizsgalatok

A mitokondrialis genom vizsgalatakor, a PCR soran mindharom faj
(kosiillo, eziistkarasz, garda) és mindharom alkalmazott marker (D-loop, Citokrom b,
Citokrom oxidaz 1) esetén azonos, 25 pl végtérfogata reakcio elegyet hasznaltam, ami
1x(NHa4)2SO4 pufferbol (Fermentas; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
2000 uM dNTP mixb6l, 250 nM primer, 1.5 mM MgClz és 100 ng templat DNS-bél,
valamint 1 U Taq polimeraz enzimbdl (Fermentas) allt. A PCR tisztitast a Sigma
Aldrich gyarté (Merck, Darmstadt, Németorszag) GenElute PCR tisztitd kitjével
végeztem el, a gyarto protokollja alapjan.

A szekvencia leolvasashoz a folosleges reakcid Osszetevoktdl megtisztitott
PCR termékeket harom 1épésben készitettem eld. Els6 1épésként a mintdkat ismét
megfuttattam 1,5 %-0s agar6z gélen, hogy ellendrizzem a tisztitasi Iépések
sikerességét és a termékek erdsségét, majd a tisztitott PCR terméken egy szekvenald
PCR-t végeztem BigDye Terminator V3.1 szekvenalo kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) segitségével. A szekvenald reakcio 10 pl végtérfogatban keriilt
Osszemérésre, melybe a tisztitott PCR terméken feliil 2 pl BigDye, 2,5 ul 1X-es
BigDye puffer és 2 ul 6,6, um-os primer kertilt. A szekvenal6 reakciokat mindharom
faj minden mintaja esetén reverz és forward iranybol is elvégeztem. A szekvenald
PCR-t egy alkohol lépcsds kicsapas kovette. A precipiticios keverék pontos
Osszetétele: 3 ul Natrium-acetat (3M), 14,5 pl MQ tisztasagu viz, 62,5 ul cc. etanol. A
mintakat ezt kovetden steril fiilke alatt kiszaritottam, eltavolitva ezzel a maradék
alkoholt is a szovetek feliiletér6l, majd mintanként 20 pl HiDi formamidban
feloldottam dket és minimum egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltam. Az inkubaciot
kovetden a szekvenalo gépbe helyezés eldtt 94 °C-on 6 percig denaturdltam.

A bazispar meghatdrozas az els6 mintak esetén, a 2019 eldtt a kapillaris
gélelektroforézisekhez is alkalmazott 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem,
USA) késziiléken négy 50 cm-es kapillarissal, majd egy tjabb tipusti 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosytem, USA) késziiléken zajlott nyolc 50 cm-es kapillarison
keresztiil.

2.4. Az adatok elemzése populacié genetikai szoftverekkel

A mikroszatellit markerek esetén a Genetic Analyzer késziilék altal leolvasott
nyers adatokat a GENEMAPPER SOFTWARE VER. 4.0 (Applied Biosystem)
segitségével jelenitettem meg, majd a kapott gorbéket értekelve az allélméreteket
EXCEL (Microsoft) tablazatban rogzitettem. Az alléladatok alapjan a GENALEX
VER 6.5. (Peakall & Smouse, 2012) és a GENEPOP VER. 4.7. (Rousset, 2008)
szoftverekkel végeztik el a populacidgenetikai szamitdsokat. A populaciok
szerkezetét jellemzo klaszter szamokat a STRUCTURE VER 2.3.4 (Earl & vonHoldt,
2012) szoftverrel hataroztam meg, eredményeit a STRUCTURE HARVESTER
program alapjan értékeltem (Evanno et al., 2005). A fékomponensekre végzett
diszkriminancia analizist (DAPC) az R 4.1.0 szoftver ,,adagenet” programcsomagjaval
készitettem el (Jombart, 2008).

A mitokondrialis markerek esetén a nyers szekvencia adatokat a MEGA X
szoftverbe (Kumar et al., 2018) importaltam. A kromatogramok leolvasasa utan a
szekvenciakat trimmeltem és a Mega szoftverben a CLUSTALW (Higgins & Sharp,
1988) programmal illesztettem, majd az illesztést a DNASP6 (Rozas & Rozas, 1995)



szoftverbe importaltam FASTA formatumban és végeztem el a populécidgenetikai
szamitasokat. A polimorf bazishelyek alapjan azonositott haplotipusokat az NCBI
(National Center for Biotechnology Information), BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) programjaval ellendriztem (Altschul et al., 1990), illetve a citokrom
oxidaz 1. esetében a BOLD (Barcode of Life Data System) online elérhetd
(https://www.boldsystems.org/) programmal. A filogenetikai torzsfakat szintén a
MEGA X-el, a haplotipusok kozotti rokonsagi kapcsolatokat bemutatd halozati abrat
pedig a POpART szoftverrel (Bandelt et al., 1999; Clement et al., 2002) median-joining
haloval készitettem el.

3. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE
3.1. A kosiillé
3.1.1 A kdsiillon végzett mikroszatellit marker vizsgalatok

A kosiilld esetén a vizsgalatokhoz 13 a fogassiill6 fajban leirt marker (MS 420,
MS 417, MS 192, MS 384, MS 373, MS 703, MS 701, MS 704, MS 404, MS 395,
MSL-1) keriilt kivalasztasra. A PCR optimalizalas soran elsésorban a MgCl»
mennyiségét, a feltapadasi homérsékleteket és a ciklusszamokat véltoztattam meg,
hogy megteremtsem az idedlis reakcid koriilményeket. Két marker esetén (MS 423,
MS 424) a protokoll tobbszori valtoztatasaval sem sikeriilt terméket felszaporitani. Hat
marker (MS 420, MS 417, MS 192, MS 384, MS 373, MS 703) pedig a kapillaris
gélelektroforézis alapjdn monomorfnak bizonyult, vagy csak maximum kétféle
allélmérettel rendelkezett. Az MS 420-as marker esetében ezek 161 és 171-es allél
méretek, az MS 417-nél 266, az MS 192-nél 223, az MS 384-n¢l 266, az MS 373
esetében 180 és 190, az MS 703 markernél pedig kizarolag 170 bp hosszusagu
allélokat detektaltam. Végiil a Kanainé-féle siilld markerek (Kénainé et al., 2019a)
koziil 4 markerrel (MS 701, MS 704, MS 404, MS 395), illetve a mellé valasztott
szakirodalombol szintén siillére leirt és atemelt MSL-1 (Kohlmann & Kersten, 2008)
markerrel végeztem el a mikroszatellit elemzést, bizonyitva a markerek fajok kozotti
adaptalhatosagat.

A vizsgalt 3 populdcidban (Balaton, Duna, Tisza és Holt-Koros egylittes) a
legtobb allélt (n=11) az MS 704-es és az MS 395-6s markerrel tudtam kimutatni. A
markerenként legnagyobb frekvenciaval rendelkezd allélméretek 3 esetben is (MS
701, MS 704, MS 395) meghaladjak, vagy megkdozelitik az 50 %-ot. Egy mikroszatellit
marker alkalmazhatosaganak vizsgalatakor az ilyen magas allél frekvencia nem
feltétleniil jelent jot. Ha tobb allélméret van, és valtozatosabb a megoszlasuk, a marker
polimorfitasa is magasabb. A PIC (polimorf informacio tartalom) értékek alapjan az
altalam alkalmazott markerek mindegyike a rendkiviil informativ kategoriaba esett, ha
a populaciokat dsszességében nézziik. Az MS 701-es PIC értéke, akar csak az MS 704-
es¢ 0,63. Az MS 404-es¢ 0,76, az MS 395-6s¢é 0,71, az MSL-1-es¢ pedig 0,77. Ha a
populacidkra lebontva nézziik mindhdrom populacié esetében volt olyan marker, ami
az adott populacidoban csak mérsékelten informativnak bizonyult. Ezek a Balaton
esetében az MS 701, a Tisza és Holt-Koros egylittes esetében az MS 704 és MS404, a
Duna esetében pedig az MS 404 és MS 395.

A vizsgilt kosiillok esetében az dsszes egyedre nézve markerenkénti bontasban
elmondhato, hogy egyik marker esetén sem tapasztaltam szignifikéans eltérést a Hardy-


https://www.boldsystems.org/

Weinberg egyensulytol. Kiilon-kiilon vizsgalva viszont a 3 késiillé populaciot tobb
esetben is eltérést tapasztaltam az idealis allapottol. Csak az alacsony mintaszamu
Tisza_Holt-K&rds populécio esetében fordult eld nem szignifikans eltérés a 701-es €s
a 395-6s markere esetén. Mind a Balatonban, mind a Dundban heterozigdta hiany
figyelheté meg. Az Fis érték, mely a populdcidkon beliili differencialtsagot méri a
Balaton esetén 0,403, a Tisza Holt-Koros csoport esetén 0,351, a dunai késiilld mintak
esetén pedig 0,447 volt. Az adatok alapjan a harom kosiilld populacié koziil a
Tisza_Holt-Koros tiint a legvaltozatosabbnak az egyedek szintjén. A koefficiens
mindhdrom populacid esetén pozitiv értéket vett fel, ami alatdmasztja a Hardy-
Weinberg egyensulytol valo eltérés szignifikancia tesztjén kapott eredményeket és a
heterozigodta hidnyt. A Structure elemzés a 3 mintavételi helyrdl 6sszes vizsgalt egyed
esetén 2 klaszter elkiiloniilését tartotta a legvaldsziniibbnek 12 futasbdl az Evanno
modszer alapjan (Evanno et al., 2005).

3.1.2. A késiillon végzett mitokondrialis marker vizsgalatok

A harom késiillé populacié (Balaton, Tisza-Holt-Kords, Duna) mitokondrialis
genomjanak vizsgalatakor az n. kontroll régiot, azaz D-loop régiot vizsgaltam. Az
elemzést 68 balatoni, 10 Tisza Holt-Kords egységi és 34 dunai mintan végeztem el.
A PCR-ek mindegyik mintan sikeresnek bizonyultak. A szekvenalds utani illesztést
kovetden mintanként 849 bazispar hosszisagii szekvencia allt rendelkezésemre a
vizsgalatokhoz. A vizsgalt 849 bazisbol 8 bazis volt polimorf, és mind a 8 a
parszimonia szdmdra informativ helynek bizonyult.

A haplotipus diverzités értéke a 3 populaciora egyiittesen nézve (Hd): 0,6049,
mig a nukleotid diverzitas értéke (w): 0,001. Ha kiilon-kiilon nézziik az egyes
populécidkat a balatoni populéacié nukleotid diverzitasi mutatéi (z: 0,001 és Hd:0,65)
hasonl6 értéket vettek fel a harom populacio egyiittes értékeivel. A Tisza és Holt-
Koros egyiittese esetén m:0,0006, Hd:0,53, mig a Duna esetén m:0,005 ¢és Hd:0,43.
Osszesen 7 haplotipust tudtam elkiiloniteni. A balatonbdl mindegyik haplotipusba
kertiltek egyedek. A dunai populacioban 3 és a tisza-holt-korosi egység esetében 2
haplotipust talaltam. A leggyakoribb 1-es haplotipust (Hap 1) 64 késiillo egyed
hordozta, koztik vegyesen talalhatoak mindharom populaciobol (Balaton-Bal,
Tisza_Holt-Koros-THK, Duna-Du) mintak. A Hap 1 haplotipuson kiviil, a Hap 2 volt
amasik, mely mindegyik populécidban jelen volt. Ez az alacsony szintli mitokondrialis
diverzifikaltsag Osszefiigghet a korabbi mikroszatellit vizsgalatokban mért magas
heterozigdtahiannyal, ahol a populacidokon beliili egyedek kozotti differencidltsag
mérdszama (Fis) a Tisza-Holt-koros egység esetén mutatta a legkisebb
valtozatossagot.

A legnagyobb genetikai tavolsag (Fs: 0,001137) a Tisza_Holt-Koros és a
balatoni populacio kozott figyelheté meg. A Balaton esetén negativ Fu-féle Fs érték (-
0,89) novekvo populacid méretre utal, ezt tdmasztja ala, a Tajima féle -0,67-es D érték
1s. Orszéagos szinten a FAO statisztika is hasonld adatokat mutat, ahol a mintdzasi
id6szakban (2016 és 2017) az orszagos fogas 11 t-élosulyrol 13 tonnara emelkedett.
Bar ez biztaté eredmény, a mennyiség még mindig csekély a 2015-6s évben rogzitett
18 tonnas adathoz képest (FAO, 2019). Az NCBI adatbézisaiban végzett szekvencia
ellenérzés a nukleotid BLAST elemzéssel alatamasztotta az egyedek morfologiai
jegyek altal tortént azonositasat.



3.2 Az eziistkarasz

c sy

Az eziistkarasz esetében a 6 mintavételi helyrdl (Siofok (n=29), Ingé (n=18),
Kényavar (n=17), Hégyész (n=30), Sioéfok-Toreki tavak (n=19), Oszodi-berek (n=19))
43 polimorf bazis hely alapjan a 132 szekvenciabol 22 haplotipust tudtam
meghatarozni. A 22 szekvencia valtozatbol 9 olyan haplotipus van, mely minddssze
egy egyedben ¢és 7, ami csak két mintaban fordul el6, szemben a leggyakoribb 1-es
haplotipussal (HapDl 1), ami 46 egyedben van jelen. A harmadik legnagyobb
egyedszammal biré haplotipus, a 21-es (HapDI 21) csak az Oszodi-berek mintaiban
fordult el6. Ez a populécio6 az egyetlen, ami két teljesen elkiiloniilt haplotipusra oszlik
csupan, melyek a HapDI1 21 17 db és a HapDI1 22-es haplotipus 2 mintaval. A legtobb,
Osszesen 9 haplotipust a Siofoknal, a Balatonbdl mintazott populacié hordozta.

A legmagasabb haplotipus diverzitasi értéket (Hd:0,83) a Siéfokon mintazott
egyedek mutattdk, mig nukleotid diverzitas esetében a Siofok-Toreki tavak
eziistkarasz populacioja, ahol m: 0,13. Bar a Si6fok-Toreki mintak csak 4 haplotipusba
sorolodtak, ezért is az alacsony haplotipus diverzitasi szam, de két egyed is a 4-€s
haplotipusba (HapDI 4) keriilt. Ez a szekvencia valtozat tartalmazta a legtobb
polimorf bazist a tobbi haplotipushoz viszonyitva.

A taxondmiai besorolds egyik tdmpontja az NCBI GenBank-ban elérhetd
nukleotid adatbazis Osszehasonlitd szekvencia vizsgalat (BLAST) volt. A kapott
eziistkarasz haplotipusok standard nukleotid BLAST elemzése soran 7 haplotipus
(HapDI_3, HapDIl_4, HapDIl 6, HapDI 8, HapDI 11, HapDIl 13, HapDI_14)
szekvencidja a 22-bdl nagyobb hasonlosagot mutatott a karasz komplex mas tagjaival,
mint az eziistkarasszal. Az illesztések alapjan a HapDI 3, HapDI_6, HapDI_8,
HapDI_11, HapDI_13 és HapDIl 14 mind a Carassius auratus auratus-t, vagyis az
aranyhalat takarja, a HapDI_4, pedig a Carassius auratus buergerit, ami az aranyhal
egy japan alfaja. A sajat haplotipus szekvencidink taxonomiai besorolasanak
megerdsitése érdekében, valamint a kontroll régid taxondmiai elkiilonitésre alkalmas
markerként valé mitkdésének ellendrzésére, az egyes D-loop haplotipusokat hordozo
szekvencidkat megvizsgaltuk a mitokondrialis genom Citokrom b (Cyt.B.) és
Citokrom oxidaz 1-es alegységére (Co.l.) is.
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A Citokrom b vizsgalat soran a DnaSP6 szoftver a korabbi kontroll régio
alapjan meghatarozott 22 haplotipus referencia egyedeibdl a nukleotid diverzitas
alapjan minddssze 6 haplotipust azonositott.

A HapDI_4-es, HapDIl_6-0s és HapDI 11-es D-loop haplotipust, amiket a
korabbi BLAST elemzés a Carassius auratus auratus és Carassius auratus buergeri
nukleotid diverzitdsuk alapjan itt is kiilon csoportba keriiltek. A szintén eltérd
HapDI_8-as, HapDI_3-as és HapDIl 14-es haplotipus beolvadt a leggyakoribb
citokrom b csoportba a HapCb_1-esbe. A citokrom b csoportok BLAST elemzése
joval egységesebb képet mutatott. Mindegyik szekvencia Carassius gibelio
szekvenciakkal keriilt egy besorolasba, raadasul szemben a D-loop értékkel a legtobb
esetben mind a query, mind az identity értéknél 100%-os egyezéssel.



3.2.3. Az eziistkarasz Citokrom oxidaz 1 vizsgalata

A mitokondrialis genom 3 régi6jabol a Co.I. marker mutatta ki a legkevesebb,
minddssze 4 haplotipus csoportot. A 4 Co.l. csoport BLAST analizisének eredménye
felhivja a figyelmet az online adatbazisok korlataira, és a feltdltott adatok kritikus
kezelésére. Az NCBI BLAST standard nukleotid elemzése 2 haplotipust is (Co.l. 1,
Co.l._3) Carassius auratusként azonositott. A citokrom oxidaz 1 régiot barkod-
régionak is nevezik. A szekvencia alapjan végezhet6 keresésre egy kiilon adatbazist is
létrehoztak. A BOLD (The Barcode of Life Data System) rendszerben (web) szintén
lehet a szekvencidk FASTA formatumu illesztése alapjan azonossagokat keresni. Az
eredmények atfedésben alltak a két adatbazisban, mig a Co.l._1-et és a Co.l._3-at
Carassius auratusként, addig a Co.l._2-t és Co.l.-4-et Carassius gibelioként
azonositotta a rendszer. Ennek ellenére a szekvencia azonositdsokat nagy
koriiltekintéssel €s minél tobb molekularis genetikai markerrel érdemes ellendrizni,
mert az ilyen jellegli informatikai adatbazisok még nem képesek onalléan kisziirni a
hibdkat, melyek a pontatlan feltoltésekbdl, rosszul meghatarozott szekvencia
sorrendekbdl €s a téves rendszertani egységekbe osztott egyedektdl szarmazd mintak
elemz¢sébdl adodnak.

3.3 Agarda
3.3.1 Mikroszatellit markerek adaptacidja garda fajra

Mivel a gardat (Pelecus cultratus) mindezidaig nem vizsgaltak mikroszatellit
markerekkel, nagyon kevés eldzetes vizsgalat, vagy kiindulasi alap allt rendelkezésre.
A mitokondrialis markerek mellett célom volt egy atfogobb fajspecifikus vizsgalat
mikroszatellit markerekkel. Mivel kosiillo esetén is bizonyitottan mikddott a fajok
kozotti marker adaptacio, elsd korben a kdzeli rokon fajokbdl igyekeztem mar miikodo
mikroszatellit markereket adaptalni (Baerwald & May, 2004; Barinova et al., 2004;
Urbankova et al., 2013; Hosseinnia et al., 2014). Akarcsak a kosiillo esetén, a valtozo
értékek a PCR protokoll optimalizalasa soran itt is els6sorban a MgCl, mennyisége, a
primerek feltapadasi hdmérséklete és a ciklusszamok voltak.

Osszesen 11, a szakirodalom alapjan vélasztott mikroszatellit markert
teszteltem. A 11 markerbdl a protokollok optimalizaldsa utan 5 marker esetén sikertilt
PCR terméket felszaporitani (Albi22, Albi6l, Albi462, Gob28, CypG24), de ezek
koziil 2 marker esetén (Albi462, CypG24) annyi altermék ¢és egyéb fragment
szaporodott fel, hogy az eredmények kiértékelhetetlenek voltak, és tovabbi
optimalizalassal sem sikertilt csokkenteni a ,,zaj” mennyiségét. Hirom marker (Gob28,
Bll, Albi22) a Kkapillaris gélelektroforézis eredményei alapjan monomorfnak
bizonyult. Egyetlen mikroszatellit marker, az Albi 61 bizonyult polimorfnak, de az is
pusztan 3 alléllal rendelkezett. Egyetlen harom allélos mikroszatellit marker
Onmagaban populaciogenetikai vizsgalatra nem alkalmas.



3.3.2. A garda mitokondrialis vizsgalata

A harom garda (Pelecus cultratus) populaci6 (Balaton, Fert6, Lengyelorszag)
illesztettem. Az igy kapott 803 bazispar hosszii konszenzus szekvencidk szoftveres
elemzésekor 5 haplotipust mutattam ki. A haplotipus csoportokat meghatarozo 4
polimorf bazis helybdl kettd bizonyult filogenetikai szempontbol informativ
pozicionak. Mind a mintaszdmok, mind a mintavételi helyek kozotti foldrajzi tavolsag
alapjan ez a valtozatossag rendkivil alacsony, gondoljunk csak a 8 mintaval tobb
eziistkarasz allomany soran kapott 22 haplotipusra. Az egyedek tobbsége radadasul
(104 minta) a 125-bdl a leggyakoribb 1-es haplotipust hordozza.

A Lengyelorszagban taldlhatd Visztula-laginabol szarmazdé mintak
mindegyike ebbe a leggyakoribb csoportba tartozik. A masodik haplotipus (Hap 2)
kizardlag a Fert6bdl szdrmazé mintakbol kertiilt eld, a Hap 3, Hap 4 és Hap 5-0s
haplotipust pedig csak balatoni mintdk hordoztdk. A balatoni gardak esetén talalhato
tehat a legtobb haplotipus. A csak fertéi mintdkban eléforduld Hap 2-esen kiviil
mindegyik haplotipusban taldlhaté balatoni minta, beleértve a két ritka Hap 4 és
Hap_5-6t is. A teljesen homogén lengyel Visztula-laginabol szdrmazo populaciod
esetében a populacion beliili genetikai differencidltsagi szamitasoknak nincs értelme,
hiszen a vizsgalt szekvencidk alapjan nem volt kimutathat6 valtozatossag az egyedek
kozott.

A haplotipus diverzitas (Hd) értéke a Fert6 esetén 0,7 (£ 0,05), a Balaton
esetében pedig 0,41 (£ 0,08). Bar a fertéi mintak csak két haplotipust hordoznak, de
azt fele akkora mintaszambol (n:23), mint a balatoni. A Fu-féle Fs érték mutatja a
legnagyobb kiilonbségeket a két populacié esetében. Mig a Balatonnal -4,09, addig a
fertdi populdcidban pozitiv értéket vett fol (1,28). A negativ érték a Balaton esetén
akar egy nemrég bekovetkezo 1étszam novekedésre is utalhat. A Fu-féle Fs alapjan a
Fert6 esetében feltételezhetd, hogy a populacio a 2017-es mintazasi évet megelézden
palacknyak effektuson esett keresztiil. Mivel a fertéi garda populacié egy dshonos,
onfenntartd populacio egy esetleges betegség vagy barmilyen kiilsé tényezd, mely
létszam csokkenéssel jar, konnyen elérheti ezt a hatast. A Tajima féle D-érték a
Balaton esetében -1,67, mig a Fert6i populacidban pozitiv 1,23-as értéket vett f6l. A
negativ érték a populacidodinamikai vizsgalatoknal a mutéacios rata novekedésébdl
fakadhat, mely 6sszhangban all a pozitiv Fu-féle Fs érték alapjan becsiilt novekvo
allomannyal.



4. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK
4.1. Marker adaptalhatésag rokon fajok kozott

A kosiille (Sander volgensis) esetén a marker adaptacio Osszességében
sikeresnek bizonyult. A kivalasztott 13 siilld mikroszatellitb6l minddssze 2 marker
(MS423, MS424) volt, melyekkel a protokollok tobbszori valtoztatdsa utan sem
sikeriilt a PCR soran terméket felszaporitani. Hat marker (MS 420, MS 417, MS 192,
MS 384, MS 373, MS 703), melyek a siillé fajban polimorfnak bizonyultak (Kéanainé
et al., 2019a), a vizsgalt kosiilld populaciok esetén monomorfnak mutatkoztak, vagy
csupan 2 all¢élt hordoztak, igy nem alkalmazhatoak a fajban populéaciok diverzitdsanak
mérésére. A PIC értékek alapjan az 5 kell6 mértékben polimorf marker (MS 701, MS
704, MS 404, MS 395, MSI-1) mindegyike alkalmasnak bizonyult a magyar kosiillé
populaciok vizsgalatdhoz. Az eredmények alapjan azonban elmondhato, hogy a
kiilonb6z6 fajok kozotti marker adaptacidkor nemcsak a polimorfitds mértéke
kiilonbozhet, de az egyes mikroszatellit markerekkel detektalt allélméretek is.

Atfogdbb vizsgilatokhoz a késiilld populaciok genetikai hatterét illetéen
tovabbi nuklearis markerek bevonasa javasolt, mely tobbek kdzott a rendelkezésiinkre
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A garda (Pelecus cultratus) esetében a marker adaptacié nehezebb volt, hiszen
nincs olyan koézeli rokona, mint a késiillének a fogassiilld, mivel a garda a Pelecus
nemzettség egyetlen tagja. Szakirodalmi adatok alapjdn 11 markert Kkeriilt
kivélasztasra 5 kozel rokon, a pontyfélék csalddjaba tartozé fajtol, melyek a sujtisos
kiisz (Alburnoides bipunctatus), bodorka (Rutilus rutilus), ponty (Cyprinus carpio),
fenékjaro6 kiillé (Gobio gobio) és a vaskos csabak (Leuciscus souffia) voltak. A 11
kivalasztott markerbdl 6 marker esetén sikeriilt PCR terméket amplifikdlni, ami bar
picit tobb, mint 50%, de messze elmarad a kdsiillénél mért eredményességtol.

Onmagaban egy marker nem elég egy populaci6 jellemzésére, de a jovSben, ha
sikeriil Ujabb markereket adaptalni, vagy konyvtar-készitéssel izolalni, mar
lehetdséglink lesz egy atfogobb vizsgalatra. Jelen munka pedig bizonyitja, hogy az
adaptacié nem lehetetlen, még olyan fajok esetében sem, melyek 6nallé genuszba
tartoznak. Bar ennél a vizsgalt populaciondl a markerek tobbsége, melyekhez sikertilt
miikodé PCR protokollt 1étrehozni, monomorfnak bizonyultak, mas, genetikailag
valtozatosabb allomanyokon lehetnek polimorfak.

4.2. Késiillé populaciégenetikai vizsgalatok

Az 5 darab siillébdl izolalt polimorf mikroszatellit marker (MS 701, MS 704,
MS 404, MS 395, MSL-1) és a mitokondrialis genom kontroll régidja (D-loop)
alkalmasnak bizonyult a Balaton, a Duna ¢és Osszevonva a Tisza és Holt-Koros
populacidibdl vett mintdk genetikai diverzitasvizsgalatara. A mikroszatellitek esetén
érdemes lenne tobb markert is bevonni a késdbbi vizsgalatokba, valamint a Tisza és
Holt-Koros teriiletérdl tobb mintat begytijteni, de ez ekkora teriiletr6l nehezebb
feladat. Mivel a koésiillé kiemelten kedvelt a horgaszok korében, érdemes lenne a
jovében a mintazasok kapcsan felvenni a kapcsolatot a kornyéken 1évé horgéasz
szovetségekkel.



Mind a mikroszatellit markerek esetén kimutathatd egyedi allélszam, mind a
mitokondrialis genom D-loop régidja alapjan meghatarozott haplotipusokat
figyelembe véve elmondhatd, hogy a balatoni késtillé populacié olyan ritka genetikai
hattérrel rendelkezé egyedeket tartalmaz, mely alapjan a populécio értékes genetikai
eréforrds lehet az esetlegesen besziikiilt genetikai hattérrel rendelkezd kisebb
allomanyok vérfrissités¢hez, illetve uj alloméanyok létrehozasahoz.

A populaciok kozotti genetikai tdvolsagok a vartnal kisebbek, am aranyosak a
foldrajzi tavolsadgokkal, vagyis a foldrajzilag két legtavolabbi allomany kozott a
legnagyobb a genetikai kiilonbség. Mindez lehet horgasz célu telepitések
kovetkezménye, amelyet kevés, esetleg dunai, vagy balatoni eredetli tenyészallat
felhasznalasaval végeztek.

Mivel méar rendelkezésiinkre allnak miikodé markerek és protokollok, az
eredmények alapjan érdemes lenne egy masodik mintazasi és vizsgalati kort tartani,
tobb egyed ¢és populacido bevonasaval. Ez megvalaszolhatnd, hogy az eddigi
ellendrizetlen telepitések milyen hatassal vannak a kdsiillé természetes allomanyaira,
vagy hogy a populaciokat a mintavételkor jellemz6 diverzifikaltsag tovabb romlott-¢,
illetve (mivel a FAO adatai k6zott jelenleg az utolsoé fogasi adat 2018-as), sziikséges
lenne ezen adatokat is frissiteni, hogy atfogobb véleményt lehessen mondani, a hazai
alloményok allapotarol.

4.3. Eziistkarasz populacidégenetikai vizsgalatok

A 22 haplotipusnak, amit a mitokondrialis vizsgéalat soran kaptunk t6bb mint a
fele csak 1 vagy 2 mintaban volt jelen, ami a hazai allomany valtozatos szarmazasara
elkiilontilése. Az innen mintazott halak mindossze két, a tobbi populaciotdl teljesen
elkiiloniilt haplotipust hordoznak. Az Oszddi-berek méara mar nemesak foldrajzilag, de
genetikailag is teljesen elszigetelt populacid. Annak oka, hogy a szintén tobbi
mintavételi hellyel ¢16 kapcsolatban nem all6 Hogyész miért hordoz vegyesen tobbféle
haplotipust, és miért nem alakult ki ott is egy, csak arra a tora jellemzd eziistkarasz
allomany, nem ismert, de nagy valoszinliséggel magyarazhatdé a tavon ¢és
vizrendszerén végzett telepitésekkel.

A tobbitdl legeltérdbb szekvencidaval rendelkezé egyedek a nukleotid
diverzitasok alapjan a Si6fok-To6reki populacioban voltak. Ez a populacié volt az, mely
ravilagit, hogy az un. karasz komplex tagjai kapcsan a szakirodalomban fellelhetd
taxondmiai kérdéseknek itthon is van 1étjogosultsaga. Erre utal a BLAST analizis
eredménye, mely kimutatta a fenotipusosan egyértelmiien eziistkarasz mintadk kozott
jelenlévé 5 Carassius auratus auratus haplotipust, illetve a Carassius auratus
buergeri haplotipust. A Citokrom b marker alapjan tortén6 BLAST keresés a
fenotipusnak megfeleléen mindegyik korabbi D-loop haplotipust Carassius gibelio-
ként azonositotta.

A Citokrom oxidaz 1. régiok illesztése a BOLD rendszerben, valamint a
BLAST vizsgélatok a haplotipusok egy részét szintén aranyhal eredetlinek jelezték,
akarcsak a D-loop. Mindez lehet az aranyhalak és az eziistkarasz kozotti hibridizacio
kovetkezménye, amely jelenség jol ismert €s igy mar hazankban is bizonyithatd. Az
ilyen egyedek esetén ajanlott lenne a nukledris DNS ilyen iranyl vizsgélata is.
Ugyanakkor az is feltételezhetd, hogy az adatbazisokba tévesen rogzitett vagy



azonositott szekvencia adatok is bekeriiltek, ami helytelen taxonémiai azonositashoz
vezethet. Ezek alapjan, az eziistkarasz vizsgalatokban a kétes fenotipusu halak
esetében, illetve mas markerek alapjan kétes eredetli szekvencidk azonositasara
javasolt tobb marker és adatbézis hasznalata.

Jelen eredmények alapjan nagyon valoszinli, hogy a karasz komplex tagjai
kozotti hibridizacio lezajlott a vizsgalt vizgy(jtén, és ennek koszonhet6 a Carassius
auratus aruatus és a Carassius auratus buergeri szekvencia megjelenése a mintak
kozott.

4.4. Garda populaciogenetika vizsgalatok
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populacio esetén aggasztd eredményt hozott. A kozosségi jelentdségli halfajként
szamontartott dshonos garda populacidi rendkiviil alacsony diverzitdst mutattak a
mitokondrialis D-loop marker alapjan. A 125 egyed szekvencidi alapjan azonositott,
minddssze 5 haplotipus rendkiviil kevés. A mintdk tobb mint 85%-a ugyanazt a
szekvencia variaciot hordozza, ami rendkiviil meglepd tekintve, hogy a mintak egy
része a referenciaként bevont lengyel Visztula-lagiinai populaciébdl szarmazik, ami
foldrajzilag meglehetdsen tavol esik a tobbi populaciotél. Ennek ellenére a lengyel
mintak nem kiiloniiltek el a magyartdl, s6t egyetlen, a leggyakoribb haplotipusba
sorolodnak. A lengyel garda populdcié ugyanis mitokondrialisan teljesen homogén.
Egy fokkal nagyobb diverzitast mutat ezen a szinten a fertdi populacid, ahol az
egyedek két kiilon haplotipust hordozé csoportba keriiltek. Bar a kétféle haplotipus
sem tul eldnyds diverzitds szempontbol, (arra utal, hogy minddssze két Osi anyai
vonalrol szarmazik a teljes vizsgalt allomany), kiilonosképpen egy -elszigetelt
populécio esetén, de ki kell emelni, hogy ebbdl az egyik csoport (Hap 2) csak a Fertére
jellemzd, ezaltal igen értékes.

A jovében érdemes lenne még tobb mikroszatellit markert adaptalni vagy
izolalni és egy nagyobb volumenii munka keretében tovabbi informaciokat begyiijteni
a vizsgalt teriiletek garda populaciéirol. Uj SNP vagy mikroszatellit markereket
fejleszteni, és a garda allomanyok nuklearis genomjat is megvizsgalni azokkal. Ha a
nukleéris markerek esetén is ilyen alacsony diverzitas figyelhetd meg, a faj érdekében
érdemes lenne génmegdrzési 1épéseket tenni. A garda, mint k6zosségi jelentdségl
halfaj megdrzése a torvény altal is kimondva az eurdpai kozosség kiemelt feladata. Ha
az allomany genetikai homogenitasa tovabbi aldtdmasztast nyer, az azt jelenti, hogy
akar egyetlen ismeretlen betegség megjelenése az egész allomanyt veszélyezteti.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Vizsgalataim alapjan az 0j tudoményos eredmények:

1. A PCR protokollok optimalizalasaval 11 mikroszatellit markert (MS 420, MS 417,
MS 192, MS 384, MS 373, MS 703, MS 701, MS 704, MS 404, MS 395, MSL-1)
sikeresen adaptaltam fogassiilld6 (Sander lucioperca) fajbol késiillére (Sander
volgensis) és egy 1 mikroszatellit markert (Albi61) sujtasos kiiszb6l (Alburnoides
bipunctatus) gardara (Pelecus cultratus).

2. Ot tjonnan adaptalt és polimorf mikroszatellit markerrel (MS 701, MS 704, MS
elvégeztem 3 magyar koésiilld allomany (Balaton, Duna, Tisza Holt-Koros)
populaciogenetika vizsgalatat. Megallapitottam, hogy a populaciok eltérnek a Hardy-
Weinberg egyensulytdl, és koziilik a balatoni hordozza a legegyedibb, ezaltal
génmegOrzési szempontbdl a legértékesebb genetikai hatteret.

3. Hérom, a szakirodalomban mar korabban jol jellemzett mitokondrialis genetikai
markerrel (Citokrom b, Citokrom oxidaz 1-es alegység, D-loop) elvégeztem a Balaton
és vizgyljtoteriiletén talalhatdo 5 és egy tovabbi eziistkarasz (Carassius gibelio)

tagjainak taxondmiai azonositasara leginkabb alkalmas markert (Cyt.B).

4. Bizonyitottam, hogy a magyarorszagi eziistkarasz allomanyban aranyhal eredetli
mitokondrialis genomot hordozo6 egyedek is megtalalhatoak.

5. A vilagon elséként populacidogenetikai vizsgalatot végeztem 2 magyar és 1 lengyel
garda populédcion. Megallapitottam, hogy mind a hazai, mind a lengyel populécidok
aggasztdan homogén genetikai hattérrel rendelkeznek.
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