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1. BEVEZETES

A népesség novekedésével jard élelmezési problémak megoldasa korunk egyik
legnagyobb kihivasa, melynek elérésében az akvakultira biztositotta élelmiszertermelésnek
hatalmas szerepe lehet. Az ENSZ Elelmezési és Mezdgazdalkodasi Szervezete (FAO, Food and
Agriculture Organization of the United Nations) adatai alapjan a vizi szervezetek
feldolgozasabol szarmazd é€lelmiszertermelés az 1950-es évek ota novekvo tendenciat mutat,
2020-ra elérte az évi 178 millié tonnat. Ennek a mennyiségnek a 49%-a (88 millié tonna)
akvakultaras termelésbdl és 51%-a (90 milli6 tonna) természetesvizi fogasbol szadrmazik.
Megemlitendé ugyanakkor, hogy a természetesvizi fogds mennyisége mar az 1970-es, 80-as
években lassuld iitem{i novekedést mutatott, a 90-es évek Ota pedig inkabb stagnal, melynek
hatterében feltehetéen antropogén hatdsok (tulhaldszat, kornyezetszennyezés, ¢él6hely
degradacio) allnak. A dinamikusan fejlédé akvakultira agazat az egyre novekvo
¢lelmiszerigény kielégitésére a természetesvizi fogasoknal fenntarthatobb megoldast kinal.

Az afrikai harcsa (Clarias gariepinus BURCHELL, 1822) a Siluriformes rendbe, a
Clariidae csaladba tartoz6, Afrikaban, Torokorszag déli részén, Libanonban, Sziridban,
Izraelben és Jordaniaban 6shonos halfaj. Konnyen kontrollalhaté szaporodasa €s magas
kornyezeti tolerancidja miatt akvakulturas termelésre rendkiviil alkalmas, emiatt napjainkra a
vilag szamos orszagaban, Afrikan kiviil Europaban (Magyarorszag, Hollandia, Olaszorszag),
Azsiaban (Kina, India, Thaifld) és Dél-Amerikéban (Brazilia) is tenyésztik. Betegségekkel
szemben ellenalld, a vizmindségre viszonylag érzéketlen. Masodlagos 1égzdszervének
koszonhetden a 1égkori oxigént is képes hasznositani, emiatt nagy telepitési stirliséggel (700-
1000 kg/m?) tarthatd, emiatt tenyésztése soran magas hozam érheté el (HAVASI, 2014).
Novekedési erély ¢és takarmanyértékesités szempontjabdl kimagaslo, 0,9-1,3-as
takarmanyegyiitthatd mellett koriilbeliil 5-6 honap alatt eléri a piaci (1,2-1,5kg) méretet
(RaDICS, 1990). A himek névekedési erélye és taphasznositasa (HENKEN ET AL., 1987),
valamint filé kihozatala (FAO, 2010) is meghaladja a néstényekét, igy termelési szempontbol,
sok mas gazdasagilag fontos halfajhoz hasonloan, eldny6s lenne egyivart termelési populaciot
1étrehozni. Egyivara populaciok termelése soran a gazdasagilag fontos paraméterek javulasa
mellett egyéb elényoket is leirtak: sok halfajnal megfigyelték példaul a szexualis viselkedés
kovetkeztében kialakulod agresszio csokkenését, valamint az allomany szétnovésének és ezaltal
a kannibalizmus jelenségének csokkenését (BEARDMORE ET AL., 2001). Emellett nem

elhanyagolhaté szempont, hogy idegenhonos fajok esetén az egyivari populaciokbol



esetlegesen a természetes vizekbe kiszabaduldé egyedek nem képesek szaporodoképes
allomanyt létre hozni.

A monoszex allomanyok kialakitasa érdekében végzett barmilyen ivar manipulédcios
eljarashoz elengedhetetlen az adott faj ivardeterminacids mechanizmusanak, ivari fejlédésének
részletes ismerete. Az afrikai harcsa Magyarorszagon a ponty utan a legnagyobb mennyiségben
termelt halfaj, termelése vilagszinten meghaladja a 200.000 tonnat (FAO, 2010). Kiemelt
gazdasagi jelentOsége ellenére még ivardeterminacidos mechanizmusarél is ellentmondasos
eredményekkel rendelkeziink (GALBUSERA ET AL., 2000; LIU ET AL., 1996; NGUYEN ET AL.,
2021a; OzOUF-COSTAZ ET AL., 1990; VARADI ET AL., 1999), az ivarhoz kotott gének korai
expresszids mintazatait pedig ivaronként még nem vizsgaltak. Annak ellenére, hogy a tejesek
elényosebb gazdasagilag fontos fenotipusos tulajdonsagokkal rendelkeznek, jelenlegi tudasunk
szerint nem léteznek egyivart termelési allomanyok sem. Bizonyos szerzék szerint (SANTI ET
AL., 2016; SANTI ET AL., 2017) az afrikai harcsa genetikai ivardeterminacidjat kornyezeti
hatasok feliilirhatjak, az ivadékokat magasabb hémérsékleten nevelve egyes csaladokban akar
100%-o0s him ivararany is elérhetd, mely termelési szempontbdl hasznos lehet.

Az afrikai harcsat eldszor az 1980-as években importaltdk Magyarorszagra
Hollandiabol, kutatasi célbol, ugyanis biologiai kutatdsokra is széles korben alkalmazzak
(RADICS ET AL., 1994). JelentOségét mutatja, hogy az 1980-as évek Ota az afrikai harcsaval
kapcsolatos publikaciok szama évrél-évre né: 2022-ben az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) adatbazis alapjan 78 afrikai harcsaval kapcsolatos cikk jelent meg.
Az ivardetermindcio, illetve az ivari fejlddés molekularis vizsgalata egy modell allaton,
nagyban hozzajarulhat a gerincesekre jellemz6 folyamatok megértéséhez is. Emellett, a
homérséklet hatasa az ivari fejlodésre sok hal és hiill6 faj szempontjabol fontos lehet, hiszen

vizeink melegedése a globalis felmelegedés hatasara az egész éldvilagot érinti.



2. CELKITUZESEK

Kutatasom f6 célja az afrikai harcsa ivardetermindciés mechanizmusanak, illetve korai
ivari fejlédésének feltarasa volt. Specifikus célokként a kovetkezdket tliztem ki magam elé:

1. A kutatocsoportunk elddjében izolalt him-specifikus CgaY 1 marker tobbgeneracios
validalasat magyarorszagi €s vietnami afrikai harcsa allomanyokon.

2. Néhany, masok altal izolalt ,,mérsékelten ivarhoz kotott” ivari marker tesztelését.

3. A masok altal javasolt hdmérséklet-okozta ivaratforditas jelenségének vizsgalatat
magyarorszagi afrikai harcsa allomanyokon.

4. Uj, ivarhoz kotott SNP markerek izolalasat nagy ateresztéképességii szekvenalassal.
A korai, ivari fejlddésben szerepet jatszd gének kifejezédésének ivaronkénti
vizsgalatat a fejben és a torzsben, az ivari differencidlodds kezdetének térbeli és

id6beli pontositasa érdekében.



3. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

3.1. Ivardeterminacio halaknal

Az ivari fejlédés az ivardeterminacié (SD, sex determination) és az ivari
differencialodas folyamatait foglalja magéaba. Az ivardeterminaci6 meghatarozza, hogy egy
adott organizmus a him vagy a n6i nemi differencialodas utjat fogja-e¢ kovetni, az ivari
differencialodas soran pedig olyan molekularis és sejtes folyamatok zajlanak le, amelyek révén
a bipotencialis gonad herévé vagy petefészekké fejlodik (DEVLIN & NAGAHAMA, 2002).
Ivardeterminaciés mechanizmus alapjan beszélhetiink genetikai (GSD, genetic sex
determination) ¢és kornyezeti (ESD, environmental sex determination) ivardetermindciorol
(ANGELOPOULOU ET AL., 2012; VALENZUELA ET AL., 2003). GSD esetén az ivar mar a
megtermékenyités pillanatdban elddl és az ivarok kozti kiilonbséget egy vagy tobb kisebb-
nagyobb genotipusos kiilonbség hatarozza meg. A genotipusos kiilonbségek alapjan
beszélhetiink egy lokuszos, poligénes, illetve ivari kromoszémalis ivardetermindcios
rendszerekr6l (RAMOS & ANTUNES, 2022) A legdsibb ivardeterminaciés mechanizmus a
poligénes szabalyozas, amikor az ivart a genomban elszortan elhelyezkedd tobb, kisebb-
nagyobb szakasz egylittesen alakitja ki (SCHARTL ET AL., 2023). Ha ezek egy kromoszomara
vagy kromoszomaparra rendezddnek az evollicid soran, akkor beszéliink kromoszomalis
ivardeterminaciorol, ilyenkor vagy a néi (ZW) vagy a him (XY) ivar rendelkezik kiilonb6z0,
azaz heterogametikus ivari kromoszomakkal. Léteznek dozisfiiggd (XX/XO vagy ZZ/Z0),
illetve tobb ivari kromoszomabol allo (példaul XX/XY1Y2) rendszerek is (PENMAN &
PIFERRER, 2008).

Az emldsok Osszes fajara altaldnosan jellemz6 ivardeterminaciés mechanizmus a him
heterogametikus kromoszomalis (XX/XY), mig madaraknal a néi heterogametikus (ZZ/ZW)
rendszer (BAKLOUSHINSKAYA, 2009; GRAVES, 2014). Emlésok esetén, az elkiiloniilt him ivari
kromoszoman (Y) talalhato ivardeterminalo gén, az SRY (Sex-determining region on Y
chromosome) alakitja ki a him ivart (BERTA ET AL., 1990; SINCLAIR ET AL., 1990), az X
kromoszémak szamatol fiiggetleniil, XXY kromoszomaval rendelkezé egyedeknél is (JACOBS
& STRONG, 1959; WELSHONS & RUSSELL, 1959). A madarakra azonban maig nem sikeriilt egy
altalanos, ndi ivart determinald gént taldlni a W kromoszoman, emiatt feltételezik, hogy a Z

kromoszoman talalhat6 DMRT1 dozis-fliggé modon alakitja ki a him ivart (GRAVES, 2014).



A halak csoportja ivari szabdlyozas szempontjabdl rendkiviil valtozatos, kozeli rokon
fajoknal is talalhatunk kiilonb6z6 ivardeterminacios rendszereket. A vizsgalt halfajok tilnyomo
tobbsége nem rendelkezik elkiiloniilt ivari kromoszoémakkal. Ezekben az esetekben kariologiai
vizsgalattal nem lehet az ivardeterminaciés mechanizmust feltarni (DEVLIN & NAGAHAMA,
2002). A halak kozott a gonokronisztikus (valtivara) fajok mellett talalunk hermafrodita fajokat
IS.

A GSD ¢és az ESD elofordulhat keverten is, azaz a genetikai tényezOk altal
meghatarozott ivart kiilonbozé kornyezeti hatasok (példaul egyedstirtiség, oxigénhianyos
kornyezet, pH, szocialis statusz és nem utolso sorban a hdmérséklet) feliilirhatjak (BAROILLER
ET AL., 2009a). A hémérséklet hatasat az ivardeterminaciora ez idaig tobb, mint 50
csontoshalfaj esetében irtak le, azonban ezek ritkan rendelkeznek tisztan hémérséklet altal
meghatarozott ivardeterminacioval (TSD, temperature-dependent sex determination),
leggyakrabban a genetikai szabalyozas és a homérséklet egyiittes hatasa figyelhetd meg
(GSD+TE, genetic sex determination + temperature effect) (OSPINA-ALVAREZ & PIFERRER,
2008).

A rendkiviili valtozatossag, mely a halak SD mechanizmusara, féként az elsddleges
ivardeterminalé faktorokra jellemz6, valdszintsiti, hogy az ivar determindcidjaért felelds
mechanizmusok a gerincesek evoltcidja soran tobbszor kialakultak (GRAVES, 2008; GRAVES
& PEICHEL, 2010). Az afrikai siigereknél (Cichlidae csalad) példaul 14 egymastdl fiiggetleniil
fejlodé ivarmeghatarozo 16kusz 12 kiilonboz6 kromoszoéman talalhatdé (GAMMERDINGER &
KOCHER, 2018). Emellett 1étezik egy feltételezés, miszerint az elsédleges ivardeterminald
faktorok tobbségében lentrdl felfelé (,,bottom-up™), azaz az ivardeterminécids kaszkad késdbbi
(downstream) elemeibdl alakultak ki (ADOLFI ET AL., 2021; WILKINS, 1995).

Az elobbiek alapjan lathatd, hogy a csontoshalakban nem talalunk egy altalanos
ivardeterminacidos mechanizmust, emiatt ismereteink a halak genetikai ivarmeghatarozasara
vonatkozéoan a mai napig rendkiviil limitaltak, még olyan fajok esetén is, amelyek a
legegyszeriibb monofaktorialis GSD rendszerrel rendelkeznek (1. tablazat). Napjainkig csak
néhany ivardeterminalé ,,mestergént” (MSD, master sex-determining) irtak le csontoshalaknal:
els6ként a dmy-t japan medakaban (Oryzias latipes), mely valoszintileg a dmrtl (DM-related
transcription factor 1) autoszomalis génbdl keletkezett egy genom duplikacio soran (MATSUDA
ET AL., 2002). A DMRT a transzkripcios faktorok egy olyan csaladja, melyek egy erésen
konzervalt DNS-kot6 doménnel, az Ggynevezett DM doménnel rendelkeznek, nagyszamu
célgén transzkripcidjat szabalyozzak és képesek mind aktivaciora, mind repressziora (KOPP,

2012). Késobbi kutatasok soran tobb, DM doménnel rendelkezd transzkripcios faktort is
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azonositottak, mint MSD gént a csontoshalak korében, példaul a dmy-t Oryzias curvinotus
(TANAKA ET AL., 2007) vagy a dmrtl-t Cynoglossus semilaevis (CHEN ET AL., 2014) fajokban.

A DMRT csalad mellett mas transzkripcids faktorok is betdlthetik az MSD gén szerepét,
ilyen példaul a sox3 Oryzias dancena (TAKEHANAET AL., 2014), a sox2 Scophthalmus maximus
(MARTINEZ ET AL., 2021) vagy az sdY Oncorhynchus mykiss (YANO ET AL., 2012) fajokban. A
Yano ¢és munkatarsai altal leirt sdY (sexually dimorphic on the Y chromosome) transzkripcios
faktor érdekes modon az irf9 (interferon regulatory factor 9) génnel mutat homologiat, melyet
mas fajokban az interferonokra adott immunvalasz szabalyozasaval kapcsolatban irtak le (FINK
& GRANDVAUX, 2013). A SOX (Sry-related HMG box) géncsalad részletes leirasat lasd 3.5.1
fejezetben. A Gadus morhua (KIRUBAKARAN ET AL., 2019) fajban leirt zky MSD gén egy, a
cink-ujj proteinek csaladjaba tartozo fehérjét kodol, melyek kiilonb6z6 DNS és RNS szalakhoz
kotddo transzkripcids faktorok. A fentiek koziil néhany gén a rokon fajokban is hasonld
funkciot 1at el: példaul az sdY a lazacfélék tiz fajaban az elsédleges jel az ivardeterminaciod
folyamataban (YANO ET AL., 2013), ugyanakkor kozeli rokon fajokban (lasd az Oryzias
fajokban) is eléfordulhat, hogy mas-mas faktor t6lti be az SD gén szerepét.

A transzkripcios faktorok mellett hormon receptorokat vagy szekrécios fehérjéket
kodold gének is lehetnek MSD gének. Ilyenek példaul a TGF-f szignaltranszdukcids 1t tagjai
(1. abra), melyek transzmembran szerin-treonin kindzokon keresztiil olyan intracellularis
folyamatokat indukalnak, melyek SMAD fehérjék (transzkripcids faktorok) altal szabalyozzak
a célgéneket (PANET AL., 2021). Szekvencia homologia alapjan négy csoportra bonthatjuk éket:
i) TGF-p sensu stricto; ii) csontmorfogenetikai fehérjék (BMPk, bone morphogenetic proteins);
iii) aktivinek, inhibinek, novekedési és differencialodasi faktorok (GDF, growth and
differentiation factors); és iv) tavoli tagok.

Az utolso (iv) csoportba tartozik az AMH (Anti-Miiller hormon) szekrécios fehérje és
ennek receptora az amhr2 (anti-Miiller hormon receptor 2). Az amh tutvonal az emlésok
himjeiben nem az elsddleges ivardeterminalé faktor, de sziikséges a herék kialakulasahoz: a
him embrionalis fejlédés soran a Miiller-cs6 regresszidjat okozza (MULLEN ET AL., 2019). A
valodi csontoshalak (Teleostei) nem rendelkeznek Miiller-csével, az amh gén tobb fajban,
példaul Odontesthes hatcheri (HATTORIET AL., 2012), Oreochromis niloticus (L1 ET AL., 2015)
és Esox lucius (PANET AL., 2019) fajokban t6lti be az MSD szerepét. Ennek receptora, az amhr2
Perca flavescens (FERON ET AL., 2020) fajban az elsédleges ivardeterminalé faktor. Takifugu
rubripes fajban (KAMIYA ET AL., 2012) az amhr2-ben talalhato egyetlen misszensz egypontos

nukleotid polimorfizmus (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) az elsddleges



ivardeterminald faktor, €s ugyanezt a mechanizmust mas Takifugu fajban is megfigyelték

(DUANET AL., 2021). Az amhr2 részletes leirasat lasd a 3.5.5. fejezetben.
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1. abra: A TGF-p jelatviteli ut, és az ahhoz kapcsolodo, az ivar kialakitasaban szerepet jatszo
gének sematikus abraja [forras: (PAN ET AL., 2021)]

crer

ivarsejtképzddéshez sziikségesek. Csontoshalakndl azonban tobb ilyen faktor ivardeterminélo
hatasét bizonyitottak: MSD gén a GDF6 homoldgja két fajban is, feltételezhetéen konvergens
evolucio kovetkeztében: a gdféb Astynax mexicanus (IMARAZENE ET AL., 2021) és a gdf6y
Nothobranchius furzeri (REICHWALD ET AL., 2015) fajokban, valamint a bmprlbby, a BMP I.
tipust receptor egy valtozata Clupea harengus (RAFATI ET AL., 2020) fajban.

A TGF-f jelatviteli ut egy masik tagjanak, a gsdf génnek (gonadal soma-derived factor)
az Y specifikus homologja két, egymastol rendszertanilag tavol allo, XX/XY ivardeterminacios
2012) és
Anoplopoma fimbria-ban (HERPIN ET AL., 2021) is bizonyitottan az MSD gén. A gsdf gén sok

rendszerrel rendelkez6 fajban, az Oryzias luzonensis-ben (MYOSHO ET AL.,

egyéb halfajban fontos szerepet jatszik a him ivari fejlédésben (GAUTIERET AL., 2011), Oryzias
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latipes ¢és Oryzias dancena fajokban az MSD gén (dmy és sox3) kozvetlen hatasa alatt all
(ZHANGET AL., 2016).

Osszességében megéllapithatd, hogy a legtobb ezek koziil a mestergének koziil a
halakra jellemz6 genom duplikacié soran keletkezett (HEULE ET AL., 2014; SCHARTL, 2004;
VOLFF ET AL., 2007), bar néhany esetben az allél valtozatok diverzifikacidja révén (HERPIN ET
AL., 2021; KAMIYA ET AL., 2012) is kialakulhatnak. Az MSD gének kiilonb6z6 transzkripcids
faktorokat (MATSUDA ET AL., 2002; VOLFF ET AL., 2007), szekrécios fehérjéket (HATTORI ET
AL., 2012; MYOSHO ET AL., 2012) és hormon receptorokat kodolnak (KAMIYA ET AL., 2012),
melyek koziil sok a TGF-B jelatviteli ut tagja. Emellett jol lathato, hogy az utdbbi idében
ugrasszeriien nétt a felfedezett SD gének szdma: az utdbbi négy évben tobb gént irtak le, mint
a korabbi években Osszesen, mely valdszinlileg a nagy ateresztOképességili technologidk
fejlédésének koszonhetd. Az MSD gének meghatarozasa torténhet ivarhoz kotott markerek
segitségével, melyek az ivarhoz kotott régid pontositasat segitik, illetve az ivardeterminacid
idépontjaban végzett transzkriptoma vizsgalattal. Az MSD gének Osszefoglalasat lasd az 1.
tablazatban.

A Siluriformes rendbe tartozd fajok kozott napjainkig egyetlen bizonyitottan MSD
funkcidt betoltd gént publikaltak, a bcarl-et Ictalurus punctatus-ban (BAO ET AL., 2019).
Emellett uj-generacios szekvenalas é€s transzkriptoma analizis segitségével néhany fajban
leirtak a feltételezheté MSD gént, mint példaul a ptflaY-t Leiocassis longirostris fajban (YEET
AL., 2023), az amhr2 him specifikus duplikatumat, az amhr2by-t a Pangasiidae csaladban
(WEN ET AL., 2022) és az amhr2Y-t Silurus asotus fajban (ZHENG ET AL., 2023), valamint 16
lehetséges gént Pseudobagrus ussuriensis (ZHU ET AL., 2022) fajban. A fenti potencialis gének
elsdleges ivardeterminalé funkcidjanak bizonyitasa ezekben a fajokban azonban még tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Elébbieken tal nem tisztdzott még az ivardetermindcidés faktorok elsddleges
megnyilvanulasanak a helye sem. Gerinceseknél régdta ismert, hogy megfigyelhetdek
ivaronkénti kiillonbségek az agyban, melyek kiilonb6zd viselkedési és élettani kiilonbségek
kialakitasaban vesznek részt (GORSKI, 1985). Nem vilagos azonban, hogy az agyban
megfigyelhetd ivaronkénti kiilonbségek az ivarszervbdl szarmazé faktorok hatasara alakulnak
ki, vagy forditva (RAJENDIRAN ET AL., 2021; SENTHILKUMARAN ET AL., 2015). A
feltételezhetden poligénes ivardetermindcids mechanizmussal rendelkezd zebradanidban
(Danio rerio) példaul az agyban kifejez6dé gnrh3 gén kiiitése szignifikansan magasabb him

ivararanyt okozott (FENG ET AL., 2020), mely az agyi ivardeterminaci6 jelenségét valoszindsiti.
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1. tablazat: A monofaktorialis genetikai ivardeterminalo rendszerrel rendelkezo csontos halak ivardeterminalo ,,mestergénjei” (MSD)

Ivardeterminacios

Jelatviteli

Faj Rend MSD gén Molekularis funkcié Referencia
rendszer ut
Odontesthes hatcheri Atheriniformes amhy XXIXY szekrécios fehérje TGF-B HATTORI 2012
Oryzias latipes Beloniformes dmy XXIXY transzkripcios faktor '\N/IAA,;II- gliDz,gOéOOZ,
Oryzias luzonensis Beloniformes gsdf XXIXY szekrécios fehérje TGF-B MYOSHO 2012
Oryzias dancena Beloniformes SOx3 XXIXY transzkripcios faktor TAKEHANA 2014
Sariola fajok Carangiformes hsd17bl ZZIZWN szekrécios fehérje TGF-B KOYAMA 2019
Astynax mexicanus Characiformes gdféb XX/IXY+B szekrécios fehérje TGF-B IMARAZENE 2021
Oreochromis niloticus Cichliformes amhy XXIXY szekrécios fehérje TGF-B LI 2015
Clupea harengus Clupeiformes bmprlbby XXIXY hormon receptor TGF-B RAFATI 2020
Nothobranchius furzeri Cyprinodontiformes  gdf6y XXIXY szekrécios fehérje TGF-B REICHWALD 2015
Esox lucius Esociformes amhy XXIXY szekrécios fehérje TGF-B PAN 2019
Gadus morhua Gadiformes zky XXIXY transzkripcios faktor KIRUBAKARAN 2019
Plecoglossus altivelis Osmeriformes amhr2by XXIXY hormon receptor TGF-B NAKAMOTO 2021
Perca flavescens Perciformes amhr2by XXIXY hormon receptor TGF-B FERON 2020
Sebastes schlegelii Perciformes amhy XXIXY szekrécios fehérje TGF-B SONG 2021
Anoplopoma fimbria Perciformes gsdf XXIXY szekrécios fehérje TGF-B HERPIN 2021
Cynoglossus semilaevis Pleuronectiformes dmrtl ZZ|ZW + TE transzkripcios faktor CHEN 2014
Scophthalmus maximus Pleuronectiformes SOX2 ZZ]Z\WN transzkripcios faktor MARTINEZ 2021
Salmoniformes fajok Salmoniformes sdY XXIXY transzkripcios faktor YANO 2012
Ictalurus punctatus Siluriformes bcarl XXIXY szekrécios fehérje BAO 2019
Takifugu rubripes Tetraodontiformes amhr2 XXIXY hormon receptor TGF-B KAMIYA 2012
Takifugu obscurus Tetraodontiformes amhr2 XXIXY hormon receptor TGF-B DUAN 2021
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3.2. lvari markerek halaknal

A halak ivardeterminacios mechanizmusara jellemzd sokféleség sziikségessé teszi az
ivari markerek alkalmazasat. Az ivar-specifikus DNS markerek lehetnek AFLP [Amplified
Fragment Length Polymorhism (MUELLER & WOLFENBARGER, 1999)], RAPD [Random
Amplified Polymorphic DNA (HADRYS ET AL., 1992)], RFLP [Restriction Fragment Length
Polymorphism (TANKSLEY ET AL., 1989)], SCAR [Sequence Characterized Amplified Region
(KIRAN ET AL., 2010)], SSR [Simple Sequence Repeat (POWELL ET AL., 1996)] vagy SNP
[Single Nucleotide Polymorphism (GUPTA ET AL., 2001)] markerek. Tobb halfajbol, koztiik 11
harcsa fajbol izolaltak ivar-specifikus DNS markereket (2. tablazat), melyek sokféle teriileten
alkalmazhatéak. Az ivari markerek gyakorlati alkalmaziasuk mellett lehetdvé teszik az
ivardeterminaciés mechanizmus feltardsat, valamint az ivardeterminalé régid helyének
meghatarozasat a genomban.

A Pelteobagrus fulvidraco fajbol izolalt két SCAR markert példaul sikeresen
alkalmaztdk him egyivari populaciok létrehozdsahoz, ami az akvakultirds termelés
szempontjabol rendkiviil kedvezd, mivel ennél a fajndl a tejesek kétszer akkorara ndnek, mint
az ikrasok (WANG ET AL., 2009). Pimephales promelas fajban egy AFLP marker segitségével
detektaltdk a hormon kezelés hatasara torténd ivaratforduldst tudomanyos kisérletek
ellenérzésére (OLMSTEAD ET AL., 2011). Emellett az ivar-specifikus markerek sokszor nagyobb
megbizhatdsaggal alkalmazhatéak az ivar meghatarozasara, mint a fenotipusos jegyek alapjan
torténd ivarmeghatarozas. Oncorhynchus mykiss bizonyos vonalaiban példaul egy SCAR
marker 92-100%-os megbizhatosaggal miikodott az ivar meghatarozasaban (FELIP ET AL.,
2005), Ictalurus punctatus fajban pedig a kiilsé jegyek alapjan torténd ivarmeghatarozas csak
70%-ban, mig egy ivar-specifikus mikroszatellit marker (AUEST0678) 100%-ban alkalmas
volt az ivarok elkiilonitésére (NINWICHIAN ET AL., 2012).

Kutatocsoportunk elddjében izolaltak afrikai harcsabol egy him-specifikus DNS
markert (CgaY1l, NCBI génbanki azonosito: AF332597) RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) analizis segitségével a Szarvas Fish Kft. allomanyabdl szarmazo,
»poolozott” tejes és ikras DNS mintakon (KOVAcs ET AL., 2001). A CgaY1l markert
megszekvenaltdk, egy sziildpar keresztezésébdl szarmazd 179 egyeden validaltdk és SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) markerré alakitottak, mely lehetové teszi a
molekularis ivarmeghatarozast mar zigota kortol, az ivari dimorfizmus fenotipusos jegyeinek

megjelenése elott.
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2. tablazat: A Siluriformes rend fajaibol izolalt ivar-specifikus DNS markerek [forras: (BALOGH ET AL., 2023), az az6ta publikalt ivar-specifikus

markerekkel kiegészitve]

A marker lvari Markerek Loékusz- Validalas Tobb
Faj Csalad , kromoszoma . specifikus Hatékonysag (egyedek generacios Referencia
tipusa szama . .
rendszer marker szama) tesztelés
Clarias gariepinus Clariidae RAPD XXIXY 2 Igen 100% Igen (179) Nem (KOvACs ET AL,
95% 2001)
Clarias gariepinus Clariidae SCAR XXIXY 1* Igen 96,4% Igen (630) Igen g?_ALZ%C;g)ET

. L . XX/XY és . (NGUYEN ET
Clarias gariepinus Clariidae PA & SNP 2717W 41 & 25 Nem Nincs adat Nem Nem AL., 2021a)
Clarias fuscus Clariidae SNP XXIXY 5 Igen 100% Igen (84) Nem g(‘)g\lz)ET AL
Clarias macrocephalus Claridae PA & SNP XXIXY 17&7 Igen 100% Igen (30) Nem (AITI_G%ETbE)T
Pelteobagrus fulvidraco Bagridae AFLP XXIXY 6 Igen 100% Igen (577) Nem 96\8;';‘6 ETAL.,
Pelteobagrus fulvidraco Bagridae AFLP XXIXY 3 Igen 100% Igen (80) Nem g[(;?:,’:l) ETAL,
Pelteobagrus vachelli Bagridae SNP XXIXY 12 Igen 100% Nem Nem %;'S‘)NG ETAL.,
Pseudobagrus ussuriensis  Bagridae Microszat. XXIXY 1 Igen 100% Igen (185) Nem %’;;ET AL,

. - . 2b-RAD- ) o (ZHOUETAL.,
Hemibagrus wyckioides Bagridae tags/SNP XXIXY 67 Nem 44,2-85,7% Nem Nem 2021)
Leiocassis longirostris Bagridae 2b-RAD-tags  XX/XY 1 Igen 100% Igen (230) Nem gngé)ET AL

: Microszat. 0 (NINWICHIAN ET
Ictalurus punctatus Ictaluridae &SNP/SCAR XXIXY 25 Igen 100% Igen (80) Nem AL.. 2012)
Silurus asotus Siluridae SCAR XXIXY 3 Igen 91,78% Igen (106) Nem %'ZES)ET AL,
: : - 2b-RAD- o x (WANG ET AL.,
Silurus lanzhouensis Siluridae tags/SNP XXIXY 3 Igen 100% Igen (76) Igen 2021)
Silurus meridionalis Siluridae k-mer XXIXY 8 Igen 100% Igen (165) Nem (ZHENGETAL.,

2020)

* Kovacs és munkatarsai altal izolalt CgaY1 marker

** Két generdcion tesztelve
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3.3. Az afrikai harcsa ivardeterminacios rendszere

Az afrikai harcsa (2. abra) gonkronisztikus (valtivara) faj. Ivardeterminacios rendszerét
tobb kutatocsoport is vizsgalta, azonban ellentmondésos eredményeket kaptak. Néhanyan néi
heterogametikus (ZZ/ZW) ivardeterminacios rendszert feltételeztek kariologiai vizsgalat,
valamint a gynogenetikus utodok ivararanya alapjan (OzOUF-COSTAZ ET AL., 1990; VARADI ET
AL., 1999), masok viszont him heterogametikus (XX/XY) mechanizmust irtak le
gynogenezissel, illetve Onmegtermékenyitéssel 1étrehozott utédok ivarardnya alapjan
(GALBUSERA ET AL., 2000; LIU ET AL., 1996). Egy nemrég megjelent publikacioban (NGUYEN
ET AL., 2021a) a kétféle ivardeterminacids rendszer egyiittes jelenlétét irtak le a faj azsiai
linked) markereket izolaltak. A 41 him és 25 n6i DNS markert DArT (Diversity Arrays
Technology) technologia segitségével izolaltak, mely az egész genomra kiterjedd, elézetes
szekvencia informéciét nem igényld, hibridizaciot tartalmazo eljaras. A technoldgia soran a
genomi DNS-t restrikcios enzimekkel emésztik, specialis fragmenseket kapcsolnak hozzajuk,
majd ezeket egy microarray feliiletére hibridizaljak és detektaljak a fluoreszcens jelet (JACCOUD

ET AL., 2001). A vizsgalathoz 30 Thaif6ldrél szarmazé egyedet hasznaltak fel (2. tablazat).

2. abra: Afrikai harcsa sotét és vilagos szinii valtozatai.
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A kutatocsoportunk elédjében, afrikai harcsabol izolalt CgaY 1 him-specifikus DNS
markert (KOVACS ET AL., 2001) egy egyiittmiikodés keretében Catherine Ozouf-Costaz
hibridizaciés kromoszoéma vizsgalat (fluoreszcens in situ hibridizacid) segitségével csak a him
afrikai harcsa kromoszomakészlet egyetlen metacentrikus kromoszéméjan (annak mindkét
karjan, ugyanabban a pozicioban) mutatta ki; sem a him ivar homol6g kromoszomajan, sem az
ikras kromoszomakészletben nem detektaltak (3. abra). A fenti eredmények a him
heterogametikus (XX/XY) ivardeterminacios rendszer jelenlétét tamasztjak ala a faj

magyarorszagi populacidiban.

3. abra: Afrikai harcsan (tejes) végzett fluoreszcens
kromoszéma hibridizacié a CgaY1l him-specifikus DNS
markerrel [forras: (KOVACS, 2004)]

Korabbi kisérletek (SANTI ET AL., 2016; SANTI ET AL., 2017) soran vizsgaltak az afrikai
harcsa homérséklet hatasara torténd ivaratforduldsanak lehetdségét is. Santi €s munkatarsai
holland allomanyokbol szdrmazd populaciokon 100% him ivarardnyt is elértek 36 °C-0S
vizhdmérsékleten tartott csaladokban, ezek alapjan feltételezték, hogy a genetikai
ivarmeghatarozas kornyezeti hatassal feliilirhat6. A hdmérséklet hatasara torténd ivaratfordulas
kritikus szenzitiv id0szakat, amikor a legnagyobb him ivararany elérhetd, a kikelést kovetd 6-
8. nap kozott hataroztak meg. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy nagy csaladonkénti eltéréseket

tapasztaltak az ivararanyokban, mely erds sziil6i hatasra utal a homérsékletre adott valasz

16



tekintetében. A hémérséklet hatisara torténd ivaratforduldst nem bizonyitottak molekularis
modszerekkel, csupan az allomany ivararanya alapjan kovetkeztettek a jelenségre.

Egy késobbi vizsgalat soran (SANTIET AL., 2019) a magas hémérsékleti (36 °C) kezelést
kovetden mérték a harom legfontosabb szteroid hormon (17B-6sztradiol E2, tesztoszteron T,
11-ketotesztoszteron 11-KT) mennyiségét, és néhany gén (foxl2, cypl9alb, dmrtl) hirvivo
RNS-ének (MRNS) mennyiségét is. Molekularis ivarmeghatarozast nem alkalmaztak, azonban
fenotipus alapjan 64 és 100% ko6zo6tti him ivararanyt figyeltek meg a 36 °C-os hémérsékleten
nevelt csoportokban. A szteroid hormonok mennyiségében nem tapasztaltak eltérést a hokezelt
¢s a kontroll csoportok kozott, sem a kezelés alatt, sem azt kdvetden. A megtermékenyitett ikrak
vizsgalatakor viszont azt talaltdk, hogy azokban a csoportokban, ahol a hdkezelés magasabb
him ivarardnyt eredményezett, a 11-KT mennyisége is magasabb volt. Ezek alapjan
feltételezték, hogy a szteroid hormonok afrikai harcsdban nem jatszanak szerepet az
ivaratfordulds folyamatdban, azonban a korai, feltételezhetéen anyai eredeti hormonok
Osszefliiggést mutatnak az ivaratfordulas képességével. A cypl9alb és a dmrtl mRNS
mennyisége nem mutatott kiilonbséget a hokezelt és a kontroll (28 °C) csoportok kozott, a foxI12
MRNS pedig a korai fejlédési stadiumokban (14 napos korig) nem volt kimutathato. A
magasabb him ivararanyt (100% koriili) hokezelt csoportokban viszont magasabb dmrtl és
alacsonyabb cypl9alb mRNS mennyiséget detektaltak az agyban, mint az alacsonyabb him
ivararanyt (60% kortili) hékezelt csoportokban. Ennek alapjan feltételezték, hogy a jelenség
molekularis hatterében ezen gének allhatnak, valamint, hogy az ivaratfordulas
mechanizmusanak kezdete az agybdl szarmazo jelekre vezethetd vissza. Megjegyzendd
azonban, hogy a magasabb him ivararany a vizsgalt mintakban 6nmagaban is magyarazatul
szolgalhat a magasabb dmrtl és alacsonyabb cypl9alb mRNS mennyiségre egy vizsgalati
csoportban.

Nemrég publikaltak egy afrikai harcsa tejes teljes genom szekvenciajat egy nem
lektoralt ,,preprint” publikaciok szdmara fenntartott online repozitoriumban, mely a késObbi
kutatasok szamara alapul szolgalhat (NGUINKAL ET AL., 2023). A vizsgalathoz egy ivarérett
példanybol szarmazd izom, maj és here szdveteket hasznaltak. A leolvasott szekvenciakat
(read-eket) négyféle platform felhasznalasaval generaltak: Oxford Nanopore (ONT) hosszl
read, PacBio nagy megbizhat6sagu (high-fidelity, HiFi) szekvenciak, [llumina révid paired-end
(a DNS fragment mindkét végét meghataroztak) read és Hi-C read (kromatinhoz ko6t6do
szekvenciak, amelyek az illesztési hibak korrigalasat segitik). A szekvenalds mélysége 80x-0S
volt. A szekvenciakat sikeriilt kromoszoma szinten (28 kromoszoma) Osszeilleszteniiik és az

elsédleges (Prim) Osszeillesztett genomon (assembly) tal két haplotipust (Hapl és Hap2) is
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kozzé tettek. Vizsgaltak a kutatocsoportunk elédjében izolalt CgaY1 markert is: a Hapl, és a
Prim assembly 24-es kromoszoémajara sikeriilt railleszteniiik azt, ezzel szemben a Hap?2
assembly-n nem talaltak szignifikdns egyezést. A fenti eredményekbdl arra kovetkeztettek,
hogy a Hapl a tejes, a Hap2 pedig az ikras haplotipust reprezentalja. A Prim genom mérete
969,72 Mb, a két haplotipus kozott viszont szignifikdns méret kiillonbséget (18Mb) talaltak,
amit az eltéré méretii ivari kromoszémaval magyaraztak (972,60 Mb Hapl és 954,24 Mb
Hap2). Az illesztett genomok mérete alapjan ZZ/ZW ivardeterminacios rendszert javasoltak,
de az ivari kromoszomak jellemzését nem végezték el. Nguinkal és munkatarsai a CgaY1
markeren kiviil egy masik, szintén a kutatdcsoportunk elddjében izolalt (KOVACS ET AL., 2001)
him-specifikus markert, a CgaY2-t (AF332598; 458 bp) is megprobaltdk mindharom
Osszerakott genomra (assembly) réilleszteni, azonban a CgaY2 markerel nem sikeriilt egyezést
talalniuk egyik illesztett genomban sem.

A genom annotalasa soran 25.655 proteint kodolo gént prediktaltak, melynek
vizsgalataik alapjan tobb mint fele (13.809) genom duplikacidé altal keletkezett.
Kutatocsoportunk is végzett teljes genom szekvenalast afrikai harcsan és a szekvenciak

illesztését is elvégezték, az annotalds pedig folyamatban van (nem publikalt adat).

3.4. A halak ivari differencialodasa

Gonokronisztikus fajok esetén ivari differencialédas alatt azt a folyamatot értjiik,
amikor a bipotencialis ivarszerv herévé vagy petefészekké fejlédik. Yamamoto kétféle
gonokronisztikus tipust kiilonitett el (YAMAMOTO, 1969). Az elsé tipus az tgynevezett ,,nem
differencialodott” valtivara fajok, melyre példa az eurdpai angolna [Anguilla anguilla
(CoLomMBO & GRANDI, 1996)] vagy a zebradanio (LuziO ET AL., 2021; ORBAN ET AL., 2009;
TAKAHASHI, 1977). Ezeknél a fajoknal a bipotencialis gonadbol az egyedek tobbségében a
fejlodés kezdeti szakaszaban petefészekszerli szerv alakul ki, mely kés6bb a halak felében
eltlinik, szomatikus sejtek jelennek meg benne és herévé alakul. A masodik tipusba az
ugynevezett ,differencialodott” valtivara fajok tartoznak, melyeknél a bipotencialis
ivarszervbol a here vagy petefészek egyenes titon fejlodik, interszexudlis egyedek elszortan sem
fordulnak el6 és a csontoshalak viszonylag kevés faja tartozik ide (YAMAMOTO, 1969).

Az ivari differencialodast megel6zden az ivarsejteket primordidlis dscsirasejteknek
(PGC, primordial germ cell) nevezziik, melyek az embrionalis fejlédés soran szomatikus
sejtekbdl alakulnak ki és elvandorolnak az ivari redd teriiletére. A PGC-k altalanos

tulajdonsaga, mely az allatvilagban széleskorben jellemzd, hogy gdmbolyl alakjuk van, aktiv

18



mozgasra képesek és rendelkeznek egy specidlis sejtalkotdval (nuage), mely egy membrannal
nem hatarolt elektrondenz, RNS és fehérjetartalmu sejtalkotd (SNEE & MACDONALD, 2004). A
nuage-ban talalhatd, csontoshalakra jellemzo ivarsejt specifikus RNS-koto fehérjék a Vasa, a
Nanos és a Tudor (NISHIMURA & TANAKA, 2014). A PGC-k vandorlasa a kiilonb6zo
allatcsoportokban kiilonb6zd fejlodd szoveteken keresztiil torténik, de bizonyos migraciot
iranyitd mechanizmusok az allatok kozott konzervaltak. A vandorlast gyakran a receptor tirozin
kinaz utvonal szabalyozza, de kiilonboz6 kiilsé faktorokat, példaul kemokineket is igényel,
melyek a vandorlas iranyat hatarozzak meg (BARTON ET AL., 2016; RICHARDSON & LEHMANN,
2010).

A vandorlast iranyitdé bonyolult mechanizmusok soran, ha példaul valamelyik
kornyezeti gradiens nincs jelen, a PGC-k polaritasa nem megfeleld vagy valamely, a
migracidhoz elengedhetetlen génben mutacio keletkezik, a PGC-k vandorlasa nem tud
megfelelden lejatszodni (ANDERSON ET AL., 1999; LO ET AL., 2011). Ez negativ hatassal lehet
az ivarszerv kialakulasara, és ezen keresztiil az egyed termékenységére is.

A vandorlas végeztével a PGC-kbdl, szomatikus sejtekbdl (SGP, somatic gonadal
precursor) ¢és intersticialis sejtekb6l kialakul az ivarszerv, mely mas-mas idépontokban és
modon torténik a kiillonboz6 fajoknal. Japan medakaban és nilusi tilapiaban (Oreochromis
niloticus) is kiilonbségeket talalunk, annak ellenére, hogy mindkettd differencialodott
gonokronisztikus faj. Tilapiaban példaul, ahol négy nappal a termékenyitést kovetden torténik
a kikelés, a PGC-k koriilbeliil harom nappal a kikelést kovetéen érik el az ivarszerv
kezdeménye, a primordium teriiletét. Nyolc napos korban jelenik meg az els6 ivari dimorfizmus
a gonadban: ikrasokban megkezdddik egy nagyardnyu sejtosztdodas az ivarsejtekben, mely
tejesekben csak tizenot napos korban figyelheté meg. Az ivari differencialodas a szomatikus
szovetekben 20-25 nappal kikelést kovetden kezdddik a petefészek iireg és az ondovezetd
kialakulasaval. A petefészekben a meidzis 25-30 nappal, mig a spermatogenezis 50-70 nappal
a kikelést kovetéen kezdddik meg. Ezzel szemben japan medakédban az ivari primordium 6-8
nappal a termékenyitést kovetden, mar a kikelést megel6éz6en Kialakul. A differencialodas mar
20 napos korban megfigyelhetd a szomatikus szovetekben, de a petefészek ilireg csak 30-40
napos korban alakul ki. A spermatogenezis 40-50 napos korban kezdddik. Fentiek alapjan
lathatd, hogy fajonként és ivaronként is taldlunk kiilonbségeket az ivari differencialodas
idejében (SIEGFRIED, 2010).

Megemlitendd ugyanakkor a fenti két faj kozotti hasonlosag is. Mindkét esetben a PGC-
k nagyobb aranyu proliferacioja az els6 ivaronkénti kiilonbség, melyet par nappal késdbb kovet

a testi szovetek atalakulasa. Ez a jelenség egyéb fajokra, példaul zebradaniora is jellemz6 (YE
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ET AL., 2019). Zebradanioban amellett, hogy nagyobb mennyiségi PGC-t figyeltek meg
ikrasokban az ivari differencidlodas kezdetén, bizonyitottdk is ennek kozvetlen hatisat az
ivarra, a dead end protein elcsendesitésével, mely alacsonyabb PGC mennyiséget és ezaltal
nagyobb aranyu tejes fenotipust eredményezett (TZUNG ET AL., 2015).

Afrikai harcsdn a korabbi kutatisok soran 50 napos kort kovetden tudtak
ivarmeghatarozast végezni az ivarszervek morfologiai vizsgalataval (RAGHUVEER &
SENTHILKUMARAN, 2010a; SRIDEVI & SENTHILKUMARAN, 2011). Egyes szerzok szerint afrikai
harcsaban az ivarszervek differencialodasa ikrasoknal 20, mig tejeseknél 42 nappal a kikelést
kovetden kezdédik meg (BUDD ET AL., 2015), mig masok szerint ikrasoknal 28 nappal a kikelést
kovetden megfigyelhetd a petefészek lireg és benne a PGC-k, mint az elsdé fenotipusos ivari
jelleg. A herék legkorabban 42 napos korban ismerhetdek fel szovettani képen fogazott
széliikrdl, valamint a spermatogoniumok és Leydig sejtek jelenlétérél (VAN DEN HURK ET AL.,
1989).

A csontoshalak csoportjaban az ivari differencialodas soran sokféle gén szerepet jatszik,
ezek részletes feltarasa tovabbi kutatdsokat igényelne, ugyanakkor valoszinilinek tiinik, hogy
bar a folyamatot rendkiviil valtozatos gének inditjak be a kiilonb6zd taxonokban, a kaszkad
tovabbi lepései sok hasonlosagot mutatnak (HERPIN & SCHARTL, 2011). A herék kialakulasahoz
sziikséges és legtobbet kutatott gének az amh (anti-Miillerian hormone), a dmrt (Doublesex and
Mab-3 related transcription factor) és a sox (SRY-related HMG box) géncsalad tagjai (HERPIN
& SCHARTL, 2011; HUET AL., 2021). A petefészek differencialodasaban leirtak tobbek kozott a
foxlI2, cyp19, wnt4, rspol és a ctnnbl szerepét (NISHIMURA & TANAKA, 2014).

3.5. A vizsgalt gének attekintése

Vizsgélataim célja az ivardeterminacio kezdetének és helyének pontositasa volt, ezért
olyan gének kifejezddését vizsgaltam, melyek az irodalmi adatok alapjan mas fajok korai
ivarfejlodésében szerepet jatszanak. Emellett vizsgaltam olyan géneket is (mark2, pten),
melyek szekvencia illesztéses eredményeim alapjan (lasd 4.3.3) a CgaY1 him-specifikus

marker kozelében helyezkedhetnek el a genomban.

3.5.1. sox9
A SOX géncsalad (SRY-related HMG box) nevét a SRY fehérje (Sex-determining

region on Y chromosome) utan kapta. Tagjai olyan transzkripcios faktorokat kodolnak, melyek

20



egy DNS felismer6 doménnel, tgynevezett HMG (high mobility group) doménnel
rendelkeznek. A HMG domén a DNS kis arkdhoz kotddve, a DNS-t meghajlitva egyéb
transzkripcios faktorok kotédését segiti eld, azonban néhanynak [pl. sox9 (SRY-box
transcription factor 9] van transzaktivalo doménje is.

A SOX9 gén kifejez6dését emldsdkben az SRY gén expresszidja indukalja, mely az
ivardeterminécioért felelés mestergén. Az SRY hatdsara a SOX9 az SF1 transzkripcids
faktorral egylitt egyéb enzimek mellett az AMH (Anti-Miiller hormon) gén expressziojat idézi
el6, melynek hatasara a bipotencialis ivarszervb6l here fejlédik (KOOPMAN, 1999; VINING ET
AL., 2021). A valddi csontoshalak (Teleostei) néhany fajaban a csoportra jellemzé genom
duplikacié miatt a S0x9 génnek két ortologja is megtalalhato, a sox9a és a sox9b (KOBAYASHI
ET AL., 2008; NAKAMURA ET AL., 2008; QI-YAN ET AL., 2007; RODRIGUEZ-MARI ET AL., 2005).
Japan medakaban a sox9b az ivarszerv differencialodasa soran mindkét nemben a csirasejteket
koriilvevé sejtcsoportban fejezédik ki, melyekbdl késébb a Sertolli és a granuldza sejtek
alakulnak ki (NAKAMURA ET AL., 2008). Ponty (Cyprinus carpio) fajban végzett kisérletek
soran sox9b expressziot figyeltek meg a kifejlett agyban és herében is (QI-YAN ET AL., 2007).
Nilusi tildpiaban a sox9a szintén az ivarsejteket hatarold sejtekben fejezddott ki a korai fejlodési
stadiumokban, ivarérett halaknal azonban ivar-specifikus expressziot figyeltek meg: sox9a
hirvivé RNS (mRNS) csak a herében volt kimutathato (KOBAYASHI ET AL., 2008).
Zebradanioban mar az ivarszervek differencialédasat megeldzden, 17 nappal a termékenyitést
kovetden megfigyelték a sox9a kifejez6dését. Ugyanebben a fajban, késobbi fejlodési
stadiumban (31 nappal a termékenyitést kovetden) a sox9a mMRNS a herében, a sox9b pedig a
petefészekben volt kimutathatdo (RODRIGUEZ-MARI ET AL., 2005).

A Siluriformes rendbe tartozé békaharcsa (Clarias batrachus) ivarérett egyedeiben
pedig az agyban és a petefészekben fejezdik ki er6sebben (BHAT ET AL., 2016a). Afrikai
harcsabdl is sikeresen izolaltak a Sox9 mindkét izoformajat, a sox9a-t és sox9b-t (RAGHUVEER
& SENTHILKUMARAN, 2010b). Raghuveer és munkatarsai a sox9 cDNS-ek filogenetikali
vizsgalata soran azt talaltak, hogy az afrikai harcsa sox9b szekvenciaja a ponty és a zebradanio
sox9b génjével mutatott szoros rokonsagot. Ivarérett afrikai harcsakat vizsgalva génkifejezodés
tekintetében a békaharcsdhoz és a zebradanidhoz hasonlé mintdzatot kaptak, magas sox9a
expressziot detektaltak az agyban és a herében, mig a sox9b az agyban és a petefészekben
fejez6dott ki erdsebben. Egy késobbi kutatasban (RAGHUVEER ET AL., 2011) vizsgaltak a Sox9
gének korai kifejez6dését is afrikai harcsdban, azonban az ivaronkénti génexpresszios

kiilonbségeket molekularis ivarmeghatarozas nélkiil csak 50 napos kor utan, a gonadok szoveti

21



differencialodasat kovetden vizsgaltak. A vizsgalat soran a Sox9b mRNS-ét mar 30-40 nappal
a kikelést kovetden kimutattak a bipotencialis ivarszervben, a sox9a pedig 50 napos kor utan

jelent meg a herében.

3.5.2. sox3

Szintén a SOX géncsaladba tartozik a sox3 (SRY-box transcription factor 3)
transzkripcids faktor. A SOX3 emldsok esetén az X kromoszoéman helyezkedik el,
feltételezhetden az SRY Ose, az agyban és a gonadokban fejezddik ki, és a neurogenezisben,
valamint az ivari differencialodasban jatszik szerepet (ROGERS ET AL., 2013; WEISS ET AL.,
2003). A csontoshalak korében zebradanioban (DEE ET AL., 2008; Gou ET AL., 2018a; GOU ET
AL., 2018b) és Paramisgurnus dabryanus (XIA ET AL., 2018) fajban megfigyelték, hogy a sox3
az eml6sokhoz hasonléan a neurogenezisben vesz részt, azonban sok egyéb halfaj esetében
leirtak az ivari differencidlodasban és az ivarszerv fejlodésében jatszott fontos szerepét.

Japan medakaban példaul sox3 expressziot figyeltek meg mar 2 sejtes embrio allapottol
kezdve, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a korai sox3 mMRNS anyai eredetli. Kifejlett
halaknal magas expresszidt detektaltak a kdzponti idegrendszerben, az agyban, a szemben ¢€s
mindkét ivarszervben (Pu ET AL., 2022). A kozeli rokon Oryzias dancena fajban egy, az Y
kromoszéman elhelyezkedd cisz regulald elem a Sox3 gén magasabb expresszidjat valtotta ki,
melynek hatasara a bipotencialis gonadbol here fejlodott (TAKEHANA ET AL., 2014). Takehana
¢s munkatarsai mind funkciovesztéses, mind funkcionyeréses mutansokkal alatamasztottak,
hogy O. dancena fajban a sox3 kulcsszerepet jatszik a him ivardeterminacioban. Protogin
hermafrodita fajoknal azonban, mint példaul a Epinephelus coioides a sox3 inkabb az
oogenezisben jatszik szerepet (YAO ET AL., 2007).

A Siluriformes rendbe tartozo fajok koziil a Sox3 expresszidjat békaharcsa esetében
vizsgaltak, és azt talaltak, hogy a sox3 a 11-B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11-p-hsd) enzimet
kodolod gén promoteréhez kotédve annak transzkripcidjat, ezaltal pedig a 11-ketotesztoszteron
(11-KT) hormon termelését szabalyozza, igy a herék kialakulasaban és funkcidjuk betoltésében
jatszik szerepet (RAJAKUMAR & SENTHILKUMARAN, 2014; RAJAKUMAR & SENTHILKUMARAN,
2016).

Afrikai harcsaban Raghuveer és munkatarsai (2011) azt talaltak, hogy a S0X3 mar korai
fejlodési stadiumban kimutathatd volt a bipotencialis gonadban, majd 50 napos kortol
expresszidja a tejesekben magasabb, 200 és 300 napos korban pedig szignifikansan magasabb

volt az ikrdsokhoz képest.
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3.5.3. foxI2

A FOXL2 (forkhead box protein L2) gén emlds ndstényekben mar igen korai fejlodési
stadiumban megjelenik az ivari redoben és a petefészek fenntartasaban jatszik szerepet
(SCHMIDT ET AL., 2004; UHLENHAUT ET AL., 2009). Egér modellen kizartak annak lehet0ségét,
hogy néi ivardeterminal6 faktor lenne (BARONET AL., 2005; WILHELMET AL., 2007), de kiemelt
szerepe van a szaporodasbiologiai folyamatokban: a petefészek fenntartdsan til a hipotalamusz
FSH (follikulusz stimulalé hormon) termelésében is részt vesz (CORPUZ ET AL., 2010; JUSTICE
ETAL., 2011).

Az eml6s modellek mellett tobb halfaj esetében is leirtak a foxI2 gén szerepét a néi ivar
kialakitasaban: nilusi tilapiaban példaul csak a petefészekben detektaltak foxl2 mRNS-t,
herében nem (WANG ET AL., 2004), emellett ikras genotipusu (XX) folx2”" mutansok esetén
ivaratfordulast figyeltek meg (ZHANG ET AL., 2017). A foxI2 génrdl atirddo fehérje az aromataz
(P450) enzimet kodolo gén transzkripcidjat serkenti, mely a tesztoszteron (T) 17p-6sztradiolla
(E2) alakitasat végzi. Tobb, homérséklet-altali ivaratforditasra érzékeny halfajnal
(Oreochromis niloticus, Paralichthys olivaceus) leirtak, hogy magas hdmérséklet hatasara mind
a foxl2, mind az aromatazt kodold cypl9 gén expresszioja magas homérsékleten alacsonyabb,
mely him fenotipust eredményez (BAROILLER ET AL., 2009b; D’COTTAET AL., 2001).

A csontos halak tobb fajaban, példaul Oncorhynchus mykiss (BARON ET AL., 2004),
Dicentrarchus labrax (CRESPO ET AL., 2013), Gobiocypris rarus fajokban (JIANG ET AL., 2011)
¢s zebradanioban (YANG ET AL., 2017) a foxI2 gén két paralogjat, a foxl2a-t és foxI2b-t is leirtak.
Oncorhynchus mykiss fajban mindkét paralog a petefészek érésében jatszik szerepet és az
expresszios vizsgalatok alapjan kifejezédésiik szoros korrelaciét mutat az aromataz enzim
mennyiségével (BARON ET AL., 2004). Zebradanioban létrehozott folx2a’ és foxI2b”
mutansokban a kezdeti petefészek differencialodas és oocyta fejlédés nem volt akadalyozott,
de kifejlett halak esetén folx2a™/foxI2b”" dupla mutans ikrasokban ivaratfordulast figyeltek meg
és feltételezték a foxI2b dominans szerepét a petefészek fenntartasaban (YANGET AL., 2017). A
foxI2 filogenetikai analizise alapjan Crespo és munkatarsai feltételezték, hogy a két foxI2
paralog egy, a csontos halakra jellemz6é genom duplikacional korabbi genom duplikacié soran
keletkezett, és mig a foxl2a a legtobb gerinces fajban megmaradt, addig a foxI2b a tetrapodak
kozott tobbszor eltlint. E16bbiek alapjan javasoltak a foxl2a és foxI2b atnevezését foxI2 és foxI3
génre. Dicentrarchus labrax fajon végzett vizsgalataik azt mutattak, hogy a foxl2a/fox|2 mRNS
mennyisége a petefészekben, a foxI2b/foxI3 pedig a herében valtozott szignifikansan a

szaporodasi ciklus alatt (CRESPO ET AL., 2013).
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A Siluriformes rendbe tartozo fajok koziil a foxI2 gén kifejezédését Silurus meridionalis
fajban vizsgaltak és azt talaltak, hogy 65 nappal a kikelést kovetéen a foxI2 mRNS csak az
agyban, az agyalapi mirigyben, a kopoltyuban és a gonadokban volt kimutathato, a
legmagasabb értéket a petefészek mutatta. Aromataz inhibitor (fadrozol) és Osztrogén receptor
antagonista (tamoxifen) kezelés hatasara a foxI2 expresszidja csokkent az agyban és a
gonadban, mig 0sztradiol (E2) kezelés utan ndtt. A fenti eredményekbdl arra kovetkeztettek,
hogy a foxl2 gén az agy-agyalapi mirigy-ivarszerv szabalyozasi utvonalon a hormon
szintetizalé enzimeket szabalyozza (LIU ET AL., 2007). Hemibagrus wykioides fajon végzett
vizsgalatok soran szintén azt talaltak, hogy a foxI2 a néi ivarhoz kotott (WEI ET AL., 2023). A
Clarias fajok koziil C. fuscusban magas foxI2 expressziot talaltak a petefészekben az ivarszer
differencialodasa el6tt (DENG ET AL., 2015). A békaharcsabol izolalt foxl2 gén 91%-0s
homoldgiat mutatott az afrikai harcsaéval és ivarérett halakat vizsgalva kifejez6dése magasabb
volt a néstény agyban, agyalapi mirigyben és a petefészekben a himekhez viszonyitva (BHAT
ET AL., 2016b).

Afrikai harcsan a foxl2 kifejez6dését 50 napos kort kovetden vizsgaltak az
ivarszervekben ivaronként, kordbbi fejlédési stddiumokban pedig a bipotencidlis gonadban.
Raghuveer és munkatarsai a fox2 mRNS mennyiségét az agyban nem vizsgaltak, az ivarszerv
vizsgalata soran pedig azt talaltak, hogy a foxI2 kismértékben emelkedett mar 20-30 nappal a
kikelést kovetéen, 50 napos kortdl pedig szignifikansan magasabb volt a petefészekben

(RAGHUVEER ET AL., 2011).

3.5.4. vasa

A VASA (DDX4) gén olyan fehérjét kodol, mely a ,,DEAD-box” RNS helikazok
csoportjaba tartozik, emlésokben csak a vandorld primordialis Gscsirasejtekben (PGC,
primordial germ cell), az ivari red6 teriiletén és a feln6tt ivarsejtekben (spermatocitakban és
fejlett oocytakban) fejez6dik ki (CASTRILLON ET AL., 2000), emiatt alkalmas marker a PGC-k
kimutatésara.

Az emlds6khoz hasonldan, a sugarasuszoju halak tobb fajdban vasa expressziot
figyeltek meg a PGC-kben vandorlas és osztodas soran (HUANG ET AL., 2014; KNAUT ET AL.,
2000; KOBAYASHI ET AL., 2000; SHINOMIYA ET AL., 2000), illetve ivarérett egyedek
ivarszervében (WU ET AL., 2014). Bizonyos fajokban, példaul Ctenopharyngodon idella-ban a
vasa transzkriptek mar 2 sejtes allapottdl kezdve kimutathatéak, ami arra utal, hogy anyai
eredetii RNS van jelen a fejlodés kezdeti szakaszaban (L1 ET AL., 2010). Cynoglossus semilaevis

fajban a vasa gén kifejezédésének vizsgalata soran azt talaltak, hogy a PGC-k vandorlasa elején
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a tejesekben, a vandorlas végén az ikrasokban volt magasabb az mRNS mennyisége, mindkét
ellentétben az ivarszerv differencidlodasa soran kezdetben az ikrasok, késdbb a tejesek
rendelkeztek magasabb értékkel, mindkét ivarban névekvo tendenciaval (HUANG ET AL., 2014).

A Siluriformes rendbe tartoz6 fajok koziil a vasa expresszidjat Rhamdia quelen fajban
vizsgaltak, ahol korai fejlodési stadiumban feltehetéen anyai eredetli és csak a PGC-kben
kimutathat6 vasa mRNS-t figyeltek meg (Riccl ET AL., 2018). Pangasianodon hypophthalmus
vasa génjére tervezett antiszensz proba segitségével in situ hibridizacioval vizsgaltak a PGC-k
vandorlasat (DUANGKAEW ET AL., 2019) és azt talaltak, hogy 10 nappal a kikelést kovetden a
PGC-k mar az ivari redd teriiletén talalhatoak. Ebben a fajban az ivari red6 15 napos korban
alakult ki, a testi sejtek 20 napos korban zartak korbe a PGC-ket, melyek proliferacidja 25
nappal a kikelést kovetéen kezd6dott meg.

Afrikai harcsa gonadbdl is izolaltak a vasa gént kodold szekvenciat és kimutattak, hogy
felnott halakban csak az ivarszervben fejezddik ki. A fiatal allatok teljes testébol izolalt RNS
¢s a felndtt ivarszerv vizsgélata azt mutatta, hogy 0-12-6raval a kikelést kdvetden stabil, majd
ezt kovetden 12 ordig csokkend a vasa transzkriptek mennyisége, mely valosziniileg anyai
eredetii. Késobb, 10-20 napos korban kezdett a vasa mennyisége ismét emelkedni és 50-100

napos korban érte el a csticsat (RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2010a).

25



3.5.,5. amhr2

Az amh (anti-Miller hormon) a TGF-B utvonal tagja. Emlésokben az embrionalis
fejlédés soran himekben a Miiller-cs6 regressziojat okozza, mely ndstényekben a késébbiekben
a petevezetékké alakul. Himekben a Sertolli sejtekben, ndstényekben a granuloza sejtekben
fejez6dik ki. Az amh egy szerin-treonin kinaz receptorhoz, az amhr2-héz koétédve indukalja
Miiller-csé regresszidjat, mely emldsok esetén a Miiller-cs6 mezenchimajaban talalhatod
(MULLEN & BEHRINGER, 2014; MULLEN ET AL., 2019).

A valddi csontoshalak az allkapcsos gerincesek egyetlen csoportja, mely nem
rendelkezik Miiller-csével, azonban az amh/amhr2 szignaltranszdukcids utvonal a halak sok
fajaban fontos szerepet jatszik az ivari fejlédés szempontjabol. Az ttvonal az evolucids
(ADOLFI ET AL., 2019). Tobb halfajban, példail japan medakaban, nilusi tilapiaban és
farkassiigérben megfigyelték az amh, valamint az amhr2 mRNS-ek magasabb mennyiségét
tejesekben, mint ikrasokban (IJIRIET AL., 2008; KLUVER ET AL., 2007; MORINAGAET AL., 2007).
Japan medakaban (MORINAGA ET AL., 2007) amhr2 funkcidévesztésés mutansokban a
iranyba torténé ivaratfordulast figyeltek meg. Paralichthys olivaceus fajban, mely XX/XY
genetikai ivardeterminacids mechanizmussal rendelkezik, de magas hdmérséklet hatasara him
ivar iranyaba torténd ivaratfordulds figyelhet6 meg, mind a tejesekben, mind az az
ivaratfordulas id6szakaban magasabb amh mennyiséget figyeltek meg. Amhr2
funkciovesztéses mutansokban pedig medakahoz hasonléan ikrds irdnyba torténd
ivaratfordulast irtak le (YAMAGUCHI & KITANO, 2023). A zebradani6é nem rendelkezik amhr2
receptorral, de amh hormonnal igen. Amh géncsendesitett mutanson végzett kisérletek alapjan
érésének szabalyozasara (YAN ET AL., 2019).

A Siluriformes rendbe tartozo fajok koziil két esetben is leirtak az amhr2 Y-specifikus
duplikatumat, mint potencialis ivardeterminal6é gént: az amhr2by-t a Pangasiidae csaladban
(WEN ET AL., 2022) és az amhr2Y-t Silurus asotus fajban (ZHENG ET AL., 2023). Tudomasom

szerint az amhr2 mRNS-ek mennyiségét harcsaféléken még nem vizsgaltak.

3.5.6. mark2

A MARK2 (Microtubule Affinity Regulating Kinase 2) a MARK fehérje csaladba
tartozik, mely fehérjék egyéb, mikrotubulushoz asszocialt proteinek (MAPS), példaul a tau,
MAP2 vagy MAP4 foszforilacidjat végzik a mikrotubulus-ko6té doménjiikon, ezaltal ezek
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1997). A MARK?2 egy szerin-treonin kinaz. Emberekben tobbféle cellularis folyamatban
szerepet jatszik, példaul az Alzheimer-kor kialakulasaban (GuU ET AL., 2013), DNS javito
folyamatokban, illetve tiidérak esetén a rosszindulatu fenotipus elésegitésében (HUBAUX ET
AL., 2015).

A sugarasuszdju halak koziil zebradanioban bizonyitottdk tauopatids modell vonal
segitségével, ahol a tau fehérje tulzott mértékben jelen van €és a mikrotubulusokhoz kétédve a
mitokondriumokhoz torténd transzportot akadalyozza, hogy a MARK?2 talexpresszalasa segiti
a tauopatias fenotipus megsziintetését (PLUCINSKA ET AL., 2012). A mark2 hatasat az ivari

fejlédésre tudomasom szerint még semmilyen halfajnal nem irtak le.

3.5.7. pten

A PTEN (foszfatdz és tenzin homoldg) tumorszupresszor gén egy foszfatdz enzimet
kodol, amely a sejtek osztodasat gatolja, emlésokben fontos szerepet jatszik a programozott
sejthalallal kapcsolatos funkcidban, a sejtek vandorlasdban, nélkiilozhetetlen az embriondlis
fejlodéshez (CHU & TARNAWSKI, 2004; YIN & SHEN, 2008). Egér modellen és sejtkultaraban
vizsgaltak olyan primordialis dscsirasejteket (PGC), melyeknél a PTEN génben PGC specifikus
deléciot idéztek elé (KIMURAET AL., 2003). A kisérlet egereken tumort okozott, sejtkultiraban
pedig megfigyelték, hogy a PGC-k PTEN hianyaban magasabb proliferacioval rendelkeznek és

hajlamosak pluripotens embrionalis csirasejt koloniat 1étrehozni.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Afrikai harcsa kisérleti allomany

4.1.1. Magyar allomany RAS (recirkulacios akvakultiras) rendszerben

4.1.1.1. Az anyaallomany eredete

A tenyészéallomany (P0) 6t egyedbdl allt (12-24 hoénapos halak, 2430+1000 g atlagos
testtomeg), melyek harom kiilonb6zd telephelyrdl szarmaztak. Magyarorszdgon elsdként a
Szarvas Fish Kft. alakitott ki tenyésztési céllal afrikai harcsa allomanyt a 80-as évek kdzepén,
Szarvason (GPS: 46°52'0.0” N 20°33'0.0" E), a Wageningen Egyetem (Hollandia)
tenyészallomanyabol szarmazéd 200 egyedbdl (RADICS ET AL., 1994). Ezt koveten tobbszor
frissitették az allomanyt eurdpai, elsdsorban holland szarmazésu egyedekkel. A kisérletemben
hasznalt egyik PO egyed a Jaszkiséri Halas Kft. (GPS: 47°28'51.0° N 27°1522.3" E)
alloméanyabdl szarmazott, melyet Szarvasrdl vésarolt halak keresztezésébdl alakitottak ki
(Borbély Gyula, személyes kommunikécio). Ketté PO anyahal a Szarvas Fish Kft. tukai (GPS:
47°44'31.3° N 27°02'06.2" E) allomanyabol szarmazott, melyeket szintén a szarvasi
allomanybol alakitottak ki 1993-ban és azéta attol elkiilonitve tenyésztik ¢ket (Radics Ferenc,
személyes kommunikacid). Kettd PO anyahal a V-95 Kft. nagyatadi (GPS: 47°12'34.1 N
17°22'25.5" E) telephelyérél szarmazott, mely allomanyt a 2010-es években alakitottak Ki
kiilonb6z6 magyarorszagi, lengyelorszagi, romaniai €s olasz termeldktdl vasarolt halakbol

(Boros Attila és Varju-Katona Milan, személyes kommunikécio).

41.1.2. Keresztezési séma és az allomany tartidsa

A PO tenyészallomany minden egyedén molekularis ivarmeghatarozast végeztem a
CgaY1 him-specifikus markerrel (lasd 4.2.4 fejezet) €és csak a fenotipusos ivarnak megfeleld
ivari markerrel rendelkez6 egyedeket hasznaltam a keresztezéshez. Az 6t egyed szaporitasaval,
egy tejes anyahalat kétszer felhasznalva [Nagyatad @ (11) x Tuka & (T1), Jaszkisér @ (12) x
Tuka & (T1), Tuka @ (I3) x Nagyatad & (T2)], harom F1 csaladot hoztam létre (F1A, F1B,
F1C csalad), melyeket harom kiilonb6z6 medencében neveltem ivarérésig (kikelést kovetd 10.
hoénap, 1278+517 g-os atlagos testtomeg; 4. abra). Az F1 generacion nem végeztem

molekularis ivarmeghatarozast.
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PO T X T X T X

Im 1 I T I T2
v v v
F1
Cealidok FlA F1B F1C
v v \
F2 F2A 2B F2C
Csoportok —— = -
v v v
F3 F3A F3B FaC
Croportok mix mix mix

4. abra: Keresztezési séma afrikai harcsa ivardeterminacios
rendszerének vizsgalatahoz. Az anyaallomany (P0) 5 tenyészegyedbdl
(ikrasok- 11, 12, 13 és tejesek- T'1, T2) allt. Az F1 generacio csaladjait (F1A,
F1B, F1C) és az F2 (F2A, B, C mix) és az F3 (F3A, B, C mix) generacio
kevert csoportjait harom medencében neveltem. Minden generaciot 10-10
tenyészallat paros keresztezésével hoztam létre.

Az F2 generaci6 kialakitasa soran véletlenszeriien kivalasztottam a fenotipusos ivari
jellegek (az ivari papilla formdja) alapjan mindharom csaladbol 10 tejes és 10 ikras egyedet,
majd ezeket paros keresztezéssel szaporitottam, ezaltal mindharom csoportban tiz csaladot
hoztam létre. A tiz csaladbol szarmazd ikratételt csaladonként egyenld aranyban kevertem és a
kevert csoportokat (F2A mix, F2B mix, F2C mix) harom medencében neveltem ivarérésig
(kikelést kovetd 12. honap, 1958+726 g atlagos testtomeg). Ezt kovetden molekularis
ivarmeghatarozast (lasd 4.2.4-es fejezet) és az egyedek tulaltatasat kovetd boncolaskor
eltavolitott ivarszerv vizsgalataval fenotipusos ivarmeghatarozast (lasd 4.2.3-as fejezet)
végeztem. Az F1 csaladokat és az F2 csoportokat RAS rendszerben, 1 mS3-es medencékben, 25
°C-os vizhémérsékleten, 16 6rds vildgos €és 8 oOras sotét periodussal, oranként 80 literes
vizcserével tartottam.

Az F3 generécid létrehozésakor 10 tejes és 10 ikras halat parosan szaporitottam
mindharom F2 csoportbol (F2A Mix, F2B Mix és F2C Mix), csak olyan tenyészallatok
felhasznalasaval, melyeknél a CgaY1 marker szerinti genotipusos és a fenotipusos ivar
egyezett. A 10-10 paros keresztezésbol szarmazo utddokat csoportonként keverve (F3A Mix,

F3B Mix és F3C Mix), harom kiilonb6z6 medencében neveltem a kikelést kovetd 3. honapig
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(37421 g-os atlagos testtomeg), amikor iS molekularis (lasd 4.2.4) és fenotipusos (lasd 4.2.3)
ivarmeghatarozast végeztem. Az F3-as kevert csoportokat recirkulacios akvakultiras (RAS)
rendszerben, 12 literes polipropilén medencékben, 28 °C-os vizhdmérsékleten, 16 oras vilagos

¢és 8 oras sotét periodussal, oranként 80 literes vizcserével tartottam.

4.1.1.3. Szaporitas és elénevelés

A szaporitasok az 4ltalanos akvakultirds gyakorlatnak megfeleléen zajlottak:
intramuszkularis Ovopel [20 pg/kg LHRHa (Luteinizalé hormon serkenté hormon analog) és
25 mg/kg metaklopramid fizioldgias sooldatban szuszpendalva, Interfish Kft., Budapest,
Magyarorszag] hatizomba torténd injektalasaval. Ezt kovetéen vizhdmérséklet fliggvényében,
25 °C-on, nagyjabol 12 oraval késébb, az ovulald anyak lefejésével kinyert ikrat in vitro
fertilizacidval termékenyitettem a tejesekbdl miitéti uton eltavolitott here gézlapon atnyomott
szuszpenzidjaval. lkrasok esetében 1 kg testtomegre 1 ml, a tejesek esetében pedig 1 kg
testtomegre 0,5 ml Ovopel szuszpenzidt alkalmaztam.

Péros keresztezéssel 100 g ikrahoz 0,5 ml tejet mértem és rendszerviz segitségével, az
ivartermékeket lassan kevergetve nagyjabol 1 perc alatt termékenyitettem, majd a
termékenyitett ikrat duzzasztottam. Az ikra ragaddssagéanak elvételére nem végeztem kezelést.

A termékenyitett ikrat kikelésig (25 °C-on nagyjabodl 24 6raig) csoportonként keverve 7
literes Zuger edényben tartottam. A keltetést kovetden a larvakat a szikzacsko felszivodasa utan
(nagyjabol 72 ora) 10 napig kizarolag €16 sorak (Artemia salina) naupilus larvajaval (Ocean
Nutrition, Essen, Belgium), 15 napig €16 sorak és ivadéktap keverékével ad libitum, majd
késObb Perla Larva és Nutra Pro (Skretting, Stavanger, Norvégia) ivadéktappal etettem (a teljes
testtomeg 10%-a a kisérlet kezdetén, fokozatosan csokkentve 3%-ig).

A larvékat és az ivadékhalakat RAS rendszerben, 12 literes polipropilén medencékben,
28 °C-os vizhémérsékleten, 16 ords vilagos és 8 oOrds sotét periodussal, éranként 80 literes

vizcserével tartottam.

4.1.2. Magyar allomany nevelése atfolyovizes rendszerben

4.1.2.1. Keresztezési séma és az allomany tartasa
Az tenyészallomany (P0) a nagyatadi V-95 Kft. halaibol keriilt kivalasztasra (eredetét
lasd 4.1.1). A telepen megmértiik 1004 kifejlett egyed testhosszat (71,6+7,1 cm) és fejhosszat

(20,1+1,9 cm), majd kivalasztottam a legalacsonyabb fejhossz-testhossz (<0,27) arannyal
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rendelkez6 tenyész jeldltek koziil fenotipus alapjan 202 egyedet. Ezen egyedek kozel felében
(n=96) ellendriztem a CgaY1 ivar-specifikus markert és azokat az egyedeket szaporitottam,
melyeknél a genotipus és a fenotipus egyezett. Az F1-es generacio 1étrehozasdhoz 16 ikras és
18 tejes ivartermékét kevertem 4 db 5x5-0s csoportban, 4 ikras €s 2 tejes halat két csoportban
is felhasznalva. Egyedenként 60 g ikrdhoz 1 ml tejet mértem, igy 6sszesen csoportonként 300
g ikrat termékenyitettem 5 ml tejjel. Rogzitettem az anyahalak testtomegét (4,3+1,6 Kkg),
korméretét (34,1+4,9 cm), testhosszat (73,6+8,8 cm) és fejhosszat (19,1+2,3 cm).

Minden generacioban (F1 ¢s F2) két kisérleti (C1, C2) és egy kontroll (B) csoport kertilt
kialakitasra, melyek kétféle tapot fogyasztottak: egy magasabb halliszt tartalmu (8,1%) kisérleti
tapot (Claria Float, Aller Aqua, Christiansfeld, Dénia), valamint egy alacsonyabb halliszt
tartalmu (6%) kontroll tapot (Bona Float, Aller Aqua, Christiansfeld, Dania). Mindkét tap
(4,5mm) azonos nyersfehérje (42%) és nyerszsir (12%) tartalommal rendelkezett.

Az Fl-es generacidoban a harom csoportot (F1 C1, F1 C2, F1 B) a kannibalizmus
kikiiszobolésére méret szerint szétvalogattam és mindharom csoportbdl a legalacsonyabb (F1
C1S, F1 C2S, F1 BS) és legmagasabb (F1 CI1B, F1 C2B, F1 BB) testtomeg értékekkel
rendelkezd halakat tartottam meg. Az F1 generaciot 12 honapos korig neveltem, majd minden
csoportbol a kis méretii ikrasokat (n=10) nagy méretli tejesekkel (n=10), a nagy méretii
ikrasokat (n=10) pedig kis méretli tejesekkel (n=10) kereszteztem az F2 generacio
létrehozésara, az ivartermékeket 5x5-0s csoportokban keverve, csoportonként 500 g ikra és 5
ml tej felhasznalasaval.

Az F2-es generacio csoportjait (F2 C1, F2 C2, F2 B) szintén hat kiilonb6z6 medencében,
méret szerint szétvalogatva tartottam. A kis méreti (F2 C1S, F2 C2S, F2 BS) €s nagy méretli
(F2 C1B, F2 C2B, F2 BB) halak nevelése kiilon tortént ivarérett korig (7 honappal a kikelést
kovet6en), amikor rogzitettem a testtomegiiket (F2 C1S - 1454+426 g, F2 C1 B — 2078+387 g
F2 C2S - 1049+284 g F2 C2B - 1855+333 g, F2 BS - 1355+333 g, F2 BB - 1832+338 g) és az
ivarukat, valamint farokuszo mintat vettem ddRAD (kétszeresen emésztett restrikcios helyhez
ko6t6d6é DNS - Double-digest restriction-site associated DNA) konyvtar készitéséhez.

A kisérleti allomany tartdsa az elénevelést kovetden (nagyjabol 5 dkg-os atlagos
testtomeg elérése utan) a Bajcshal Kft. kisbajcsi telephelyének (GPS 47°45'08.9” N 17°41'02.3"
E) szabadtéri atfolyovizes rendszerében, fél-lizemi koriilmények kozott, 1800 literes
medencékben, 23-24°C-0s vizhdmérsékleten tortént. A Kkeresztezési sémat a 5. abra

szemlélteti.
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PO 4 db 59 x 53 keresztezés

Kisérleti tap Kontroll tap
F1 C1 C2 B
Meéret
szelekcy l\ / l\ / l \
C1S C1B C2S C2B BS BB
F2

C1 C2 B
Méret
szelekcyl\ /l\ /l\
C1B C28 C2B BS BB

C1S

5. abra: Keresztezési séma atfolyovizes rendszerben. Anyaallomany
(PO) szaporitasaval eléallitott F1 utédokat harom csoportra osztottam,
melyb6l ketté kisérleti (C1, C2), egy pedig kontroll (B) tappal volt etetve.
Mindharom csoporton méret szelekciot végeztem és csak a legnagyobb
(C1B, C2B, BB) és a legkisebb (C1S, C2S, BS) allatokat neveltem ivarérett
korig, melyek keresztezésével (4 db 5x5-0s csoport) létrehoztam az F2
generaciot. Az F2 utodokon méret szelekciot végeztem és a legkisebb és
legnagyobb egyedektdl genetikai mintat vettem (n=192) ddRAD konyvtar
készitésére.

4.1.2.2. Szaporitas és elénevelés

A szaporitas és keltetés a Bajcshal Kft. kisbajcsi (GPS 47°45'08.9° N 17°41'02.3" E)
telephelyén, az 4.1.1 fejezetben leirtak szerint tortént, azonban Ovopel injektalas helyett ponty
hipofizis alkalmazésaval (3,0 mg ponty hipofizis/ 1,0 ml 0,9 %-os NaCl oldat/ testtomeg kg) €s
csak az ikrasok oltasaval. A termékenyités soran az ivartermékeket csoportonként 4 db 5x5-06s
csoportban kevertem, majd a csoportonkénti termékenyitett ikratételt 7 literes Zuger edényben
(26-28 °C-on nagyjabol 24 o6raig) inkubaltam.

Az ivadékok eldnevelése 200 literes, iivegszalbol és gyantabol késziilt, ivelt,
atfolyovizes valytkban tortént, 26-28 °C-os vizhomérsékleten, nagyjdbol 1 honapig. Ezt
kovetden az ivadékok 1 m3-es, kor alaku polipropilén kadakba keriiltek, amig elérték az 5 dkg-
os atlagos testtomeget. A larvak/ivadékok etetése a szikzacsko felszivoddsa utan par napig €16
sorak (Artemia salina) naupilus larvajaval, majd Larviva prostart (Biomar, Martin, Szlovakia)

ivadéktappal tortént.
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4.1.3. A vietnami allomany vizsgalata

Kisérleteimben megvizsgaltam a CgaY1 him-specifikus marker alkalmazhatdsagat
Vietnambol szarmazo afrikai harcsakon (n=61), melyek a magyar allomanyoktol genetikailag
feltételezhetéen tavol allnak. A Vietnambol szarmazo halak pontos eredete sajnos nem volt

ismert szamunkra.

4.2. Az afrikai harcsa ivardeterminacios rendszerének vizsgalata

4.2.1. A CgaY1 marker validalasa

A CgaYl ivar-specifikus marker validalasara a RAS rendszerben nevelt
utddalloméanybol (lasd 4.1.1) a PO anyadllomanyt (5 egyed), harom F2 csoportot (85, 86, 89
egyed) ¢€s harom F3-as csoportot (50, 48, 93 egyed) hasznaltam. Eldbbieken til teszteltem a
CgaY 'l marker alkalmazhat6sagat a magyar allomanyoktol genetikailag feltételezhetden tavol
allo, Vietnambol szarmazo 61 halon (lasd 4.1.3). Minden egyed esetén Osszevetettem a
fenotipusos és a genetikai ivart. A vietnami halak fenotipusos ivarmeghatirozasa az ivari
pedig boncolast kovetden az ivarszerv morfoldgiai vizsgalata alapjan tortént. A fiatal allatok
(magyar allomany F3 generacidja) fenotipusos ivarat pedig egy modositott aceto-karmin
festéssel, fénymikroszkop segitségével (lasd 4.2.2) ellendriztem. A  molekularis

ivarmeghatarozas a 4.2.3 fejezetben leirtak szerint tortént.

4.2.2. A fenotipusos ivar ellendrzése

A fenotipusos ivar ellenérzéséhez az allatokat 2-Fenoxi-etanol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) segitségével talaltattam, majd dekapitulaciot kovetden post mortem
eltavolitottam ¢és targylemezre helyeztem az ivarszerviiket. Egy modositott aceto-karmin
(GUERRERO & SHELTON, 1974) festés segitségével (a jobb lathatosag érdekében indigd-karmint
hasznaltam kdrmin helyett) az ivarszerveket megfestettem, és morfologidjukat fénymikroszkop
(Leica M205 FA, Leica DFC 7000T kamera, Leica Application Suite X softver, Leica
Microsystems GmbH; Wetzlar, Németorszag) alatt 40-100X nagyitassal vizsgaltam (6. abra).
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6. abra: Afrikai harcsa fenotipusos ivarmeghatirozasanak tipikus
képei aceto-indigo karmin festéssel sztereomikroszkop alatt (Leica
M205FA, 40-100x nagyitassal). (A) Petefészek. (B) Here.

4.2.3. Molekularis ivarmeghatarozas

A CgaY1l ivar-specifikus marker ellen6rzéséhez minden vizsgalt egyedbdl egy
nagyjabol 1 cm?-es farokuszo szovetet gylijtottem és 98%-0s etanolban (Reanal, Budapest,
Magyarorszag)

-20 C°-on taroltam felhasznalasig. A DNS kinyerése egy gyors Chelex100 alapu technikéval
tortént (WALSH ET AL., 1992). Egy duplex PCR reakcio segitségével felszaporitottam a CgaY 1
him-specifikus fragmentet (1,1 kb), mely csak tejesekben amplifikalodik és egy rovidebb,
kontroll fragmentet (486 bp), mely tejesekben és ikrasokban egyarant amplifikalodik. Harom
primer szekvencia (Y1-1R, K1-1F, K1-1R) egy korabbi kutatasbol (KovAcs, 2004) szarmazott,
kivéve egy, altalam tervezett (Y 1-6F) primert (a primer szekvenciakat 14sd mellékletek M2., a

molekularis ivarmeghatarozas tipikus gélképét lasd mellékletek M3.).
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A PCR reakcidt optimalizaltam, a végs6 reakceio dsszetétele a kovetkezd volt: 0,9X PCR
Puffer (Promega, Madison, USA), 200-200 uM mindegyik dNTP-bdl (Thermo Scientific,
Waltham, USA), 500-500 nM Y1-6F és Y1-1R primer, 30-30 nM K1-1F ¢és K1-1R primer,
2mM MgClI2 (Thermo Scientific, Waltham, USA), 1U Taq DNS polimeraz (Promega, Madison,
USA) és a Chelex100 alapu technikaval kinyert genomi DNS-bdl nagyjabol 20 ng-ot. A reakcid
koriilményei: denaturaciod 94 °C-on 2 percig, 30 ciklusban 94 °C 30 mésodperc, 62,5 °C 1 perc,
72 °C 3 perc, majd egy végso lanchosszabbitas 72 °C-on 5 percig. A PCR reakcidt haromszor
32-es blokku ProFlex (Applied Biosystems, Waltham, USA) PCR gépben végeztem és az
eredményeket agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztem 5 pul PCR termék futtatasaval
1,5%-o0s agardz gélen [SeaKem LE, 1x TBE Puffer (890 mM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan
(TRIS), 890 mM Borsav, 20 mM Etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA)], 0,5ug/ml etidium
bromid, 5X Loading Dye és 5X GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, Waltham,
USA) felhasznalasaval, Consort Electrophoresis Power Supply E835 (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA) gép segitségével.

4.2.4. A homérséklet ivarra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Santi és munkatarsai (2016, 2017) eredményei alapjan kialakitottam négy, egyenként
mindharom csoportjabol (F3A Mix, F3B Mix és F3C Mix), majd csoportonként harmat
36+1°C-o0s hémérsékleten tartottam harom kiilonb6z6 fejlédési stadiumban: 5-8 (T1), 7-10 (T2)
¢és 9-12 (T3) nappal a kikelést kdvetden, 72 oran keresztiil. A negyediket, a kontroll csoportot
28+1°C-os homérsékleten neveltem, és ezt az allomanyt hasznaltam a CgaY1l marker
validalasara (lasd 4.2.1) €s az ivaronkénti génexpresszio vizsgalatara (lasd 4.3) is. A hokezelés
id6tartamara a medencéket vizfiirddbe helyeztem. A viz hémérséklete nagyjabol 3 ora alatt érte
el a kisérleti homérsékletet (36+1 °C) és a kezelés végén, a vizfiirdobol vald eltavolitast
kovetden koriilbeliil 24 ora alatt hiilt le (28+1 °C). Az egyes medencék vizhdmérsékletét a teljes
hokezelés alatt RC-4 tipust (Elitech, Milpitas, USA) hémérséklet-adatgylijté segitségével
rogzitettem. A kilenc kisérleti csoportot (F3A Mix, F3B Mix és F3C Mix; mindegyikben T1,
T2, T3 kezelés) a hokezelések elbtt és utan, valamint a kontroll csoportokat (F3A Mix, F3B
Mix és F3C Mix) a teljes id6szak alatt csoportonként kiilon, 12 darab 12 literes medencében

neveltem RAS rendszerben, 28 °C-on, 6ranként 80 literes vizcserével (7. abra).
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. T3 36°C

T2 36°C |

T1 36°C |

Kontroll 28 °C

7. abra: Homérséklet altali ivaratforditas vizsgilata magyar afrikai
harcsa allomanyon. Négy csoportot alakitottam ki 4.1.1.2 fejezetben leirt

crcr

mix). 3 csoportot magasabb (36 °C) homérsékleten tartottam harom
kiilonb6z6 fejlédési stadiumban (T1 — 5-8, T2 — 7-10, T3 - 9-12 nappal
kikelést kovetden - nkk), mig a negyediket kontroll (28 °C) hdmérsékleten
neveltem harom honapos korig.

Harom hoénappal a kikelést kovetéen az ivarardnyok meghatarozasa céljabol
ellendriztem az Gsszes egyed (n=444) fenotipusos ivarat az ivarszervek kipreparalasaval, majd
egy modositott aceto-karmin festéssel, fénymikroszkop alatt (lasd 4.2.2). Ezen feliil 123,
fenotipusa alapjan tejes egyedet véletlenszeriien kivalasztva (24, 19, 80 hal a harom
keresztezésbdl) molekularis ivarmeghatarozast végeztem a CgaY 1 marker segitségével (lasd

4.2.3) a genetikai ivar, illetve a potencialis ivaratfordulas ellendrzésére.

4.2.5. A CgaY1 validalasabol szarmazo adatok kiértékelése

Minden egyed esetében Osszehasonlitottam a fenotipusos ivart a molekuléris
ivarmeghatarozas eredményeivel. A rekombinicid gyakorisagdbol kiszdmitottam a him-
specifikus CgaY1 marker és a feltételezett ivardeterminald régio kozotti relativ genetikai
tavolsagot (centiMorgan). Az 1:1 ivararanytol valo eltérést a kontroll csoport minden
generaciojaban, valamint a hokezelt csoportokban mind a genotipusos, mind a fenotipusos ivar
esetében teszteltem egymintds Z-proba segitségével, folytonossagi korrekcioval, 5%-0S

szignifikancia szinttel, R szoftverrel (ver. 3.5) (R CoRrEg, 2023).
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4.2.6. A masok altal ivarhoz kotottnek leirt markerek vizsgélata

Néhany, nemrég publikalt (NGUYEN ET AL., 2021a), ,,mérsékelten ivarhoz kotott”
marker (‘moderately sex-associated markers’) felhasznalhatosagat teszteltem a RAS
rendszerben tartott keresztezés F2-es generaciojabol szarmazo véletlenszeriien kivalasztott 8
tejes és 8 ikras egyeden, melyek mindegyike a fenotipusos ivaranak megfelelé duplex PCR
mintazattal rendelkezett. A halak faroktisz6jabol nagyjabol 1 cm?-es szovet darabokat vagtam,
melyeket 98%-o0s etanolban (Reanal, Budapest, Magyarorszag), -20 C°-on taroltam a DNS
izolalasaig, mely E.Z.N.A Tissue DNA kit (Omega Bio-tek, Norcross, USA) felhasznalasaval
tortént a gyarto eldirdsai szerint. Az izolalt DNS mindségét géldokumentacids rendszerben, UV
fény alatt, a minGségét és a mennyiségét pedig NanoDrop One (Thermo Scientific, Waltham,
USA) spektrofotométer segitségével ellenériztem. Harom ,,mérsékelten him-asszocialt” (dtna,
add3, gucdl) és kettd ,,mérsékelten néstény-asszocialt” (dctnd, pcdh2ab3) 16kuszt vizsgaltam.
A termék szekvencidkat a BLAST szoftver nukleotid algoritmuséval (blastn) 0sszevetettem a
kutatdcsoportunk altal korabban megszekvenalt afrikai harcsa genommal (nem publikalt adat).
A talalatokat E<I érték alatt tartottam szignifikansnak. A Primer-BLAST szoftver
100 bp tavolsagra mindkét irdnyban), melyek koziil kivalasztottam azokat a legspecifikusabb
parokat, melyek kizarolag a kivant termékkel mutattak szignifikdns egyezést a genomban. A
primer szekvenciak a mellékletek M2. szamu tablazataban talalhatoak. Az optimalis reakcio
Osszetétel: 10X KCl-os Taq Puffer (Thermo Scientific, Waltham, USA), 200-200 uM
mindegyik dNTP-bdl (Thermo Scientific, Waltham, USA), 252 nM mindegyik primerbdl, 1,5
mM MgClz (Thermo Scientific, Waltham, USA), 1U Taq DNS polimeraz (Promega, Madison,
USA) ¢és 100 ng genomi DNS. Az optimalis reakcio koriilmények: denaturacié 95 °C-on 2
percig, 30 ciklusban 94 °C 30 mésodperc, 55 °C 20 masodperc, 72 °C 1 perc, majd egy végso
lanchosszabbitas 72 °C-on 10 percig. A PCR reakcidokat ProFlex (Applied Biosystems,
Waltham, USA) PCR gépben végeztem ¢és a genom szekvenciabol szdrmazo termékek vart
hosszat (194 bp dtna, 204 bp add3, 226 bp dctn4, 195 bp pcdh2ab3) agardz gélelektroforézis

segitségével ellendriztem az 4.2.3 fejezetben leirtak szerint.
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4.2.7. lIvarhoz kotott SNP markerek izolalasa ddRAD szekvenalas segitségével

4.2.7.1. Mintavétel és -elokészités

A fenotipusos jegyekkel egylitt 0roklodé SNP markerek (Single Nucleotide
Polymorphism) feltérképezésére ddRAD (double digest restriction-site associated DNA)
szekvenalast végeztem. Az atfolyovizes rendszerben tartott allomany egyedeibdl egy nagyjabol
1 cm?es farokiiszo szdvetet gyljtottem és 98%-0s etanolban (Reanal, Budapest,
Magyarorszag)
-20 C°-on taroltam felhasznalasig. A PO anyahalak koziil 34, az F2 generaciobol pedig 6sszesen
158 egyedet kivalasztva elvégeztem a DNS izolalast hagyomanyos sos kicsapasos modszerrel
(MILLER ET AL., 1988). Az izolalt DNS-t nukledzmentes vizben oldottam Vvissza, mindségét
pedig eldszor géldokumentacids rendszerben, 1,5 %-os agardz gélen UV fény alatt, majd
mennyiségét ¢és tisztasagat NanoDrop One (Thermo Scientific, Waltham, USA)
spektrofotométer segitségével ellendriztem. Csak azon mintakkal dolgoztam tovabb, amelyek
OD 260/280 mutatdja 1,8 feletti értéket, OD 260/230 mutatoja pedig 2,0-2,2 kozotti értéket
mutatott. Ezutan a mintakat steril, nukleazmentes vizzel tizszeres térfogatra higitottam, majd
Ujabb minéség- és mennyiségellenérzést végeztem Qubit dSSDNA BR Assay Kit és Qubit 3.0
flourométer segitségével (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok).

4.2.7.2. ddRAD konyvtar készitése és Illumina-alapt szekvenalas

A megfeleld tisztasagl izolalt DNS mintakbol 200 ng-ot emésztettem Pstl és Mspl
restrikcios enzimekkel (FastDigest restriction enzymes; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok) a gyart6 protokollja alapjan, majd az emésztett
fragmenteken méretszelekciot hajtottam végre KAPA PureBeads (Roche, Bazel, Svajc)
segitségével a 150-300 bp kozotti fragmentek kinyerésére. Az emésztett, méretszelektalt DNS-
eket kétszer atmostam 80%-0s etanollal (Reanal, Budapest, Magyarorszag), beoldottam 10mM
Tris [Trisz-(hidroximetil)-amino-metan, pH 8, Carl Roth Gmbh, Karlsruhe, Németorszag]
oldatba, majd mennyiségi meghatarozast végeztem Qubit dsDNA HS Assay Kit
felhasznalasaval Qubit 3.0 flourométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok) és a mennyiségeket normalizaltam. T4 DNS ligaz (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) segitségével 3 ng DNS fragmenthez
kétszalu adaptereket (mellékletek M4.) ligaltam a gyart6 protokollja alapjan.
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Az esetlegesen fennmaradé, nem kotott adapterek eliminédlasara a mintakat 0,8x KAPA
PureBeads (Roche, Bazel, Svijc) segitségével tisztitottam, majd PCR reakciéval, NEBNext
Multiplex Oligos for Illumina kit (Dual Index Set 1 és Dual Index Set 2 New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) és KAPA HiFi Hotstart Ready Mix (Roche, Bazel,
Svéjc) felhasznalasaval minden mintat egyedi azonositoval (barcode) lattam el. A PCR reakcid
soran 2-2 ul-t hasznaltam az i5 és i7 primerekb6l 6 pul DNS-hez 20 ul végtérfogatban a
kovetkezd hoprofillal: denaturacio 95 °C-on 3 percig, 17 ciklusban 95 °C 30 mésodperc, 55 °C
30 masodperc, 72 °C 30 masodperc, majd egy végsé lanchosszabbitas 72 °C-on 5 percig. A
mintakat egyenld koncentracioban (0,02 nM/minta) ’pooloztam’, majd a ’poolozott’ konyvtar
(4 nM) mindségét és mennyiségét eldszor High Sensitivity DNA1000 ScreenTape rendszer
segitségével, 2200 Tapestation (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, Egyesiilt
Allamok) géppel, majd Qubit dsSDNA HS Assay Kit és Qubit 3.0 flourométerrel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) ellendriztem. A végleges, amplifikalt
konyvtarat 10 pM koncentraciora higitottam. A szekvenalast a Xenovea Kft. végezte Illumina

NextSeq 500 genomszekvenald platformon 2x150 bp leolvasasi hosszal.

4.2.7.3. A ddRAD szekvenalasbol szarmazo adatok kiértékelése

Az adatok kiértékelését egy egyiittmiikodés keretében Julian Catchen (Department of
Evolution, Ecology, and Behavior, University of Illinois, Urbana-Champaign, Urbana, IL)
végezte el. A nyers szekvencidkat demultiplexalta és az adaptereket levagta. A 30-nal kisebb
mindség értékkel (quality score) rendelkezo, illetve a 200 bp-nal révidebb fragmentek
eltavolitasra keriiltek FastQ Toolkit (Illumina) segitségével. Az SNP markerek meghatarozasa
Stacks software (CATCHEN ET AL., 2011; CATCHEN ET AL., 2013) segitségével tortént. A
markerek és az ivar kozotti asszociaciot nem parametrikus Fisher-féle egzakt probaval
teszteltiik és p<0,05 értéknél fogadtuk el a két nomindlis valtozd kozotti kapcsolatot
szignifikansnak. A Fisher-féle egzakt probaval esélyhanyadost (OR, odds ratio) generaltunk,
mely megadja annak az aranyat, hogy (a mi esetiinkben) az SNP marker és az ivardeterminald
régid hanyszor gyakrabban 6roklddik kapcsoltan, mint nem. A LOD (logarithm of the odds, az
esély logaritmusa) érték ennek tizes alapu logaritmusa, a relativ valosziniiség. Molekularis
varianciaanalizis (AMOVA, Analysis of Molecular Variance) segitségével vizsgaltuk az
ivarhoz kotott genetikai varianciat, az eredményeket a legmagasabb fixacios index (Fst)

értékekre (>0,07) sziirtiik.
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4.3. lvaronkénti génexpresszio vizsgalata

4.3.1. Mintavétel

Kisérleteimhez a RAS-ban nevelt allomany F3-as generaciojabol (F3A, F3B és F3C
mix, kontroll csoportok) végeztem el a mintavételt 0-15 napos kor kdzott minden nap, ezt
kovetden 20, 25, 30 és 40 napos korban, fejlodési stadiumonként és csoportonként 15 egyedet
felhasznalva. Az allatokat fenoxietanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) segitségével
tulaltattam, majd sztereomikroszkop (Leica M205 FA, Leica DFC 7000T kamera, Leica
Application Suite X softver, Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Németorszag) alatt, 40-100X
nagyitassal, szikével harom részre vagtam oket (8. abra). A fejbdl és torzsbdl szarmazd
mintakat ezt kovetéen egy percen beliil folyékony nitrogénbe helyeztem, majd -80°C-on
taroltam RNS izolalasig. Az farokuszd szoveteket 98%-0s etanolba (Reanal, Budapest,

Magyarorszag) helyeztem, és -20 °C-on taroltam DNS izolalasaig.

8. abra: Mintavétel Kkorai fejlédési stadiumu afrikai harcsakbol az
ivaronkénti génexpresszié vizsgalatara sztereomikroszkop (Leica
M205) alatt. A farokszobol DNS-t izolaltam, melybdl molekularis
ivarmeghatarozast végeztem a CgaY 1 marker segitségével, a fejbdl ¢s a
torzsbol pedig RNS-t izoldltam az ivaronkénti génexpresszio vizsgélatara
real-time PCR segitségével.

4.3.2. A mintak elokészitése

A farokuszé mintakbol Chelex100 alapt technikaval (WALSH ET AL., 1992) nyertem Ki
a DNS-t, majd a genetikai ivart a CgaY 1 marker segitségével ellendériztem az 4.2.4 fejezetben

leirtak szerint. A fejbol és a torzsbdl RNS-t izolaltam TRI Reagent (Molecular Research Center
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Inc., Cincinnati, USA) segitségével a gyartd protokollja alapjan. Az izolalt RNS-t
nukleazmentes vizben oldottam fel, majd az esetleges genomi DNS eltavolitasara DNazl
(Thermo Scientific, Waltham, USA) kezelést alkalmaztam. A DNaz kezelt RNS integritasat,
koncentraciojat és tisztasagat 1,5 %-os agardz gélelektroforézis és spektrofotométer (NanoDrop
One, Thermo Scientific, Waltham, USA) segitségével vizsgaltam. Azon mintakat hasznaltam
fel a tovabbiakban, amelyek OD 260/280 mutatdja 2,0 feletti értékeket mutatott. 1000 ng RNS-
b6l random hexamer primer és reverz transzkriptdz enzim (Random Hexamer Primer,
RevertAID Reverse Transcritase, Thermo Scientific, Waltham, USA) felhasznalasaval cDNS-

t készitettem a gyartd protokollja alapjan, amelyen qPCR vizsgalatokat végeztem.

4.3.3. Insilico analizis

Korabbi, afrikai harcsan végzett kutatasokbol (RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN,
2010a; RAGHUVEER ET AL., 2011) szarmaz6 primer szekvencidkat hasznaltam azon gének
esetében, melyeknél korai expressziot detektaltak (vasa, foxI2), illetve tovabbi ivarhoz kotott
gének (Sox3, sox9, amhr2) hatarold régioira primereket terveztem a teljes afrikai harcsa
transzkriptoma adatok alapjan (nem publikalt adat). Elébbieken tal a CgaY1 ivar-specifikus
markert tartalmazo hosszabb DNS szekvenciat (scaffoldot) BLAST algoritmus segitségével
(blastn és blastx) illesztettem az NCBI adatbdzisban megtaldlhaté Osszes, sugarasuszoju
halakbol szarmazo szekvenciara és az igy talalt gének (pten, mark2) korai expressziojat is
vizsgaltam.

A primer tervezéshez a PerlPrimer szoftvert alkalmaztam, mely az mRNS, valamint gént
tartalmazd6 DNS szekvencia megadasdval az NCBI Spidey algoritmus segitségével
meghatdrozza az exonhatarokat. Amennyiben lehetdség volt ra, a két primer tapadasi helye
exon-exon hatarra kertilt az esetleges DNS kontaminéci6 elkeriilése végett. A PCR termékek
hosszusagat 150-300 bazispar kozotti hosszsagra, az oligonukleotidok idedlis tapadasi
homérsekletét 60°C-ra allitottam be ¢és a 3° végi ,,GC-clamp” opcidt kivalasztottam a
szoftverben. A tervezett primerek szekvenciait a mellékletek M5. és M6. tablazata tartalmazza.

Ezt kovetden a PCR termékek szekvencidjara predikciot végeztem az uMelt szoftver
(ver. 3.6.2 ,,Quartz”) segitségével a varhatd olvadasi gorbék homérsékletének és formajanak

meghatarozasara.
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4.3.4. gPCR optimalizalas (‘standard curve’ analizis)

Minden primer par esetében standard curve analizissel meghataroztam a PCR reakcid
hatasfokat. A tomény (1000ng) cDNS-bdl 6t pontos higitasi sort készitettem (1x, 2x, 4x, 8x,
16x) és minden ponton meghataroztam a kiiszobérték ciklusszamot (Ct) kvantitativ real-time
PCR késziilékkel (Step One Plus Real-Time PCR Systems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Egyesiilt Allamok), harom technikai ismétléssel. Kiszamitottam a kiilonboz6
logaritmizalt koncentraciokhoz tartozd6 Ct értékekre fektetett egyenes meredekségét ¢és
megallapitottam a reakcio hatékonysagat az alabbi egyenlet szerint: E= -1+10(/meredeksée) Ezt
kovetden addig valtoztattam a reakcid Osszetételét, illetve a primer tapaddsi homérsékletét,
amig minden gén esetében 95-105% kozotti hatékonysag értékeket értem el. A hatékonysag
értékeket 1asd a mellékletek M5. és M6. tablazataban.

A reakciokhoz 5X Hot FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus-t (Solis Biodyne, Tartu,
Esztorszag) hasznaltam, génenként valtozo primer és cDNS mennyiségekkel, valamint tapadasi
hémérséklettel (mellékletek MS., M6.), az alabbi hdprofillal: elddenaturacido 95 °C-on 12
percig, majd 45 ciklusban 95 °C 15 madsodperc, primer tapadds 20 masodperc, 72 °C 20
masodperc. Az EvaGreen emisszios jelet minden ciklus extenzid-1épésének végén detektalta a
késziilék. A PCR reakciok specificitasat, esetleges primer dimerek jelenlétét gélelektroforézis,
valamint olvadési gorbe (melt curve) analizis segitségével ellendriztem 60-95 °C kozott, 0,3

fokonként emelve a hdmérsékletet, a fluoreszcens jelet minden emeléskor detektalva.

4.3.5. Referencia gén kivalasztasa a real-time PCR vizsgalatokhoz

A megfelel6 referencia gén kivalasztdsdhoz négyféle szovettipusban (kifejlett ikras agy
€s ivarszerv, kifejlett tejes agy és ivarszerv) vizsgaltam 6t potencialis referencia gént (efla,
gapdh, rpl13, actb, 18S). A reakciok hatékonysaga, a technikai szoras mértéke és a kiilonb6z6
szovettipusokban detektalt Ct értékek kiegyenlitettsége alapjan meghatdroztam a

vizsgalataimhoz legmegfelel6bb referencia gént (mellékletek M6.).

4.3.6. Real-time PCR vizsgalatok

A célgének (vasa, foxl2, cypl9, sox3, sox9, pten, mark2), valamint a valasztott
referencia gén (actb) expresszidjat vizsgaltam az optimalizalas soran kialakitott reakcio

Osszetételekkel és hoprofillal, kvantitativ real-time PCR késziilékkel, a 4.3.4 fejezetben leirtak
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szerint. Egy elso kisérlet soran négyféle csoportot (tejes, ikras, fej, torzs) vizsgaltam 3 fejlodési
stadiumban, 10, 15 és 25 nappal kikelést kdvetéen, 5-5 egyedbdl allo *poolozott’ mintan, 3
biologiai ismétléssel. Kontroll csoportként 5 hal teljes testét tartalmazd ’poolt’ hasznaltam,
ivarmeghatarozas nélkiil, 6 biologiai ismétléssel. A négyféle csoportot (tejes, ikras, fej, torzs)
kés6bb, szintén 3 fejlodési stadiumban, 20, 30 és 40 nappal a kikelést kovetden, egyedi
mintdkon vizsgaltam, dsszesen 12 biologiai ismétléssel.

Minden minta esetében meghataroztam az atlagos kiiszobérték ciklusszamot (Ct) 3
technikai ismétlés eredményeibdl StepOne Plus (ver 2.2) szoftver (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) segitségével és minden mérés alkalmaval
bedllitottam egy negativ kontrollt is primer paronként. A PCR reakcidk specificitasat, esetleges
primer dimerek jelenlétét gélelektroforézis, illetve olvadasi gorbe analizis segitségével

ellendriztem.

4.3.7. Statisztikai analizis

A mintankénti atlagos Ct értékekbdl (technikai ismétlések atlaga) kiszamitottam a delta
Ct (ACt), delta-delta Ct (AACt) és RQ (relativ kvantifikacio; RQ= 222 értékeket Microsoft
Excel szoftver segitségével (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Amennyiben a technikai ismétlések
szOrasa magasabb volt 0,5-nél, megismételtem a mérést. Az egyedi mintakat és a ’poolozott’
mintakat kiilon-kiilon hasonlitottam Ossze, majd az egyedi mintakbol bioinformatikai uton
alakitottam ki 3 ’poolt’ és mindent ’poolt’ is 6sszehasonlitottam. Az alacsony mintaelemszam
(n=3 pool) miatt normal eloszlast nem feltételeztem, a biologiai csoportokat Kruskal-Wallis
teszttel hasonlitottam 6ssze, Dunn-féle korrekcioval az elséfaju hiba (o) alacsonyan tartasara a
tobbszords Osszehasonlitds sordn, minden mintat a kontroll csoporthoz hasonlitva a
génexpresszio legkorabbi megjelenésének detektdldsara. Eldbbieken til az egyes fejlddési
stddiumokban, szovetenként, parosan is megvizsgaltam az ivaronkénti kiilonbségeket (példaul
10 nappal a kikelés utan ikras-tejes fej). Ebben az esetben a csoportok normal eloszlasat
Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztem, és amennyiben mindkét vizsgalandd csoport
normal eloszlast kovetett, t-probat alkalmaztam, ellenkezd esetben pedig nem parametrikus
Mann-Whitney probat. A statisztikai értékelés, illetve az eredmények &brazolasa GraphPad

Prism szoftver (ver 7.0, GraphPad Software, San Diego) segitségével tortént.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Az afrikai harcsa ivardeterminacios rendszere

5.1.1. A CgaY1 marker validdlasanak eredményei

Munkdm soran elvégeztem egy, a kutatdcsoportunk elddjében korabban izolalt
(KOVACs ET AL., 2001) him-specifikus DNS marker (CgaY1) validalasat harom sziilépar
leteszteltem a marker alkalmazhatosagat 61 Vietnambol szarmazé egyeden is.

A CgaY1 marker tobb generacios validalasa soran a genotipusos (mellékletek M3.) és
a fenotipusos (7. abra) ivar az esetek 96,4%-aban egyezett. A megbizhatosag az F2
generacioban 97,3% (95,3-98,8%), mig az F3 generacio csoportjaiban pedig 95,3% (94,6-96%)
volt. Ezek az értékek Osszhangban vannak a mas fajokban leirt és jellemzett ivar-specifikus
DNS markerekkel [pl. Pimephales promelas F1 (100%), F2 (100%), random gyiijtott mintak
(96,7%), Oncorhynchus mykiss visszakeresztezett F2 generacié (95%), (Ictalurus punctatus x
I. furcatus) x I. punctatus) visszakeresztezett F2 hibrid (100%) (FELIP ET AL., 2005;
NINWICHIAN ET AL., 2011; OLMSTEAD ET AL., 2011)]. A 451 egyed vizsgalata soran minddssze
16 esetben (3,5%) talaltam eltérést a geno- és fenotipusos ivar kozott: 6t fenotipusa alapjan tejes
egyedbdl nem sikeriilt felsokszorozni a him-specifikus markert, mig 11 fenotipusosan ikras
egyedben viszont megjelent (3. tablazat). Az eltérések valodisagat megismételt PCR

reakcidval igazoltam.

3. tablazat: A CgaY1 marker tobbgeneracios tesztelésének eredményei és az ivararanyok

CgaY1l- CgaY1l- Genotipusos Fenotipusos

Rekombinacios Megbizhatosag o . . , . ,
pozitiv  pozitiv 1vararany 1vararany

Csoportok  n

esemény (%) tejesek  ikrasok  (tejes %) (tejes %)
F2A mix 85 1 98,82 49/50 0/35 57,60 58,80
F2B mix 86 4 95,35 31/32 3/54 39,50 37,20
F2C mix 89 2 97,75 46/48 0/41 51,70 53,90
F3A mix 50 2 96,00 29/29 2/21 62,00 58,00
F3B mix 48 2 95,83 28/28 2120 62,50 58,30
F3C mix 93 5 94,62 45/46 4/47 52,70 49,50
Osszesen 451 16 96,40 228/233 11/218 54,33 52,62
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A fenotipus és a genotipus kozott tapasztalt eltérések elvileg szarmazhatnak
ivaratfordulasbol, azonban ennek valoszinisége csekély, mert minden egyedet azonos
koriilmények kozott neveltem. Ezen feliil, sem a fenotipusos, sem a genotipusos ivar esetében
nem taldltam szignifikans eltérést (p > 0,05) az 1:1 ivararanyhoz képest egyik vizsgalt
csoportnal sem. Igy az eltérések legvalésziniibb oka: rekombinacié az ivari marker és az
ivardeterminacids szakasz kozott. Ebben az esetben a rekombindci6 atlagos gyakorisadga a 30-
30 paros keresztezésbdl szarmazo F2 és F3 generacioban 2,69% és 4,51%. Igy a genetikai
tavolsag mértéke 2,69 cM (centiMorgan) és 4,51 ¢cM kozé becsiilhet6 generacionként, atlagosan
pedig 3,6 cM, mely arra utal, hogy a CgaY1 ivari marker és az ivardeterminald régio kozott
szoros genetikai kapcsoltsag all fonn.

Ellendriztem a CgaY1 marker alkalmazhatdsagat 61 Vietnambol szarmazé egyeden is,
amelyek genetikailag feltehetéen tavol allnak az altalunk vizsgalt magyar allomanyoktol. A
vietnami allomany vizsgalata soran nagyobb aranyban (16,39%) talaltam eltérést a fenotipus €s
a genotipus kozott: hat fenotipusa alapjan tejes egyedbdl nem sikeriilt felsokszorozni a him-
specifikus DNS markert, ugyanakkor négy fenotipusosan ikras egyedben megjelent a markerre
jellemz6 fragment. A magasabb aranyu eltérést magyarazhatja, hogy a vietnami allomany
fenotipusos ivarmeghatirozdsa az ivari papilla alakja alapjan tortént, mely bizonytalanabb
eredményt ad, azonban a tenyészallatok boncoldsara nem volt lehetdség. Mindemellett az azsiai
allomany egyedeit is 83,61%-os hatékonysaggal tudtam szexalni a him-specifikus marker
segitségével, ez arra enged kovetkeztetni, hogy az XY ivardetermindcios rendszer széles korben
jellemzd erre a fajra.

Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a CgaY1l marker jol alkalmazhatdé mind a
termelésben, mind a kutatasban. Alkalmas lehet korai fejlédési stadiumban végzett molekularis
ivarmeghatarozasra hormonkezeléssel vagy genom manipuldcioval létrehozott egyivara
alloményok kialakitasa soran, illetve a kutatdsban tobbek kozott fejléddésbioldgiai és
okotoxikologiai kisérletek soran vagy genom térképezésnél.

Az irodalmi adatok alapjdn a CgaY1 az elsd olyan afrikai harcsdn alkalmazott
molekularis marker, melyet tobb generdcios keresztezésen is validaltak és a harcsalaktiak
rendjébe (Siluriformes) tartozo fajok kdzott a masodik a Wang és munkatarsai altal nemrégiben
Silurus lanzhouensis fajon validalt marker utan (WANG ET AL., 2021). A korabban izolalt ivar-
specifikus markerekkel kapott eredmények alapjan az XX/XY ivardeterminacios rendszer tiinik

a legelterjedtebbnek a Siluriformes rendbe tartozo fajok esetén (2. tablazat).
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5.1.2. A hoémérséklet ivarra gyakorolt hatasanak eredményei

Egy ivarhoz szorosan kotott marker, mint a CgaY1, lehetové teszi a homérséklet
hatasara torténd ivaratfordulas vizsgalatat is. Kisérleteimben a Santi és munkatarsai (2016) altal
javasolt kritikus szenzitiv periodusban 36+1 °C-os vizhomérsékleten kezeltem a kisérleti
allomany F3 generaciojat (F3A Mix, F3B Mix, F3C Mix). A hokezelt csoportokbol 123
fenotipusa alapjan tejes egyedet véletlenszertien kivalasztottam ¢€s molekularis
ivarmeghatarozast végeztem rajtuk a CgaY1 markerrel. Mindossze négy egyed (3,25%)
esetében nem sikertilt felsokszorozni a him-specifikus fragmentet. Ez az arany nem kiilonbozott
szignifikansan a kontroll csoporttél, ahol 191 vizsgalt egyedbdl 9 esetben talaltunk eltérést
(4,71%) a fenotipus és genotipus kozott. A hokezelt csoportok egyikében sem talaltam
statisztikailag szignifikans eltérést a 1:1 fenotipusos ivararanyhoz képest (44%, 53%, 44% volt
a himek aranya az F3A, B és C Mix kezelt csoportokban), és a hékezelt csoportok ivararanyat
a kontroll csoportok ivararanyahoz (58%, 58% ¢és 50% a himek aranya az F3A, B és C Mix
kontroll csoportokban, lasd 3. tablazat) viszonyitva sem figyeltem meg szignifikansan
magasabb him ivararanyt.

Eredményeim alapjan nem tortént a hdokezelés hatdsara ivardtfordulas az altalunk
vizsgalt populacioban. Megemlitend6 ugyanakkor, hogy a GSD+TE ivardeterminacios
rendszerrel rendelkez6 halaknal sok faj esetében megfigyeltek erés sziil6i hatast (BAROILLER
ET AL., 2009b; SHEN & WANG, 2014), valamint hdmérsékletre érzékeny és nem érzékeny
populaciokat (VALENZUELA & LANCE, 2004). Emellett magas mortalitasi ratat tapasztaltam a
hoékezelt csoportokban: 90 nappal a kikelés utan 824+3% a kezelt, mig 51+5% a kontroll
csoportokban, valamint sok esetben figyeltem meg morfologiai elvaltozasokat, mely a korabbi
kisérletekben leirtakhoz hasonld (SANTI ET AL., 2016; SANTI ET AL., 2017). Elébbiek alapjan
feltételezem, hogy az egyivart termelési populaciok létrehozéasara alkalmazott hdmérséklet
altali ivaratforditas csak né¢hany allomany vagy csalad esetében alkalmazhato és az altalam

vizsgalt dllomanyok ivaratforditasara nem alkalmas.

5.1.3. Masok altal ivarhoz kotottnek feltételezett markerek vizsgalatanak eredményei

Az afrikai harcsa ivardeterminécios rendszerének vizsgélata soran a korabbi kutatdsok
ellentmondasos eredményeket mutattak, néhanyan XX/XY, masok ZZ/ZW rendszert irtak le.

Nemrég a két ivardetermindcios rendszer egylittes jelenlétét valdszintsitették a faj azsiai
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populéacioiban. Vizsgalataim soran megprobaltam validalni néhany, nemrég publikalt (NGUYEN
ET AL., 2021a), ,,mérsékelten ivarhoz kotott” ("moderately sex-linked’) markert: harom him
ivarra jellemz6 (gucdl, add3 és dtna) és két néi ivarra jellemz6 (dctn4 és pcdh2ab3) markert.
A gucdl markert nem sikeriilt detektalnom a kutatocsoportunk altal szekvenalt afrikai harcsa
genomban (nem publikalt adat) BLAST szoftver segitségével. A masik négy marker esetében
kizarolag egy szignifikans egyezést talaltam a genomban. A négy potencialis marker
alkalmazhatdsagat megvizsgaltam a RAS rendszerben nevelt alloméany F2 generaciojabol
szarmazo6 8 tejes €s 8 ikras allaton. Mind a négy PCR reakcio esetén ugyanazt a markerenként
eltér6 méretli terméket figyeltik meg mindkét ivarban, mely az in silico szamitasoknak
megfeleld mérettartomanyba esett (194 bp dtna, 204 bp add3, 226 bp dctn4, 195 bp pcdh2ab3;
mellékletek M7.).

Megallapithatjuk, hogy ezek a ,,mérsékelten ivarhoz ko6tott” markerek nem alkalmasak
az altalam vizsgalt afrikai harcsa allomanyok molekularis ivarmeghatarozasara. A ndi
heterogametikus (ZZ/ZW) ivardeterminacios rendszer jelenlétét nem sikeriilt detektalnom a
magyarorszagi allomanyokban, azonban a ZZ/ZW rendszer jelenlétének végleges kizéarasa
tovabbi markerek vizsgalatat igényelné olyan dzsiai dlloményokbol szdrmazd mintdkon, ahol
annak jelenlétét feltételezik. A fentiek alapjan valoszintisithetd, hogy az XX/XY és ZZ/ZW
rendszer egyiittes jelenléte legfeljebb bizonyos populacidokban fordulhat el6.

5.1.4. Az ivarhoz ko6tott SNP markerek vizsgalatanak eredményei

Az afrikai harcsa ivardeterminacios rendszerének tovabbi elemzése érdekében egy 1;j-
generacios ddRAD szekvenalas segitségével SNP markereket izolaltam a teljes genombol. Az
SNP markerek lehetdvé teszik az ivarhoz kotott régiok vizsgalatat. Az ivardeterminalo faktorral
kapcsoltan 6roklddé DNS markerek segitségével pontosithatd az ivar kialakitdsdban szerepet
jatszo régiok helyzete a genomban.

A nagy ateresztoképességli szekvenalas eredményeképp 69.344 ddRAD lokuszt sikeriilt
azonositani a vizsgalt 95 ikras és 97 tejes egyed genomjabol. A tovabbi vizsgalatokhoz ezekbdl
a lokuszokbol csak azok keriiltek felhasznalasra, amelyek mindkét ivarbol legalabb az egyedek
50%-aban jelen voltak, igy 0sszesen 20.841 16kusz maradt, melyek atlagos hossza 204 bp volt.
A lokuszokban 6sszesen 24.743 polimorf varidns (SNP, single nucleotide polymorphism, azaz
egypontos nukleotid polimorfizmus) volt megtalalhato az ikrasokban és 24.020 a tejesekben. A

privat allélok szama 1.811 volt az ikrasokban és 1.835 a tejesekben.
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Molekularis varianciaanalizis (AMOVA, Analysis of Molecular Variance) segitségével
vizsgaltuk az ivarhoz kotott genetikai varianciat. A fixaciés index (Fst) atlagos értéke 0,0036
volt a tejesek és ikrasok kozott. A magasabb (> 0,07) Fst értékre szlirve, tizenkét SNP markert
talaltunk, melyek ivaronként Osszehasonlitva magas polimorfizmust mutattak. A két
legmagasabb Fst értékkel a hatodik (0,2592) és a tizenegyedik (0,1953) SNP markerek
rendelkeztek. A tizenkét SNP marker tiz 10kuszon helyezkedett el (a Iokuszok szekvenciait lasd
mellékletek M8.), egy 16kusz (8398) harom SNP-t (3., 4., 5.) is tartalmazott (4. tablazat).

A legmagasabb OR ¢és LOD értékkel, mely annak ardnyat, illetve relativ valoszintiségét
adja meg, hogy az SNP marker és az ivardetermindl6 régié hanyszor gyakrabban 6roklédik
kapcsoltan, mint nem, szintén a hatodik (16186. szamu 16kusz) és a tizenegyedik (39965. szamu
l6kusz) SNP markerek rendelkeztek.

Nemrég megszekvenaltdk és Osszedllitottak az afrikai harcsa teljes genomjat egy tejes
egyedbdl (NGUINKAL ET AL., 2023; a részleteket lasd a 3.3. alfejezetben). A kutatocsoportunk
elédjében izolalt CgaY1 (AF332597; 2,6 kb) és CgaY?2 (AF332598; 458 bp) him-specifikus
markereket (KOVACS ET AL., 2001) Nguinkal és munkatarsai mindharom &sszerakott genomra
(assembly) megprobaltak railleszteni. A CgaY1-et a Prim és a Hapl assembly-ben egyarant a
24-es kromoszoéman talaltak 99,14%-os egyezéssel, 96,5%-os lefedettséggel, ugyanakkor a
Hap2-ben nem talaltak egyezést. A CgaY2 markert nem sikeriilt a genomra illeszteniiik. Fentiek
alapjan valoszintsitették, hogy a Hap1 assembly a tejes haplotipussal egyezik meg.

A ddRAD szekvendlas soran kapott tizenkét SNP markert tartalmazo tiz lokuszt
(mellékletek M8.) BLASTn algoritmus segitségével (megablast) megprobaltam railleszteni a
Nguinkal és munkatarsai (2023) altal megszekvenalt Prim, Hapl és Hap2 assembly-re (5.
tablazat). A tiz 16kuszbdl hetet, koztiik a két legmagasabb Fst és LOD értékekkel rendelkez6t
(16186, 39965) és a harom SNP markert tartalmazot (8398) is a Prim assembly 24-es
kromoszoémajan talaltam meg. Az elsé SNP-t tartalmazd 5762-es 16kusz kizardlag a Hapl
haplotipusra illeszkedett, a Hap2-re nem. A legmagasabb kapcsoltsagot mutatd hatodik SNP-t
tartalmazo lokuszt (16186) a Hap2 assembly-re sikeriilt illesztenem (96,09%), azonban a harom
SNP-t tartalmazo6 16kusz (8398) nagyon magas egyezéssel (lefedettség 99%, egyezés 100%)
illeszthetd volt a Hap1 assembly 24-es kromoszomajara. Egy 16kuszt (21558) egyaltalan nem
sikertilt detektalni egyik publikalt assembly-ben sem, két masik 16kuszt (7160, 21950) pedig a

15. és a 17. kromoszoman detektaltam, viszonylag alacsony lefedettséggel (91 és 92%).
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4. tablazat: A ddRAD szekvenalas segitségével izolalt SNP markerek jellemzése. A csoportonkénti allél gyakorisagok kiilonbsége Fisher
egzakt teszttel vizsgalva.

snp Lok L"’kufgpr;ossza p érték OR* Clex LOD**x  Fapiens
1 5762 262 2.3230E-06 33119 20123 54510 05201 0,0788
2 7160 203 3,1385E-05 0,2855 01567 05200 05444 0,0710
3 1,9100E-07 32230 20676 50241 05083 0,0775
4 8398 153 3,5600E-07 31472 20214 48999 04979 0,0743
5 5,7700E-07 0,3107 01948 04954 05077 0,0709
6 16186 285 0,0000E+00 22,2174 01694 538326  1,3467 0,2592
7 21558 202 3,9300E-07 3,6680 22009 61120 05644 0,0964
8 21950 173 2 8366E-05 3,2067 18511 55551  0,5061 0,0763
9 26980 176 7.4652E-05 33619 18246 61946 05266 0,0772
10 29742 250 3,1386E-05 3,5000 19358 63282 05441 0,0837
11 39965 273 0,0000E+00 7,9259 42462 147944  0,8991 0,1953
12 40371 274 4,7987E-05 0,2400 01175 04903 06198 0,0742

* OR - esélyhanyados
** CI - az esélyhanyados konfidenciaintervalluma
*** LOD - logarithm of the odds (az esély logaritmusa)

**** Eor - a fixacios index értéke AMOVA analizissel



A Prim assembly-re illesztett hét 10kuszbol 6t, koztiik a két legerésebb kapcsoltsagot
mutatd (16186, 39965) ¢s a harom SNP-t tartalmazo (8398) lokusz egymas kozelében, a 24.
kromoszéma egy nagyjabol 1,2 Mb hosszasagu szakaszan helyezkedett el (9. abra). Ez a
szakasz tobb, mint negyven fehérjét kddold szekvenciat tartalmazott, koztilk az androgén
receptort (ar) kodolo gént is.

A 5762-es szamu lokuszt Nguinkal és munkatdrsai (2023) annotéaldsa alapjan egy
ATRX-szerli transzkripcidos aktivator (transcriptional regulator ATRX-like, Gene ID:
128512310) szekvenciajara sikeriilt illesztenem és az SNP marker a gén egyik exonjan
helyezkedett el. A gén terméke GO annotalasa alapjan human vonalon DNS metilacios és javitd
folyamatokban, transzkripcids szabalyozéasban, valamint a Sertoli sejtek fejlddésében és a
spermatogenezisben jatszik szerepet. Az OMIM adatbazis alapjan az ATRX gén emlds vonalon
egy X kromoszomahoz kotott cink-ujj helikazt kodol (STAYTON ET AL., 1994; VILLARD ET AL.,
1997), melynek mutacidja mentalis retardaciot (GIBBONS ET AL., 1995; PICKETTS ET AL., 1996)
és XY egyedekben ivaratfordulast (REARDON ET AL., 1995) okoz.

Az egyik leger6sebben kapcsolt SNP marker (16186 lokusz) pedig egy relaxin 2-es
tipust receptor szert (relaxin family peptide receptor 2 like, Gene ID: 128511954) gén intronjan
helyezkedik el. A relaxin 2-es tipusu receptor (RXFP2) az OMIM adatbazis alapjan az RXFP2
emldsokben egy G-fehérje kapcsolt transzmembran receptort kodol (HSU ET AL., 2002). A
receptor ligandja egerekben a a relaxin-tipusu peptidek k6zé tartozé inzulinszerii 3-as faktor
(INSL3), amely a here Leydig-sejtjeiben fejezodik, a Wolff-vezeték fenntartasat, a reproduktiv
szervek fenntartasait és a here leszallasat szabalyozza (KUMAGAI ET AL., 2002),
funkciovesztéses egér mutansokban steril fenotipust eredményezett és a here leszallasat gatolta
(OVERBEEK ET AL., 2001). Az RXFP2 a GO annotalas szerint zebradanidban hormonok
indukalta jelatviteli mechanizmusokban vesz részt.

A fenti eredmények, miszerint Nguinkal és munkatarsainak (2023) az altalam validalt
CgaY 1 markert, valamint a kutatasom soran meghatarozott ivarhoz kothetd SNP-ket tartalmazo
lokuszok nagy részét is az afrikai harcsa 24-es kromoszomdjara sikeriilt illeszteni, arra
engednek kovetkeztetni, hogy az ivar kialakitasaban elsddleges szerepet jatszo régio és benne
az Un. elsédleges kapcsolo a 24-es kromoszoman lehet. Ennek bizonyitasa, illetve pontositasa

azonban tovabbi kutatasokat igényelne.
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5. tablazat: A ddRAD szekvenalas soran izolalt ivarhoz kotott SNP markereket tartalmazo l0kuszok illesztésének (megablast)
eredményei. Prim (GCA _024256425.1), Hapl (GCA_024256435.1) és Hap2 (GCA_024256465.1) genom assembly-re illesztve.

) Prim assembly Hapl assembly Hap2 assembly
SNP Lr?(l:\llls ? Kromoszéma Lokusz . Kromoszéma Lokusz . Kromoszéma Lokusz .

szama lefedettsége Egyezes szama lefedettsége Egyezes szama lefedettsége Egyezes

1 5762 24 100,00% 98,09% 24 100,00% 98,09% - - -

2 7160 15 91,00% 97,81% 15 91,00% 100,00% 15 91,00% 97,81%

3

4 8398 24 99,00% 100,00% 24 99,00% 100,00% 16 94,00% 94,37%

5

6 16186 24 100,00% 96,09% 18 98,00% 90,94% 24 100,00% 96,09%

7 21558 - - - - - - - - -

8 21950 17 92,00% 99,37% 17 92,00% 99,37% 17 92,00% 99,37%

9 26980 24 90,00% 98,73% 24 90,00% 100,00% 24 90,00% 98,73%

10 29742 24 93,00% 97,83% 24 93,00% 99,57% 24 93,00% 97,83%

11 39965 24 100,00% 98,51% 24 92,00% 95,58% 24 100,00% 99,26%

12 40371 24 61,00% 97,59% 24 61,00% 97,59% 24 61,00% 98,80%




\1 . |2M . |4M . |6M . |8M . |10M|12M| m |16M| |18M| |20M| |22M| |m
NCBI RefSeq Annotation GCF_024256425.1-RS_2023_03
abr ltmem132e
Emime to001 B0 M T ) om ] R I]

LOC128511888 1 srekl
rgs3a
l dcc
1] I Il = =it pEb N Illl lIlIllIlIllIIlIIIIIIIIl E I E
1 [l 1o I ] 1 L] n

|24, 30QEELT] (24,400 K |24,500 K @EEJ600 K [24,700 K [24,800 K [24,900K |25 M |25, 10QEEE 25,200 K 25,300 K @EEEEEDO K |25,500EKKTA]
NCBI RefSeq Annotation GCF_024256425.1-RS_2023_03

ibrwd itpcm tenm1 gab3 msna 7stard8
arhgef9a xfp I phn1
I 1= | . | [ EE R | | | l* u l | l i
=

9. abra: Az afrikai harcsa 24-es kromoszomajara illeszthet6 az ivarral szoros kapcsoltsagot mutaté tizenkét SNP markerbdl kilenc, melyek hét 16kuszon
helyezkednek el. Az SNP markereket tartalmazo 1okuszok kékkel jelslve. Ot 16kusz egymads kozelében, egy nagyjabol 1200 kb hossziisiga szakaszra volt
illeszthet. Az 5762-es 10kusz egy ATRX-szerii transzkripcios aktivator szekvenciajan, az SNP marker annak egyik exonjan, az 16186-os 16kusz pedig egy
relaxin 2-es tipust receptor szerii gén szekvenciajan, az SNP marker annak egyik intronjan helyezkedett el.
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Erdekes modon, amikor BLAST elemzéssel a 2.582 bp hosszusagli him-specifikus
CgaY1l markert (AF332597.1) az NCBI adatbazisban kozzétett Prim assembly-re
(NC_071100.1) probaltam railleszteni, azt a 36-os szamu (NW_026521003.1), 460.213 bp
hosszlisagu, a genomban el nem helyezett szekvencian (scaffold) taldltam meg 99%-0s
lefedettséggel és 97,2%-o0s egyezéssel (mellékletek M9.). Ugyanakkor - szemben a Nguinkal
€s munkatarsai altal k6zolt eredménnyel - a CgaY1 marker az én keresésemben egyaltalan nem
mutatott szignifikans egyezést a 24-es kromoszoémaval. A kutatdcsoportunk altal végzett
korabbi teljes genom szekvenalasbol szarmaz6 szekvenciakra is sikeriilt raillesztettem a CgaY1l
markert és azt szintén egy, a genomban el nem helyezett scaffold-on (scf484) talaltam meg. Az
altalunk szekvenalt scf484 (89.533 bp) scaffold a Prim assembly-re illesztve szintén magas
egyezést mutatott a Nguinkal és munkatarsai altal kozzétett 36-0s scaffold-dal (mellékletek
M10.). A génexpesszios vizsgalatokkal elemzett pten gén (lasd 5.2.2. fejezet) qPCR termék
szekvenciajat, valamint a kutatécsoportunk altal végzett genom annotalasbol szarmazo
prediktalt pten gén szekvenciat (mellékletek M11.) ugyanerre a 36-os scaffoldra sikeriil nagy
megbizhatosaggal raillesztenem. A ptenb gén-t, melynek szekvenciaja jelentdsen eltér a fentebb
bemutatott pten génétdl, mind Nguinkal és munkatarsai (2003), mind pedig jomagam a 14-es
kromoszomara térképeztiik. A 24-es kromoszomara, valamint a 36-0S el nem helyezett genomi
régiora illesztett szekvenciak osszefoglald eredményeit lasd a 6. tablazatban.

Eredményeim alapjan elképzelhetd, hogy a 24-es kromoszoman taldlhaté az
ivardeterminal6d régid, de valoszinlinek tartom, hogy a 36-0s el nem helyezett genomi
szekvencia is fontos szerepet jatszik a folyamatban. Lehetséges, hogy a 24-es kromoszoma az
X, a 36-o0s scaffold pedig az Y ivari kromoszoma szekvenciajanak egy része. Ez a tobb, mint
460 ezer bp hosszii 36-0s scaffold az annotacio alapjan huszonnegy fehérjekodolod gént
tartalmaz, tobbek kozott hiszton fehérjéket, valamint riboz-foszfat foszfokinaz fehérjét kodolo
géneket (10. abra). Emellett azonban tartalmazza a mas fajokban MSD gén funkciot betoltd és
a gerincesek ivari differencialodasaban fontos szerepet jatszo, altalam vizsgalt amhr2 gént,
valamint mark2 gént is (5.2.2 fejezet). Valosziniisithetd, hogy ezen gének (pten, amhr2, mark2)
szerepet jatszanak az afrikai harcsa ivaranak kialakitasaban és kifejez6désiik kapcsolatban all
egymassal. Ezen kiviil tartalmazza ez a scaffold kilenc eddig nem jellemzett fehérje génjét is.
Ezek szekvenciait az altalunk prediktalt pten szekvenciaval (2.457 bp) illesztve egy esetben
talaltam egyezést a szekvenciank 826 bp hosszu szakaszaval, melybodl egy kisebb, 428 bp

hosszlisagu szakasz magas, 98%-os szekvencia homologiat mutatott.
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6. tablazat: A ddRAD szekvenalasbdl szarmazé ivarhoz kotott 16kuszok elhelyezkedése a 24-es kromoszoman és a CgaY1 marker, az
altalunk szekvenalt azt tartalmazé scaffold (scf484), valamint a pten gén elhelyezkedése a masok altal szekvenalt 36-0s scaffoldon
(NW_026521003.1).

Talalat vége

Lokusz Talalat eleje (referencia Nlesztés
SNP  Lokusz neve hossza (bp) Talalat (referencia bp) bp) hossza  Lefedettség Egyezés
1 5762 262 24 kromoszéma 24.583.336 24.583.075 262 100,00% 98,09%
3
4 8398 153 24 kromoszoéma 24.354.063 24.353.916 148 99,00% 100,00%
5
6 16186 285 24 kromoszéma 25.149.809 25.149.534 281 100,00% 96,09%
9 26980 176 24 kromoszéma 10.941.233 10.941.389 157 90,00% 98,73%
10 29742 250 24 kromoszéma 14.164.154 14.163.925 230 93,00% 97,83%
11 39965 273 24 kromoszéma 25.387.739 25.387.471 296 100,00% 98,51%
12 40371 274 24 kromoszéma 25.559.116 25.558.951 166 61,00% 97,59%
pten TRINITY (sajat predikcid) 2347 NW_026521003.1 89.026 90.596 1593 100,00% 96,90%
CgaY1 teljes szekvencia 2582 NW_026521003.1 77.846 80.436 2597 99,00% 97,30%
scf 484 (sajat genombol) 89533 NW_026521003.1 8251 16.229 8114 97,00% 95,30%

* csak az els6, legjobban illeszked szekvencia értéke
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NW_026521003.1:0.429306 C 2021 ecotype Netherlands unplaced genomic scaffold, CGAR_prim_01v2 scaffold_36, whole genome shotgun sequence
‘1 . 120 K . |40 K . CgaYl pten 1120 K. |140 K. 1160 K. 1180 K‘ |200 K 1220 K‘ |240 K 1260 K. IZBO I‘E |3(][] K. 1320 K‘ |340 K 360 K. LBSO K 1400 K. l
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10. abra: Az afrikai harcsa 36-os szamu el nem helyezett genomi régiojara (NW_026521003.1) illesztheté a CgaY1 marker, valamint a pten, az amhr2
és a mark2 gének is. A pirossal jelolt CgaY 1 markert (AF332597), a kutatocsoportunk altal annotalt, pten gén szekvenciajat (kék) és az altalam vizsgalt, amhr2
(citromsarga) és mark2 (narancssarga) gén qPCR termékének szekvenciajat sikeresen illesztettem a régiora, mely tartalmazza a masok altal annotalt mark2 és
amhr2 géneket, két riboz-foszfat foszfokinaz-szerii (phnN), egy B-gliikkoronidaz-szerii, néhany hiszton-szeri (His H1, H2B, stb.) és kilenc nem jellemzett fehérjét

crers
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5.2. Egyes jelolt gének expresszios mintazatanak eredményei a két ivarban

5.2.1. A petefészek differencialodasaban szerepet jatszo gének (sox9b, foxI2)

Afrikai harcsdn a korabbi kutatisok soran 50 napos kort kovetden tudtak
ivarmeghatarozast végezni az ivarszervek morfologiai vizsgalataval (RAGHUVEER &
SENTHILKUMARAN, 2010a; SRIDEVI & SENTHILKUMARAN, 2011), emiatt az ezt megel6zd
fejlodési stadiumokbol nem rendelkeztiink ivaronkénti génexpresszids adatokkal. A legtobb
ivarhoz kotott gén kifejezodését csak az ivarszervekben vizsgaltak, mas szovetekben, példaul
az agyban nem (RAGHUVEER ET AL., 2011). Az ivari differencialodas kezdetének pontos
idépontja nem ismert, de feltételezték, hogy ikrasokban elébb, 20 napos kor kornyékén,
tejesekben késébb, 40 napos kor koriil kezdédik (BupD ET AL., 2015; VAN DEN HURK ET AL.,
1989). Ez a hipotézis hasonldo a mas fajokban (példaul medakaban, tilapiaban) megfigyelt
eredményekkel, ahol az ivarszerv morfologidja korabban kezd kialakulni ikrasoknal
(SIEGFRIED, 2010). A Siluriformes rendbe tartozd ézsiai capaharcsa (Pangasianodon
hypophthalmus) esetén az ivari red6 15 napos korban alakult ki és a testi sejtek 20 napos korban
zartak korbe a primordialis csirasejteket, melyek proliferacidja 25 nappal a kikelést kdvetden
kezdddott meg (DUANGKAEW ET AL., 2019).

Vizsgélataim sordn az irodalmi adatok alapjan a petefészek differencialodasaban
szerepet jatszo gének (sox9, foxI2) kifejez6dését viszonyitottam a kontroll csoporthoz (8 nappal
a kikelést kovetéen, vegyes ivar) az ivari differencialodas kezdetének meghatarozasa
érdekében. Mindkét vizsgalt gén esetén megfigyeltem emelkedett expressziot 15 nappal a
kikelést kovetden. Eredményeim alapjan valoszinlinek tartom, hogy az ivari differencialodas
ikrasoknal valamikor a kikelést kovetd 10. és 15. nap kozott kezdédhet (11. abra, mellékletek
M12.).

A Siluriformes rendbe tartoz6 fajok koziil mind békaharcsa, mind afrikai harcsa esetén
a sox9b kifejezédése a néi ivarra jellemz6: ivarérett ikrasokban Sox9b expressziot figyeltek meg
az agyban és a petefészekben (BHAT ET AL., 2016a; RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2010Db).
Egy a korai fejlédési stddiumra iranyuld kordbbi kutatds szerint, melyben az agyi expressziot
nem, csak a bipotencialis gonad vizsgalatat végezték el molekularis ivarmeghatarozas nélkiil, a
sox9b legkorabban 30 nappal a kikelést kovetéen volt kimutathatdo az ivarszervben
(RAGHUVEER ET AL., 2011). A sox9b gén vizsgalata soran azt talaltam, hogy a kontroll
csoporthoz (8 nappal a kikelést kdvetden, vegyes ivar) viszonyitva szignifikdnsan magasabb

expresszio figyelhetd meg mar 15 nappal a kikelést kovetden mind az ikras, mind a tejes fejben,
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valamint az ikras torzsben. Késébbi fejlédési stadiumokban nem talaltam szignifikans eltérést,
ugyanakkor 20 napos korban az ikras torzsben, 30 napos korban pedig az ikras fejben volt
valamivel magasabb expresszio. Negyven napos korban nagyon magas expresszids értéket

detektaltam mindkét ivar torzsében, azonban nagy szoras értékkel (11. abra).

Ikras fej
sox9b Ikras térzs
- s Tejes fej
c'?') ' l : A * Tejes torzs
8 *
5% oo
X 7
0~ (]
-1 ' . _ _
I I R N L I S
ﬂ’ H H H H H
m H ¢ : : :
LI LI 1 LI LI LI LI LI LI LILI LI LI
10. nap 15. nap 20. nap 25. nap 30. nap 40. nap
foxI2
*
*

10. nap 15. nap 20. nap 25. nap 30. nap 40. nap

Relativ expresszié

-

11. abra: A néi iranyba hato gének (sox9b, foxl2) mMRNS-ének a mennyisége mar 15 napos korban
megemelkedett. A relativ expresszi6 (299" atlaga és sztenderd hibdja vizsgélati csoportonként (ikras
és tejes fej és torzs, 10, 15, 20, 25, 30 és 40 nappal kikelést kovetden), linearizalt skalan abrazolva, a
szignifikancia szintek (p<0,05) a kontroll csoporthoz (vegyes ivar, teljes test, 8 nappal kikelést
kdvetden) viszonyitva. A kontroll csoportban mért érték (299t ~ 1) piros vonallal van jeldlve.

A foxI2 gén a legtobb vizsgalt faj esetében a petefészek fenntartasaban vesz részt
(SCHMIDT ET AL., 2004; UHLENHAUT ET AL., 2009; WANG ET AL., 2004; ZHANG ET AL., 2017).
Afrikai harcsaban az érett ivarszerveket vizsgalva magasabb foxl2 expressziot talaltak a
petefészekben 50 napos kort kovetéen (RAGHUVEER ET AL., 2011). Silurus meridionalis fajban
€s békaharcsaban az ivarszerv mellett az agyban €s az agyalapi mirigyben is kimutattak foxI2

expressziot (BHAT ET AL., 2016a; LIU ET AL., 2007). Vizsgalataim soran mar 15 napos korban
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szignifikdnsan magasabb expresszidt figyeltem meg mind az ikras, mind a tejes fejben és a
torzsben is megfigyelhetd volt, hogy a foxI2 mRNS mennyisége, bar nagy szorassal és nem
szignifikansan, de magasabb a kontrollhoz képest (11. abra). Késébbi fejlodési stadiumokban,
40 napos korig nem volt detektalhaté eltérés. A korabbi irodalmi adatok alapjan (RAGHUVEER
ET AL., 2011) feltételezhetd, hogy a foxl2 expresszidja csak késébb, 40 napos kort kovetéen
kezdédik meg az ivarszervekben.

A két ivar kozotti eltérést fejlodési stadiumonként és szdvet tipusonként egymashoz
viszonyitva a SOX9b és a foxl2 gének koziil csak a sox9b expresszidjaban talaltam szignifikans
kiilonbséget: magasabb expressziot tapasztaltam az ikras fejben a tejes fejhez képest 20 nappal
a kikelést kovetden. 30 napos korban mar nagyobb szoérdssal, nem szignifikans eredménnyel,
de megfigyelhetd volt, hogy az ikrasok fejében még ebben a fejlédési stadiumban is magasabb

a relativ expresszio értéke (12. abra).

sox9b expresszio a fejben
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12. abra: A sox9b expresszié szintje szignifikansan magasabb volt az ikrasok fejében, mint a
tejesekében. A relativ expresszi6 (2°99) 4tlaga és sztenderd hibaja vizsgalati csoportonként (20, 30, 40
napos fej), a két ivar kozotti eltérést fejlédési stadiumonként és szovet tipusonként egymashoz
viszonyitva (p<0,05), kontroll csoport (piros vonal)

Emldsok és csontoshalak esetén is ismert a hipofizis-agyalapi mirigy-ivarszerv

kapcsolata és ivaronkénti kiilonbségeket is megfigyeltek a kozponti idegrendszer, ezzel egyiitt
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az agy teriiletén bizonyos ivari fejlédésben szerepet jatsz6 gének, illetve nemi hormonok
mennyiségében (FENG ET AL., 2020; GORsKI, 1985). Ugyanakkor az még vitatott, hogy az
agyban talalhaté kiilonbségek az ivarszervbdl szarmazo faktorok hatdsara, vagy egyéb,
genetikai vagy hormonalis, esetleg kornyezeti tényezok hatasara (amelyekre az egyes ivarok
eltéréen reagalnak) alakulnak ki, melyek szarmazasi helye nem az ivarszerv (RAJENDIRAN ET
AL., 2021; SENTHILKUMARAN ET AL., 2015). Ebben az esetben az ivarszerv differencialddasanak
iranyat befolyasolhatjdk a kdzponti idegrendszerbdl szarmazo faktorok. Vizsgalataim soran
csak a fejben talaltam szignifikans ivaronkénti kiilonbséget a ndi ivar irdnyaba hatd gének
kifejez6désében, azonban annak bizonyitasa, hogy az ivari differencialodas az agyban vagy az

ivarszervekben kezdddik meg el6szor, még tovabbi vizsgalatokat igényelne.

5.2.2. A here differencialodasaban szerepet jatszo gének (sox3, amhr2, pten, mark2)

Afrikai harcsaban a korabbi kutatdsok a himek ivari differencidloddsanak kezdetét 40
napos kor kornyékén hatdroztdk meg, valamivel kés6bb, mint az ikrasoknal. Az altalam
vizsgalt, elsésorban a him ivarban haté négy gén, a Sox3, amhr2, pten és a mark2 expresszioja
a kontrollhoz (8 nappal a kikelést kovetoen, vegyes ivar) viszonyitva a SOX3 esetében 15, a
mark2 ¢és a pten esetében 20, illetve 30, az amhr2 esetében pedig 40 napos kor kornyékén mar
mutat szignifikans eltérést (13., 14. abra).

A s0x3 gén korabbi kutatasok szerint Oryzias dancena és Clarias batrachus fajokban a
herék kialakitdsaban vesz részt (RAJAKUMAR & SENTHILKUMARAN, 2014; RAJAKUMAR &
SENTHILKUMARAN, 2016; TAKEHANAET AL., 2014). Afrikai harcsaban is az ivarérett tejesekben
irtak le magasabb expressziot (RAGHUVEER ET AL., 2011), ugyanakkor Raghuveer és
munkatarsai mar a bipotencialis gonadban is megfigyeltek mérsékelt SOX3 expressziot.
Vizsgélataim soran szovetenként és fejlddési stadiumonként 6sszehasonlitva nem talaltam a két
ivar kozott szignifikans eltérést a SOx3 gén expresszidjaban, ugyanakkor az egyedi csoportokat
a kontroll csoporthoz viszonyitva mar 15 nappal a kikelést kdovetéen megfigyelhetd volt
magasabb expresszid mind a négy vizsgalati csoportban, ami a fejben magasabb volt 20. és a
25. napon is (13. abra). Ezt kovetéen 40 napos korban volt szignifikansan magasabb a sox3

MRNS szintje a tejesek torzsében.
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13. abra: Him ivar iranyaba hato gének (sox3, pten, amhr2) expresszios eredményei. A relativ
expresszi6 (2799 atlaga és sztenderd hibaja vizsgalati csoportonként (ikras és tejes fej és torzs, 10, 15,
20, 25, 30 és 40 nappal kikelést kdvetden), linearizalt skalan abrazolva, a szignifikancia szintek (p<0,05)
a kontroll csoporthoz (vegyes ivar, teljes test, 8 nappal kikelést kdvetden) viszonyitva. A kontroll
csoport (2°99¢t ~ 1) piros vonallal van jeldlve.

In silico analizissel, BLAST algoritmus segitségével (blastn) illesztettem a CgaY 1 ivar-

specifikus markert és az azt tartalmazd hosszabb DNS szekvenciat (scaffoldot, scf484) az NCBI

adatbazisban megtalalhat6 Osszes, sugarastiszoju halakbodl szarmazo szekvenciara. A keresés

eredményeként az Ictalurus punctatus-bol szarmazé pten gén szekvenciajat talaltam 88,42%-

os egyezéssel. Egér modellen bizonyitottdk ezen gén szerepét a PGC-k proliferaciojaban
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(KIMURA ET AL., 2003), azonban tudomasom szerint csontoshalaknal még nem publikaltak a
pten ivari fejlddésben betoltott szerepét.

Vizsgalataim alapjan a pten gén expresszioja a kontroll csoporthoz viszonyitva 30 és 40
nappal a kikelést kovetden szignifikdnsan magasabb mindkét esetben a tejes torzsben. Emellett
15 és 25 napos korban is megfigyelhetd a pten mRNS-ek mennyiségének emelkedése, azonban
ez a kontrollhoz viszonyitva nem szignifikans, melynek lehetséges magyarazata az alacsonyabb
mintaclemszam (n=3) ezekben a csoportokban (13. abra).

Az amhr2 mRNS mennyisége a kontroll csoporthoz viszonyitva 40 napos korban a
tejesek torzsében volt szignifikansan magasabb. A Siluriformes rendbdl tudomasom szerint
nem rendelkeziink irodalmi adatokkal az amhr2 gén expressziojara vonatkozdan, azonban mas
fajokban leirtak az amhr2 ivari fejlédésben betoltott szerepét és magasabb mRNS mennyiséget
a tejesekben (FERON ET AL., 2020; NAKAMOTO ET AL., 2021; WEN ET AL., 2022). Eredményim
a mas fajokban leirtakhoz hasonlo6ak.

In silico analizissel, BLAST algoritmus segitségével (blastx) illesztettem a CgaY 1 ivar-
specifikus markert és az azt tartalmazd hosszabb DNS szekvenciat (scaffoldot, scf484) az NCBI
adatbazisban megtaldlhatd Osszes, sugarastiszoju halakbdl (Actinopterygii) szarmazo
szekvenciara és a megadott feltételekkel a mark2 gént talaltam, legnagyobb egyezéssel (97,3%)
Pangasianodon hypophthalmus fajban. A mostani keresés az azdta publikalt (NGUINKAL ET AL.,
2023) afrikai harcsa teljes genom szekvencia annotalasa soran prediktalt mark2a génnel
97,99%-0s szekvencia homologiat mutat. Megjegyzendé azonban, hogy a mark2 szerepét az
ivari fejlédés soran tudomasom szerint eddig nem irtak le semmilyen gerinces fajban.

Vizsgalataim alapjan a mark2 gén a kontroll csoporthoz képest szignifikansan alul-
expresszalt 20 nappal a kikelést kovetden mindkét ivar tdrzsében, 30 napos korban mind a négy
vizsgalati csoportban, 40 nappal kikelést kovetden pedig mindkét ivar fejében, valamint az ikras
torzsben is (14. abra). Eredményeimbdl azonban lathato, hogy a késébbi (20, 25, 30, 40 napos)
fejlédési stadiumokhoz viszonyitva a 10 €és 15 napos korban mért mRNS mennyisége kis
mértékben, de magasabb. Elképzelhetd, hogy ebben az esetben nem megfeleld a 8 napos vegyes
ivara csoportot referencia csoportként alkalmazni, mert eléfordulhat, hogy a mark2 gén
expresszioja mar ebben a fejlédési stadiumban emelkedett. Lehetséges, hogy egy korabbi
fejlodési stadiumu referencia csoportot hasznalva a 8, 10 és 15 napos korban mért mark2 mRNS
mennyisége mar szignifikdns novekedést mutatna. A két ivar kozotti eltérést fejlodeési
stadiumonként és szovet tipusonként vizsgalva nem talaltam szignifikans eltérést, azonban 10
napos korban a fejben és a torzsben, 15 napos korban pedig a fejben volt valamivel magasabb

a tejesekben mért mark2 mRNS mennyisége. Lehetséges, hogy a mintdk elemszamanak
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novelésével (jelenleg ez n=3) ez a kismértékii, de egyértelmii ivaronkénti eltérés szignifikans

eredményt mutatna, azonban a fentiek bizonyitasa tovabbi kisérleteket igényelne.
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14. abra: A mark2 gén expresszios eredményei. A relativ expresszi6 (29" atlaga és sztenderd hibaja
vizsgalati csoportonként (ikras és tejes fej és torzs, 10, 15, 20, 25, 30 és 40 nappal kikelést kdvetden),
linearizalt skalan abrazolva, a szignifikancia szintek (p<0,05) a kontroll csoporthoz (vegyes ivar, teljes
test, 8 nappal kikelést kdvetden) viszonyitva. A kontroll csoport (2% ~ 1) piros vonallal van jeldlve.

Az expresszid két ivar kozotti eltérését szovetenként (tejes fej — ikras fej, tejes torzs —
ikras torzs) és fejlodési stadiumonként (10, 15, 20, 25, 30, 40 nappal kikelés utan) kiilon
vizsgalva a him ivarhoz kothet6 gének (sox3, amhr2, pten és mark2,) koziil két esetben talaltam
szignifikans eltérést: a pten és az amhr2 gén esetében. A pten transzkriptek mennyisége
tejesekben 20 nappal a kikelést kovetéen a fejben, valamint 30 és 40 nappal kikelést kovetéen
a fejben és a torzsben Vvolt szignifikansan magasabb (15. abra). Mindemellett jol lathatd, hogy
bar szignifikans kiilonbség az ivarok kozott a tobbi vizsgalati csoportban nincsen, de minden
fejlodési stadiumban és szovetben magasabb a pten expresszidja a tejesekben, valamint nagy

szorassal, de nagymértékben emelkedik a hirvivé RNS-ek mennyisége 15 napos korban.
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15. abra: A pten gén expresszidja magasabb tejesekben, mint az ikrasokban. A relativ expresszio
(299 atlaga és sztenderd hibéja vizsgélati csoportonként (ikras és tejes fej és torzs, 10, 15, 20, 25, 30
és 40 nappal kikelést kovetden), a két ivar kozotti eltérést fejlodési stadiumonként és szovet tipusonként
egymashoz viszonyitva, p<0,05 szignifikancia szinttel. A kontroll csoport (2%t ~ 1) piros vonallal van
jelolve.
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Tobb fajban, példaul a japan medakéaban és a nilusi tilapidban is megfigyelték, hogy az
elsd ivarok kozotti kiilonbség az ivari differencidlodas soran az ivarsejtek nagyobb aranyu
felszaporodasa az ivarszerv kezdeményében az ikrasokban, melyet par nappal késébb kovet a
szomatikus szOvetek atalakuldsa (SIEGFRIED, 2010). A PTEN gén emldsékben az ivari
Oscsirasejtek osztodasat gatolja (CHU & TARNAWSKI, 2004; YIN & SHEN, 2008), sejtkultiraban
tartott PGC-kben a csendesitése magasabb proliferaciot okoz (KIMURA ET AL., 2003).
Eredményeim alapjan elképzelhetd, hogy afrikai harcsdban is megfigyelhetd az ivarsejtek
nagyobb mértékli felszaporodasa az ikrasok esetén, melyekben a pten gén kifejezddése
alacsonyabb a tejesekhez viszonyitva. Eredményeim arra utalnak, hogy az afrikai harcsaban az
ivarszerv differencialodasa 10 és 15 napos kor kozott kezdédhet meg. A pten gén, mely a
CgaY 1 him-specifikus marker kdzelében helyezkedik el az afrikai harcsa genomban és minden
vizsgalt fejlédési stadiumban és szOvetben magasabb expressziot mutat tejesekben,
feltételezhetden egy fontos gén a faj ivari fejlddése szempontjabol.

Az amhr2 gén mRNS-ének mennyiségében mind a fejben, mind a térzsben szignifikans
kiilonbséget talaltam ivaronként 20, 30 és 40 napos korban (16. abra). 10, 15 és 25 napos
fejlodési stadiumokban is megfigyelhetd, hogy magasabb az amhr2 transzkriptek mennyisége
tejesekben, mint az ikrasokban, azonban feltételezhetden az alacsony mintaclemszam miatt
nem kaptam szignifikans kiilonbséget. Eredményeim hasonldéak a mas halfajokban megfigyelt

eredményekkel (IJIRI ET AL., 2008; KLUVER ET AL., 2007; MORINAGA ET AL., 2007).
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16. abra: Az amhr2 gén expresszioja magasabb tejesekben, mint az ikrasokban. A relativ
expresszi6 (2799 4tlaga és sztenderd hibéja vizsgélati csoportonként (ikras és tejes fej és torzs, 10, 15,
20, 25, 30 és 40 nappal kikelést kovetden), a két ivar kozotti eltérést fejlodési stadiumonkeént és szovet
tipusonként egymashoz viszonyitva, p<0,05 szignifikancia szinttel. A kontroll csoport (299 ~ 1) piros
vonallal van jelolve.
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5.2.3. Azivari 6scsirasejtekben kifejez6dd vasa gén expresszidjanak analizise

A vasa (ddx4) gén olyan fehérjét kodol, mely az ivari éscsirasejtekben (PGC-kK), az ivari
redd teriiletén és a felnétt ivarsejtekben fejezddik ki (CASTRILLON ET AL., 2000), emiatt
alkalmas marker a PGC-k kimutatasara. Fiatal, vegyes ivart afrikai harcsak teljes testébdl
izolalt RNS segitségével kordbban kimutattdk, hogy 0-12-6raval kikelést kovetden stabil, majd
ezt kovetben 12 oraig csokkend volt a vasa mMRNS-ek mennyisége, mely valosziniileg anyai
eredetii (RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2010a). Kés6bb, 10-20 napos korban ismét
emelkedni kezdett a vasa mMRNS-ek mennyisége, mely 50-100 napos korban érte el a cstcsat
(RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2010a). Megjegyzend6 azonban, hogy a korabbi kutatasok
az ivaronkénti és a szovetenkénti kiilonbségeket nem vizsgaltak.

Vizsgéalataim sordn 15 nappal a kikelést kovetden figyeltem meg szignifikdnsan
magasabb vasa expressziot a tejes €s ikras fejben, valamint a tejes torzsben (17. abra) a kontroll
csoporthoz viszonyitva (8 nappal kikelést kovetden, vegyes ivar). Eredményeim a korabbi
kutatasok adataival egybevagnak, ahol 10-20 napos kor kozott detektaltak a vasa hirvivé RNS-
ek szintjének emelkedését (RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2010a). Ezt kdvet6en 25 napos
korban az ikras torzsben, 30 ¢és 40 napos korban pedig mindkét ivar torzsében megfigyelhetd
volt magasabb expresszio a kontrollhoz viszonyitva. A két ivar kozotti esetleges kiilonbségeket

fejlédési stadiumonként és szdvet tipusonként vizsgalva nem taldltam szignifikéns eltérést.
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17. abra: A vasa MRNS mar 15 napos korban kimutathaté a torzsben és a fejben is. A relativ
expresszio (2-ddCt) atlaga és sztenderd hibaja logaritmikus skalan (In), vizsgalati csoportonként (ikras
és tejes fej és torzs, 10, 15, 20, 25, 30 és 40 nappal kikelést kdvetden) abrazolva, a szignifikancia szintek
(p<0,05) a kontroll csoporthoz (vegyes ivar, teljes test, 8 nappal kikelést kdvetden) viszonyitva. A
kontroll csoport [In(2-ddCt ~ 1)] piros vonallal van jelolve.
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Az ivari differencidlodast megeldz6 folyamat a PGC-k vandorlésa, ami sokféle kiilsd és
bels6 faktor 6sszehangolt miikodésének az eredménye (BARTON ET AL., 2016; RICHARDSON &
LEHMANN, 2010). Ha ebben a folyamatban valamelyik tényez6 nem megfeleléen miikodik,
példaul valamelyik génben mutacio torténik vagy valamelyik kornyezeti gradiens nincs jelen,
a PGC-k vandorlasa nem a megszokott Uton jatszodik le (ANDERSON ET AL., 1999). Ez
magyarazhatja a vasa mMRNS-ek jelenlétét 15 napos korban a fejben. Ez a megfigyelés korabbi
eredményeimet is alatdmasztja, miszerint az ivari differencialodas 10 és 15 napos kor kozott
kezdédik meg afrikai harcsa fajban, tehat a PGC-k vandorlasa ebben a fejlodési stadiumban
érhet véget. Késobbi fejlddési stadiumokban, 25, 30 és 40 napos korban mar csak a térzsben
mutattam ki a vasa gén expresszidjat, mely arra utalhat, hogy azok a PGC-k, ahol a migracio

nem megfelelden zajlott le — feltehetden programozott sejthaldl Gtjan — eltiintek a fejbol.

5.2.4. Az ivaronkénti expresszids mintazat eredményeinek osszefoglalasa

A vizsgalt hét gén koziil harom esetben taldltam szignifikans ivaronkénti kiilonbséget:
a sox9b, a pten és az amhr2 esetén. A sox9b mennyisége az ikrasokban, a pten mennyisége
pedig a tejesekben volt magasabb 20 napos korban a fejben. Az amhr2 20 nappal kikelést
kovetden mind a fejben, mind a torzsben magasabb volt a tejesekben. Osszességében
megallapithatjuk, hogy ettél a fejlddési stddiumtol kezdve maér egyértelmii ivaronkénti

kiilonbségek figyelhetéek meg mind a fejben, mind a torzsben (18. abra).
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18. Abra: A génexpresszio statisztikailag szignifikans eltérései az ikras és tejes fejben és torzsben.
* - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; tires cellak - p>0,05; sarga- ikras fejben, kék- tejes fejben, fekete-
tejes torzsben magasabb mRNS mennyiség
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. Az afrikai harcsa genetikai ivardeterminacios rendszere

Az afrikai harcsa ivardeterminaciés mechanizmusat illetden kordbban tobb
ellentmondasos eredményt publikaltak: egyesek XX/XY (GALBUSERA ET AL., 2000; KOoVvAcCs
ET AL., 2001; LIUET AL., 1996), masok ZZ/ZW (OzOUF-COSTAZ ET AL., 1990; VARADI ET AL.,
1999) ivardeterminacios rendszert irtak le. Nemrég thai kutatok a két rendszer egyiittes
jelenlétét feltételezték Thaifoldrél szarmazo allomanyokban (NGUYEN ET AL., 2021a).

Munkam soran egy, a kutatocsoportunk elédjében izolalt (KOVACS ET AL., 2001) him-
specifikus afrikai harcsa DNS marker (CgaY1) tobb generacios validalasat végeztem el, mely
a faj hazai populacidiban az XX/XY ivardetermindcids rendszer jelenlétét tdmasztja ald.
Emellett sikerrel teszteltem a CgaY1l him-specifikus markert a hazai allomanyoktol
genetikailag tavol all6 vietndmi mintdkon (n=61) is. Szintén teszteltem négy, masok altal leirt
,,mérsékelten ivarhoz k6tott” markert (NGUYEN ET AL., 2021a) a két ivardeterminacios rendszer
esetleges egyiittes jelenlétének kimutatasa céljabol. Harom ,,mérsékelten him-asszocialt” (dtna,
add3, gucdl) és kettd ,,mérsékelten ndstény-asszocialt” (dctn4, pcdh2ab3) 10kusz koziil
BLAST analizissel a gucdl markert nem sikeriilt detektalni. A PCR reakciok alapjan a masik
négy markerrel egyik esetben sem talaltam ivaronkénti kiilonbséget. Mindezek alapjan
feltételezem, hogy az éaltalam vizsgalt afrikai harcsa alloméanyok ivarat kizardlag him
heterogametikus (XX/XY) ivardeterminacidés rendszer hatdrozza meg, ugyanakkor
nyilvanvalo, hogy fajszintli kovetkeztetések levonasahoz tovabbi allomanyok vizsgélata lenne
sziikséges.

A CgaY1 marker tobb generacios tesztelése soran 451 vizsgalt egyedbdl 16 esetben
talaltam eltérést a fenotipusos €s a genotipusos ivar kozott: Ot tejesbdl nem sikertilt
felszokszorozni a CgaY'1 him-specifikus markert, és 11 ikrasban megjelent az, tobbszords
ellendrzés ellenére is. A jelenség magyarazata lehet, hogy rekombindcios esemény tortént az
ivari marker és az ivardeterminaldé gén kozott. Ebben az esetben a rekombinacid atlagos
gyakorisdga a 30 paros keresztezésbdl szdrmazd F2 generacidoban 2,69 %, ahol a PO sziilok a
fenotipusuknak megfeleld markerrel rendelkeztek és az F1 generacio sziiléallomanya
véletlenszeriien keriilt kivalasztasra. gy a genetikai tavolsag mértéke 2,69 cM. Az F3 generaci6
létrehozasanal szintén 30 paros keresztezésben csak azokat az egyedeket hasznaltam fel,

melyek a fenotipusuknak megfelel6 CgaY1 markerrel rendelkeztek. A rekombinaci6 atlagos
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gyakorisaga ebben a generacioban 4,51 % volt, igy a genetikai tavolsag mértéke 4,51 cM. Egy
korabbi kutatasban (KOVAcs, 2004) egy, a Szarvas Fish Kft. allomanyabdl szarmazo
tenyészpartol szarmazo 179 F1 utdd esetén azt talaltak, hogy a CgaY 1 marker az esetek 3,4 %-
aban nem felelt meg a fenotipusos ivarnak. Amennyiben véletlenszerli rekombinacidt
feltételeziink az ivardetermindld régié és az ivari marker kozott, gy a rekombinécio atlagos
gyakorisaga véletlenszerii keresztezések esetén generdcionként egyre magasabb lenne.
Kisérleteim alapjan a genetikai tavolsag atlagos értéke a két generacioban 3,6 cM, a korabbi
kutatasban, a Szarvas Fish Kft. allomanyaban 3,4 cM. Mindez arra utal, hogy a CgaY1 ivari
marker és az ivardeterminald régié kozott szoros genetikai kapcsoltsag all fonn.

Nagy ateresztoképességli szekvenalassal vizsgaltam 192 egyed genomjat ¢és
kivalasztottam a tizenkét fenotipusos ivarral legszorosabb kapcsoltsdgot mutato SNP markert,
melyek tiz lokuszon helyezkednek el. Szekvencia 6sszehasonlitassal (BLAST elemzéssel) a tiz
16kuszbol hetet a nemrég publikalt (NGUINKAL ET AL., 2023) afrikai harcsa genom 24-es
kromoszomajara sikerilt illesztenem. A publikalt genom szerzéi a kutatdsom soran validalt
CgaY 1 him-specifikus markert szintén az afrikai harcsa genom 24-es kromoszomajan talaltak
meg (NGUINKAL ET AL., 2023), azonban nekem egy el nem helyezett genomi szekvenciara (36-
os scaffold) sikeriilt illesztenem azt. A kutatocsoportunk altal végzett korabbi teljes genom
szekvenalasbol szarmazo6, CgaY 1 markert tartalmazo scaffold (scf484) és az altaluk annotalt
pten gén szekvenciaja is a 36-0s scaffold-ra illeszkedett. Ezek alapjan elképzelhetonek tartom,
hogy az ivardeterminacioban szerepet jatsz6 genomi régio a 24-es kromoszoman helyezkedik
el, de feltételezem, hogy az el nem helyezett 36-0s scaffold is fontos szerepet jatszik a
folyamatban. Lehetséges, hogy a 24-es kromoszoma az X, a 36-0s scaffold pedig az Y
kromoszomanak felel meg. A 36-os scaffoldon talalt egyes gének (amhr2, mark2, pten) fontos

szerepet jatszhatnak az ivardetermindcio, illetve az ivari differencidlodas folyamatéaban.

Javaslatok a tovabbi kutatasokhoz: Javaslom a CgaY 1 him-specifikus marker vizsgalatat a
faj azsiai, lehet6leg Thaif6ldrél szdrmazd populdcidin a fajra jellemzd ivardeterminécids
rendszer tisztazasara. Javaslom tovabba a marker tesztelését tovabbi generacidkban a genetikai
kapcsoltsag és a genetikai tavolsag mértékének meghatarozasara. Ezen tilmenden érdemes
lenne olyan egyedeket keresztezni, ahol a fenotipusos ivar nem egyezik a CgaY 1 markerrel
vizsgalt genotipusos ivarral és az utddallomany ivararanyat megfigyelni. Javaslom az altalam
izolalt SNP markerek és a nemrég megjelent afrikai harcsa genom segitségével egy olyan
genetikai kapcsoltsagi térkép létrehozasat, mely lehet6vé tenné az ivardeterminacio

szempontjabol fontos genomi régiok pontosabb meghatarozasat. Hasznos lenne a Nguinkal és
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munkatarsai altal publikalt genom 36-0s scaffold-janak részletesebb elemzése, kiemelten az
amhr2, pten és mark2 génekre iranyultan. Javaslom tovabba az izolalt SNP markerek SCAR
markerré alakitasat, kiemelten a két legmagasabb Fst értékkel rendelkezd markert (6., 11.),

valamint azt a 16kuszt, amely harom SNP markert (3., 4., 5.) is tartalmaz.

6.2. A homérséklet afrikai harcsa ivarara gyakorolt esetleges hatasanak vizsgalata

Korabbi kutatasok eredménye alapjan vizsgaltam azt a hipotézist, hogy afrikai harcsa
fajban a genetikai ivardeterminacié kornyezeti (hdmérséklet) hatassal feliilirhato-e (SANTIET
AL., 2016; SANTI ET AL., 2017; SANTI ET AL., 2019). Ezen eredmények szerint 36 °C-0s
vizhOdmérséklet hatasara egyes csalddokban mdas-mas aranyban ivaratfordulds kovetkezik be,
melynek kritikus iddszakat a kikelést kovetd 6-8. nap kozott hatdroztadk meg. A jelenséget nem
vizsgaltak molekularis modszerekkel, az utddok ivararanya alapjan kovetkeztettek az
ivaratforduldsra és bizonyos csaladokban 100%-0s him ivarardnyt is elértek. En is
megvizsgaltam a Santi és munkatarsai (2016, 2017) altal javasolt, hdmérséklet hatasara torténd
ivaratforditast a magyar alloméanyon: a 30 paros keresztezésbdl szarmazo utédokat 36+1 °C-0s
vizhomérsékleten neveltem harom-harom napig, a kezelést 5 (T1), 7 (T2) és 9 (T3) nappal
kikelést kdvetden inditva. Osszesen 123, a fenotipusa alapjan tejesnek latszo egyedbdl négy
(3,25%) esetben nem sikeriilt PCR-rel felsokszorozni a CgaY1 him-specifikus fragmentet. Ez
az arany nem kiilonbo6zott szignifikansan a kontroll csoporttol, ahol 191 vizsgalt egyedbdl 9
esetben talaltunk eltérést (4,71%) a fenotipus €s genotipus koézott. A hdkezelt csoportok
egyikében sem talaltam eltérést a 1:1 fenotipusos ivararanyhoz képest (44%, 53%, 44% volt a
himek aranya az A, B és C csoportban). A hékezelt csoportok ivararanyat a kontroll csoportok
ivararanyahoz (58%, 58% ¢és 50% a himek ardnya az F3A, B és C Mix kontroll csoportokban,
lasd 3. tablazat) viszonyitva sem figyeltem meg szignifikdnsan magasabb him ivararanyt.

Eredményeim alapjdn a hokezelés hatasara ivaratfordulds nem tortént, azonban
megemlitendd, hogy sok egyéb halfajnal erds sziiléi (BAROILLER ET AL., 2009b; SHEN & WANG,
2014), valamint populaciés (VALENZUELA & LANCE, 2004) hatast figyeltek meg a
hémérsékletre adott valasz tekintetében. Eldbbieken til a Santi és munkatdrsai altal is
megfigyelt magas mortalitast és sok morfologiai elvaltozast tapasztaltam: 90 nappal kikelés
utan 31 %-kal volt magasabb a mortalitas a hokezelt csoportokban. Ezek alapjan feltételezem,
hogy a fenti paraméterek nem alkalmasak egyivart allomény létrehozasara a magyarorszagi

afrikai harcsa adlloményokban.
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Javaslatok a tovabbi kisérletekre: Javaslom a hékezelés homérsékletének csokkentését a
mortalitds alacsonyabb szinten tartasara, esetleg a kezelés idétartamanak ndvelését annak
tesztelésére, hogy a hémérséklet altali ivaratforditas megfigyelhet6-e e faj mas vonalai,

szelektalt allomanyai, vagy egyedi keresztezések (csaladok) esetében.

6.3. Az ivaronkénti génexpresszio analizise az afrikai harcsa korai fejlédése soran

Afrikai harcsaban az ivarszervek differencialodasa egyes szerzok szerint ikrasoknal 20,
mig tejeseknél 42 nappal a kikelést kovetden kezdédik meg (BUDD ET AL., 2015). Masok szerint
ikrasoknal 28 nappal a kikelést kovetden figyelheté meg a petefészek iireg és benne a PGC-Kk,
mint az elsd fenotipusos ivari jelleg, mig a herék legkordbban 42 napos korban ismerhetdek fel
(VAN DEN HURK ET AL., 1989). A Siluriformes rendbe tartozd azsiai capaharcsa
(Pangasianodon hypophthalmus) esetén azt talaltak, hogy az ivari red6 15 napos korban alakult
ki és a testi sejtek 20 napos korban zartdk korbe a primordidlis Oscsirasejteket, melyek
proliferacidja 25 nappal kikelést kovetden kezd6dott meg (DUANGKAEW ET AL., 2019). Az
afrikai harcsan végzett korabbi génexpresszids vizsgalatok az ivaronkénti expresszids
kiilonbségeket csak 50 napos kor utdn, a gonadok szoveti differencidlodasat kovetden
vizsgaltak, emiatt a korai ivaronkénti kiilonbségekrdl, melyek szerepet jatszhatnak a Kkorai
ivarszerv kezdemény sorsdnak kialakitdsdban, nem rendelkeziink informacidval. Az
irodalomban elérhetd afrikai harcsat vizsgald kutatasok emellett elsdsorban az ivarszervek
génkifejez0désének eredményeit tartalmazzak, kevés adat all rendelkezésre az agyrél. Emlésok
¢és csontoshalak esetén is megfigyelhetéek ivaronkénti kiilonbségek az agyban, ugyanakkor az
még vitatott, hogy az agyban taldlhat6 kiilonbségek az ivarszervbdl szarmazé faktorok hatésara
alakulnak ki vagy forditva (RAJENDIRAN ET AL., 2021; SENTHILKUMARAN ET AL., 2015).

Vizsgaltam a vasa, foxl2, sox3, sox9, pten, amhr2 és mark2 gének korai expressziojat
ivaronkeént (tejes €s ikras) két testrészen (fej €s torzs) 10, 15 €s 25 nappal a kikelést kovetden,
0t-6t egyedbdl allo ‘poolozott” mintan, harom biologiai ismétléssel, valamint 20, 30 és 40
nappal kikelést kovetden, egyedi mintdkon, 12 bioldgiai ismétléssel. Az irodalmi adatok alapjan
noi ivar iranyaba hato gének (Sox9b, fox12) esetében mindharom gén szignifikdnsan magasabb
expressziot mutatott mar 15 nappal kikelést kovetden a kontroll csoporthoz képest. A herék
differencialodasaban szerepet jatszo gének (sox3, mark2, amhr2, pten) koziil csak a sSox3 mRNS
szintje nétt szignifikansan, szintén 15 napos korban, mely késobbi fejlédési stadiumban torténd
ivari fejlédést valoszinisit a tejesekben. Ugyanakkor a mark2 gén esetén szignifikansan

alacsonyabb génkifejezédést figyeltem meg 20 napos korban, emiatt elképzelhetének tartom,
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hogy masik referencia csoport hasznalataval mar 10-15 napos korban vagy azel6tt is
kimutathat6é lenne a mark2 mRNS mennyisége, varhatdéan a tejesekben. A vasa mMRNS-ek,
melyek az irodalmi adatok alapjan csak a PGC-kben talalhatdak meg, szintén 15 nappal a
kikelést kovetéen voltak kimutathatoak. El6bbick alapjan feltételezem, hogy afrikai harcsa
esetén az ivari differencialodas mar 15 nappal a kikelést kovetéen megkezdddik.

Az éltalam tanulmanyozott génekrdl atirodo mRNS-ek szintjét fejlddési stddiumonként
¢és szovetenként kiilon-kiilon vizsgélva, a két ivar k6zott harom gén esetében talaltam eltérést.
A s0x9b mMRNS mennyisége 20 nappal a kikelést kovetden szignifikdnsan magasabb volt az
ikras fejben. A pten gén MRNS mennyisége késobbi fejlodési stadiumokban is, de legkordbban
20 napos korban mutatott ivari dimorfizmust, magasabb volt a tejes fejben. Az amhr2 szintén
legkordbban 20 napos korban volt magasabb tejesekben mind a fejben, mind a torzsben.
Elébbiek alapjan elképzelhetd, hogy az ivari fejlodés afrikai harcsa esetében az agyban
kezdddik €s az innen szdrmazo6 faktorok okoznak ivaronkénti kiilonbségeket a differencialodéd
Ivarszervben.

Tobb fajban leirtak, hogy az elsd kiilonbség a két ivar kozott az ivari differencialédas
soran az ivarsejtek nagyobb aranyu felszaporodasa a petefészek kezdeményben a heréhez
képest (SIEGFRIED, 2010). Vizsgalataim soran minden fejlédési stadiumban és szovetben
magasabb pten, valamint amhr2 expressziot figyeltem meg a tejesekben. A pten mRNS
mennyiségének ivaronkénti kiilonbsége 20 napos korban a fejben, valamint 30 és 40 napos
korban a fejben és a torzsben is szignifikans volt. Az amhr2 expresszioja 20, 30 és 40 napos
fejlodési stadiumban minden testrészben szignifikdnsan magasabb volt a tejesekben. A PTEN
gén emlésokben a sejtek osztodasat gatolja (CHU & TARNAWSKI, 2004; YIN & SHEN, 2008),
sejtkulturaban PGC-kben torténd elcsendesitése noveli a felszaporodas mértékét (KIMURA ET
AL., 2003). Az amh/amhr2 szignaltranszdukcios utvonal mas fajokban szintén a PGC-k
elképzelhetd, hogy afrikai harcsadban, az ikrasokban megfigyelt pten és amhr2 mRNS-ek
alacsonyabb szintje a PGC-k felfokozott szaporodasat segiti el6. Amennyiben igaz, hogy a pten
vagy az amhr2 gén hatasara ivari dimorfizmus alakul ki a PGC-k szamaban, érdekes lehet annak

vizsgalata, hogy ezek koziil keriil-e ki az elsddleges ivardeterminacios faktor.

Javaslatok a tovabbi kisérletekre: Eredményeim alapjan feltételezem, hogy az afrikai harcsa
ivari fejlédése 15 napos kor kornyékén kezdddik, és a folyamatban az agybol szarmazoé faktorok
is fontos szerepet jatszanak. Emiatt érdemes lenne egy nagy ateresztoképességl transzkriptoma

vizsgalatot végezni ebben a fejlddési stadiumban, lehetdség szerint kiilon az agyban ¢€s az
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ivarszervekben is. Javaslom tovabba, ivaratforditott egyedek agyaban egy transzkriptoma
vizsgalat elvégezését. Ezen feliil szintén érdemes lenne 15-20 napos kor kornyékén in situ
hibridizaciés technikdval megvizsgalni, hogy van-e ivaronkénti kiilonbség a PGC-k
mennyiségében. Amennyiben igen, ¢érdemes lenne génkilitéssel vagy géncsendesitéssel
megvizsgalni a pten és az amhr2 gének szerepét a folyamatban. Javaslom emellett a pten, az

amhr2 és mark2 gének tovabbi vizsgalatat, valamint ezen gének kapcsolatanak elemzését is.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Vizsgalataim alapjan a kdvetkezé megallapitasokat tettem:

1. Megallapitottam, hogy az afrikai harcsa (Clarias gariepinus) altalam vizsgalt magyar
¢és vietnami allomanyaira kizarolag him heterogametikus (XX/XY) ivardeterminacios
rendszer jellemzo.

2. Harom generacio 451 egyedének genotipizalasaval validaltam a kordbban izolalt CgaY'l
him ivar-specifikus DNS markert. Megerdsitettem, hogy a CgaY1 him-specifikus
marker az ivardeterminal6 régioval kapcsoltan 6roklodik, és attol 3,4-3,6 cM genetikai
tavolsagra helyezkedik el.

3. Afrikai harcsa allomanyokon 5-8, 7-10 és 9-12 nappal a kikelést kovetéen, 36 °C-0s
vizhomérséklettel végzett hokezelésével cafoltam azt a hipotézist, hogy az
ivaratfordulast okozhat a magyar allomanyokban.

4. lIzolaltam tobb, mint 24 ezer polimorf SNP markert afrikai harcsa ikrasokbdl és hasonld
szamt markert a tejesekbdl is, melyekbdl tizenkettd feltételezhetden erdsen ivarhoz
kotott. Megallapitottam, hogy ezen markerek az afrikai harcsa 24-es kromoszomajan
helyezkednek el. Ezzel megerdsitettem azon korabbi jelzéseket, melyek az
ivardeterminal6 régio elhelyezkedését valoszintisitették ezen a kromoszoman.

5. Afrikai harcsaban elséként vizsgaltam a korai ivaronkénti génexpresszios
kiilonbségeket molekuléris ivarmeghatarozas segitségével, az ivar elsé fenotipusos
jegyeinek megjelenése eldtt fejben és torzsben. Megallapitottam, hogy az ivari
differencialodas feltehetéen 15 nappal a kikelést kovetéen megkezdodik.

6. Megallapitottam tovabba, hogy a sox9, az amhr2 és a pten mMRNS-ek mennyisége az
ivarszervek differencidlodasa eldtt szignifikansan kiilonbozik ivaronként, emiatt
feltételezem, hogy az afrikai harcsa ivari differencialodanak folyamataban ezen gének

termékel szerepet jatszanak.
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8. OSSZEFOGLALAS

Munkam soran az afrikai harcsa (Clarias gariepinus) ivardeterminacios
mechanizmusanak és korai ivari differencialodasanak molekularis vizsgalatat végeztem el. A
faj genetikai ivardeterminacids rendszerérdl ellentmondasos informdaciokkal rendelkeziink,
néhanyan XX/XY, masok ZZ/ZW rendszert irtak le és nemrégiben a két rendszer egyiittes
jelenlétét is feltételezték. Teszteltem egy him-specifikus (CgaY 1) DNS markert magyarorszagi
¢s vietnami allomanyokon, valamint 6t masok altal ,,mérsékelten ivarhoz-kotott”’nek
feltételezett markert (dtna, add3, gucdl, dctn4, pcdh2ab3) néhany egyeden. Eredményeim
alapjan az afrikai harcsa ezen populécioi kizardlag XX/XY ivardetermindcios mechanizmussal
rendelkeznek. A CgaY1 marker tobb generacios validalasa altal megerdsitettem, hogy ez a him
specifikus marker az ivardeterminalo régioval szoros kapcsoltsagot mutat, attol 3,4-3,6 cM
genetikai tavolsagra helyezkedik el.

Bizonyos szerzOk szerint az afrikai harcsa genetikai ivardeterminécios rendszere
kornyezeti hatassal feliilirhato: magasabb hémérsékleten (36 °C) magasabb him ivararany
figyelheté meg. Az altalam, magyar allomanyokon végzett hdkezelés hatdsdra nem tortént
ivaratforduléds: sem molekularis ivarmeghatarozas utjan, sem az ivararanyok megfigyelésével
nem tudtam azt bizonyitani. Emellett magas mortalitast figyeltem meg a kezelt csoportokban,
ezek alapjan feltételezem, hogy a magas hdmérsékleti kezeléssel végzett ivaratforditds nem
alkalmas a hazai allomanyokban egyivaru termelési populaciok 1étrehozasara.

Vizsgaltam a vasa, foxI2, sox3, sox9, amhr2, pten és mark2 gének korai kifejez6dését
fejben és torzsben, 10-40 napos kor kozott, ivaronként, molekuldris ivarmeghatirozas
segitségével. Eredményeim alapjan az ivari differencidlédas jelei mar 15 napos korban
kimutathatéak ebben a fajban €s a fejbdl (feltehetéen az agybdl) szarmazo jelek is szerepet
jatszanak a folyamatban. Ivaronkénti kiilonbséget talaltam a S0xX9 mMRNS mennyiségében, mely
az ikras fejben volt magasabb 20 napos korban. Emellett a pten és az amhr2 mRNS-ek
mennyisége, mind a fejben, mind a torzsben magasabb volt a tejesekben, tobb fejlodési

stadiumban is. Egér modellen és sejtkultiraban bizonyitottak a pten gén szerepét a PGC-k

crer

crer

szabalyozza. Elképzelhetonek tartom, hogy a pten és az amhr2 gén himekben a PGC-k

felszaporodasanak gatlasa altal a tejes fenotipus kialakitasaban vesz részt.
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Izoléaltam tobb, mint 3600 11j, ivarhoz-ko6tdtt SNP markert, melyek szekvencia illesztéses
vizsgalata az afrikai harcsa 24-es kromoszomajara (NC_071123.1) mutat. Ezek alapjan
feltételezem, hogy az ivar kialakitdsaban fontos genomi régiok ezen a kromoszoman lehetnek.
Emellett a kutatocsoportunk altal prediktalt pten gén, valamint a CgaY 1 markert tartalmazo
genomi régio (scaffold) szekvencigjanak illesztése soran kapott eredményeim alapjan, az NCBI
adatbazisban megtalalhatd 36-os el nem helyezett genomi régiot (NW_026521003.1) szintén
az ivar kialakitasaban fontos szerepet jatszo régionak tartom. A pten génen kiviil a mark2,
valamint az amhr2 gének kodolo szekvenciait is megtalaltam ebben a genomi régidoban, emiatt

javaslom ezek tovabbi vizsgélatat.
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9. SUMMARY

In this study, I investigated the molecular background of sex determination and early
sexual differentiation of African catfish (Clarias gariepinus). Prior to my study, controversial
information was available about the genetic sex determination mechanism of this species; some
authors suggested XX/XY, others ZZ/ZW system, and recently it was also proposed that the
two systems co-exist. Based on the results obtained with a male-specific DNA marker (CgaY1)
on Hungarian and Vietnamese lines, and five proposed ‘moderately sex-linked” markers (dtna,
add3, gucdl, dctn4, pcdh2ab3) on Hungarian lines of African catfish, | suggest that the
investigated lines possess XX/XY sex determination mechanism only. The CgaY1l male-
specific marker was validated across multiple generations and proved to be in strong genetic
linkage with the sex determining locus, with a predicted genetic distance of 3.4-3.6 cM.

It was also suggested earlier that the genetic sex determination mechanism of African
catfish can be influenced by environmental factors; higher temperature (36 °C) induced higher
male-ratio. | tested the temperature-induced masculinization on Hungarian stocks, but no such
effect was detected either by molecular sexing, or by the sex-ratio of the treated groups.
Moreover, high mortality was experienced in heat-treated groups. Therefore, | concluded that
this high temperature-induced masculinization protocol is not applicable for production of all-
male populations in the culture of Hungarian stocks.

| analyzed the early expression profile of vasa, fox12, sox3, sox9, amhr2, pten, and mark2
genes in head and trunk of African catfish between 10 and 40 days post hatching. The two sexes
were separated through CgaY 1-based molecular sexing. The first sign of sexual differentiation
was detected at 15 days post hatching and presumably factors originating from the head
(possibly the brain) play an important role in this process. Sexually dimorphic expression was
observed for sox9, where the amount of mMRNA was higher in female heads at 20 days post
hatching. The mRNA amount of pten and amhr2 was higher in both heads and trunks of males
in several developmental stages. In mice and cell cultures the effect of pten on the proliferation
of PGCs was confirmed and in several fish species sexual dimorphism was revealed in the
number of PGCs at the beginning of sexual differentiation, which proved to directly regulate
the sex determination of some species. Amhr2 also regulates PGC proliferation in several fish
species. It is possible, that higher pten and amhr2 mRNA amount in males promotes testis

formation through the inhibition of PGC proliferation.
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Over 3600 novel sex-associated SNP markers were isolated during this study and their
sequence alignment pointed to chromosome 24 (NC_071123.1) of African catfish. Therefore, I
propose that the genomic regions responsible for sex determination and possibly for early gonad
differentiation are located on this chromosome. Moreover, the sequence of the previously
predicted pten gene and the sequence of our scaffold containing the CgaY1 male-specific
marker were successfully aligned to the unplaced genomic scaffold number 36
(NW_026521003.1) available in NCBI database, indicating that this region is also important
for the early sexual development of African catfish. This scaffold contains the coding sequences
of mark2 and amhr2 genes besides pten, so further investigation of these three genes is also

recommended.
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M2. A CgaY1 him-specifikus és egyéb ,,mérsékelten ivarhoz kotott” markerek vizsgalatahoz hasznalt primer

szekvenciak
. . Gén , . .
Gén elnevezése o Lokusz ID  Forward primer Reverse primer
szimboluma
Adducin 3 add3 PA51665576 5’-ATGAGCACCGGCTCTACCTT-3*  5-AACTGCATGTCTGTCTAACCTG-3’
Dystrobrevin alpha dtna PA51658745 5-TAACCAGCGACGACATGGTG-3*  5-GCTCAGAGTAGGTGAACCGT-3’
Dynactin subunit 4 dctnd PA51673180 5-AGCATCGTGCTAATCAGGCTAA-3" 5-GGGACTAAAATCAGCCGAGTCA-3’
Emtocadhe”” alpha subfamily o 4hoan3 PA51665230 5’- ATCGATGTCCAAAGGAGCAGA-3’  5'- GGCCTACTAAATACTGGGGCAT-3’
Guanylyl cyclase domain- 49 PA51633778 N/A N/A
containing 1
(C\?f\glF ”:flrkf;) . AF332597  5’-CCGTAGCCTGCCACTCTGC-3’ 5-GAACTGAACCCCACATTTTGTC-3’
K1 kontroll fragment ] AF33gsg9 5 -AGTACATTGAGGACGAGGACGC-  5- CATTGTAACAAGAGGAGCCCAC-

(K1-1F, K1-1R)

3,

35

* Ez a szekvencia nem volt detektalhat6 az altalunk szekvenalt afrikai harcsa genomban (nem publikalt adat)
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M3. A CgaY1 markerrel végzett molekularis ivarmeghatarozas tipikus
gélképe (M-molekulasuly marker)

1000 bp

500 bp

Q
Ho

e -

M4: Adapter szekvenciak ddRAD konyvtar készitése soran

I:rfzsitrl;l]kcms Az adapterek nukleotid szekvenciaja (5’ —37)
Pe] TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCA

(5’Phos) GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
Mspl CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGAT

(5’Phos)CGAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC
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M5: A real-time PCR vizsgalatokhoz hasznalt gének, primerek, reakcio dsszetételek és hatékonysagok

. . Primer
. . . Termék Primer cDNS iy
Gén . e o Hatékonysag . L ., tapadasi .
1 Primer szekvencia (5'-3") méret  koncentrdcid6 mennyiség , . , Referencia
szimboluma (%) hémérséklet
(bp)  (uM) (ng) °C)

F: CAT GGC TAT ACG CGA CAG CTC RAGHUVEER et al.,
foxl2 R: CCA GTAGTT CCC CTT CCT CTC 4,97 193 02 120 0 2011

F: GGT CTG AGT AAAGTT CGT TAT CTG RAGHUVEER &
vasa R GCC AAC CTT TGA ATA TCC TCT G 104,06 170 0,2 200 60,5 g(l)Ell\(I)l'HILKUMARAN,

F: CGAGCACTCATCTAGCCAGG . ,
mark?2 R GCG GTC GCT CCA ACA TGC CT 96,35 188 0,2 180 60 sajat tervezés

F: AAG CGG AGA GGG TTG AAG AT . ,
cypl9 R CAC AGC ACT ACC ACA AAC AC 105,35 135 0,2 200 60 sajat tervezés

F:  ATT CAG CAT CTC AAC TCT ACT ACC . ,
sox3 R CTT ACA CAG CGT CCA TCC AC 100,37 192 0,21 180 60,5 sajat tervezés

F:  AGT TAT GGA GAT TGC TGA ACG A . ,
sox9b R CGT GGC TGG TAT TTG TAG TC 96,66 152 0,15 100 60 sajat tervezés

F: ACCTCT GAAACAGATTTATCGG . ,
pten R GAA TGC CTG ACC AAC TTG TG 95,65 157 0,2 200 60 sajat tervezés

F: TAG AGG TACTTAATAATGACCTG . ,
amhr2 R GCA ATT GCA ATG AAA TGG AGA AT 101,34 96 0,2 200 60 sajat tervezés
actb ; CTG CCGAATATC ATC TGC CC 99,15 167 0,2 180 60,5 sajat tervezés

ACC AAC ATAGCT GTCCTT CTG
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M6. A real-time PCR vizsgalatokhoz tesztelt referencia gének, azok Ct értékei és hatékonysaguk

Gén szimboluma  Primer szekvencia (5'-3") Ct min Ct max Hatékonysag (%) Referencia

actb * l;:: igg iig 2'_?; g-(l;i gﬁg -(I;i_? (C::_(I_: G 20,33 21,93 99,15 sajat tervezés
efla l;:: gg’_?_‘ 2:2 2\2‘2 é'cl':,i é\ég :_?_I-_rfgg 27,29 31,31 95,77 sajat tervezés
g " TOTGACTITGATCOCTITCTG —op pgy g ittt
s ©OCACTATCCOATTTCCACGCA 4o soas 1007 sjsieness
18S ::: ATCAATCTG TCAATC CTT TCC GTG 13,84 17,65 84,31 sajat tervezés

CGT AGT TCC GAC CGT AAACC
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M7. Egyéb ,,mérsékelten ivarhoz kotott” markerek vizsgalatanak gélképe
(M- molekulasuly marker, N- negativ kontroll)
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MS8. A ddRAD szekvenalas soran izolalt ivarhoz kotott SNP markereket

tartalmazo lokuszok szekvenciai

Lokusz neve

Lokusz szekvencidja

>CLocus_5762

gcaggaggaacgattaatggcagtcgaacatcatgacatcatcctttctccacctcaaacatgta
attacctcatgaatatttataatatgataattaaccacaccccccaaaaaattttttttgtttgtttttgtc
gttatacctgaacacacccgtcgagaagtgcgtggaggacgtggactctcttcttcatgagteg

gacgtcagacggcgtggagtcggegeactggecgttctggatggggttaatgaaccg

>CLocus_7160

gcaggcttcctgctecagtaacttgetgtacgettcctggcaggcetgaacacacacagacacac
acatggaacatgtttactgttcaacagtatgctccttaaaaatactctatataaccatctgacactca
cagcacagcttgaacagacattcacaacgttatatgtgtgtgccacccecgtgtgctcttcegac

cg

>CLocus_8398

gcaggcagctggaagcetgacagggtttattcttagagtgatgcagtatggtcegatgaagega
ggtgaaagttttagggattccgtatccagatgtaggttctttgtagaaagccataccttgtcaccta
ctttgtacaaacgtcccgaga

>CLocus_16186

gcaggatccgattttgggtccaggagatcaaagggtcatgcetgcaaaagecaggggtgteeg
aggatgatgggtggtgatgaaatggaggttagatgatattgaatccgttcttgatgttgattgatg
gtgagaatgatgggttgtgtctgggtggtgatggggcetagatgaaaggggecggctgtettce
gatgtgatacaaacaggctgggataacgcctcaatttctacceccagttttttggegtaattagag
tcaatgaatttacctgtggcaccg

>CLocus_21558

gcaggaggcagtagtgagcgtgagatgctagtaaacacacacgtactgctttgctactgcgac
gtacctaaacgttacaaggggaatcatccgaggtgtgttctatgageccaggegetgtgcagta
ccgtgtgtgtgagtgtecgtgtgtgatactgtacgegtgtgacatgceccagteegtgtgetette
cgaccg

>CLocus_21950

gcagagtttctgtaaaactcgggtccatcactaaaacactttgtcctccaagtgtagaatatttaca
gttactcttcctcgagtcagtggtcatacaagcatcataattatacatgtgcggceagagttceagt
aactcctgtgtctgtgtaaccgagtgctcttccgaceg

>CLocus_26980

gcaggctttaaaaaatttgccaagcaaagacaattcaagaacttgggaaagcttcacaaggaat
gatgtgaggctggattctgtgtagtctggaggaagegtggagtgggacagaatccaagttgcett
gaagtccagtgtgaagtcgtctgctgeccegtgtgetcttccgaceg

>CLocus_29742

gcagtaaaagtaggcactgtgaaaacatagtgtaaagaaaaggaatcctaaaaacacactgat

gtatgtctacataagtagaagtaggactttttgggatttaaaaagattttgtattcttgaaacttattaa
gcattatgataaatatgtattaacattacgttcaggtttgttaattaaccataatgtaattttgtcatgat
tttgaccatctttattttgggtaccgtgtgctcttccgaceg

>CLocus_39965

gcagcactgcactgtgcactatatgagacactttcatggtgcttcactgacattatctgtgetgtag
tgttgtggtggtcatcggggacagcgggacaaatccagtgcgtacaacacagagcagaaace
gtctaacaaaataaacgtcccataacaccttaatcggecccctgtcetgtctetctattgacaccate
agcctctgeeggecccgtetgtetetctaccgaccecctgctgtetctactagaacegtetgteg
ctctaccg

>CLocus_40371

gcagtatttctaaaagtattcttactcatattattgatatttaaaggtattaaaggtttcactaggattat
tagcagttgaagtaaaacctcactaaatgcagatgaataataaagcattaaatctttaaactctect
ctgatcagctcegegtgaacacggecggcectteactttcattgegeegtggggtttegtttcggg
ccetetgactcgegegegegttggactecttggteegtgtttcaagacgggteggttgggtgge

cg
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M9. A CgaY1 marker illesztésének eredményei a Prim assemby-re (GCA_024256425.1)

Talalt 16kusz neve Maxim’um OSSZCS, Lefedettség  E érték Egyezés  Lokusz Génbanki azonosito
pontszam  pontszam (%) hossza

Clarias gariepinus isolate MV-2021

ecotype Netherlands unplaced genomic 4375 44388 99% 0.0 97,23 460213 NW_026521003.1

scaffold 36

Clarias gariepinus isolate MV-2021 2100 14675 69% 00 9292 52237485 NC_071100.1

ecotype Netherlands chromosome 1

Clarias gariepinus isolate MV-2021 396 1026 220 1e-107 86,13 32602070 NC_071113.1

ecotype Netherlands chromosome 14

Clarias gariepinus isolate MV-2021 322 1253 21% 2e-85 8923 33715535 NC_071111.1

ecotype Netherlands chromosome 12

Clarias gariepinus isolate MV-2021 311 2930 21% 5e-82 93,75 35173121 NC_071109.1

ecotype Netherlands chromosome 10

Clarias gariepinus isolate MV-2021 237 2051 17% 8e-60 9423 41146859 NC_071105.1

ecotype Netherlands chromosome 6

Clarias gariepinus isolate MV-2021

ecotype Netherlands unplaced genomic 237 1358 6% 8e-60 94,23 581378 NW_026521001.1

scaffold 34

Clarias gariepinus isolate MV-2021 226 647 6% 2656 9193 26502883 NC_071122.1

ecotype Netherlands chromosome 23 -

Clarias gariepinus isolate MV-2021 180 374 11% le-42 86,23 29591905 NC_071120.1

ecotype Netherlands chromosome 21

Clarias gariepinus isolate MV-2021 161 161 9% 5e-37 80,08 29481022 NC_071121.1

ecotype Netherlands chromosome 22
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M10. A 36-os el nem helyezett genomi scaffold és az scf484 scaffold illesztése
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M11. A kutatocsoportunk altal prediktalt pten gén szekvenciaja
>TRINITY_DN78060_c1_g2_i6 len=2457

TTTGCTGCTGTGTAAGAAAGACAAAACCAAGGATCATTTTACTTTTATATAATTAATTTAT
TGAATTAATTTAAAAGAAATAGGTTTTAAAAACCTTTATGAGTGATTTAAACTTTAAAAC
ATTTAAATCACCCAACATTTCAGTATGAAAAAACCCAACATGTCCGTAAAAGACCCTTTA
ACCATTTAAGCAGGATAATTATAAATATTTGTTATGAATGTATGCAAAACCCAATATGGT
CAAAGCCAACTTGCCCAGACCCATATTGCAAGACCCAATATGTTTTTCCTCAGACATCGA
TTTTACATACATCTTAAACATTTACAGTAATCACTACCTGCACCATACAGATATTAATACA
TGCAGTTATCCTGGTTTTCTTACCTGATCGCTGACAGATTCTCCCTCCATCGTTCAATTAA
AAGTACCGTGTGCCGTTTCACTGCGCAAACTAACAGGTCTGATCGGCTGAAGGGTCTGTC
TTCCACACCGCTCCTACACGTGCTTCTGTTGTATTTATGCCTCTAATACTTGCTTTTGTTTT
AAGAAAGTCTGTTCTGATTGGCTGAAGGGTTTGTCCACCACGCCTTTCCTACATGTGCTTG
TATTGTGATCATGCCTCTAAAAGTCAAAAGCTTTTGTTCAGGCCTGGATGCGTTTGGGTTC
TTTTTTAAAGATATTTTTATGGCCTCTATCCCTTCCTGGGTATCAATATTAGTCAGAAAAA
TAATATAATGATCCGGTTCATTGTCATGTCACTGGTTACGCATGCGGAAGGGCTGTCCTCT
GAGTTGGATGGTTCCTCCAATGTTTTTGTGAAATATAGCTTCACCTAAAAGTTTGGGGAA
AATAATCTGTTCCCCACTGATCCAGGGATAAGGAATGTGTTTACCCAGAAGTAAAACATC
TTATCCCTTCTCATCTTGCTCTGTTTTTGATAGAATTCCACTTTGATATCGCCACATACTGG
AAGTGGTTGTCTTCCGCCGTGTGTGCTGGATTAGACGTATGTATTTTCACCTTAAGTTGGT
AGACAACAAAATGTGGGGTTTCCAGCTAAAAGCTTTTTAAATGCAGCAACTTTAGTATAT
GCCATCATAGCAGTTGTGCTCTTTTTTTAGATGTTTGACGATCTATGGCTAGTTTAACATC
CATCACTGGAACCCCACACAATTTTTTAAAGACATTTTTTTATTCACATCAGTAAGAATAA
TAAAATCTTTAGGAAAGACCTAATAAAACCTGAGTCCTATCTGGCAAGTTTGGCGGCCCA
CTTTGAACACTCACCCCTGAAAGGACAAGGGTTTCTGTGGGGCAATGGGGAGTCAGGGTC
TGCCCACTCCTGAGATCCAGCTAAAAGCTTTTTAAATGCAGCAACTTTAATATATGCCATC
ATAGCAGTTGTGCTCTTTTTTTAGATGTTTGACGATCTATGGCTAGTTTAACATCCATCAC
TGGAACTGAGATCCAGCTAAAAGCTTTTTTAATGCAGCAACTTTAATATACGCTATTGTTT
TTAAAAGTGTTTGTGCTCTTTCTTAGATTTTTGTCTGTCAATGGCTATATTTGCTCCCAAAC
ATACATCAGCTAATGTGCATTGCAACCTGGTCAAGCCTTGTTAACTCCGTATTCACATTAT
TTCACTGGCTTTTATAGTTAAGGGACTTAAGTCTAGAAGTTGGGTGTTTGAACCATCAATA
ACCTTACATTAACATCTTGGTAAAACACAAGGGATTTAGATATTCTGTTCCTCCGATACAG
GCCTAAACGTATAATGCACATTTGACCTCTGAAACAGATTTATCGGCCTAAAAGCAGTAT
AGAAATGCACATGTTCATAAGCGTTAAATTCTTTAAAATATATATAAATCATTCTGATCA
GAAATATAAGCTTAGAATGCCACCTTTACATCTTGGTATAACACAAGTTGGTCAGGCATT
CTGTTCCTACAAAATAGGCCTGATTACCAGTGCAGGATTGACCTTTGACCTTTGAGTCTGT
GTGTAAAATGTACCGTTGTACAAGAGCTCATTGTAGTAGGATAATGATTAGATTCTGCTC
TTTCTGAAAGGTCTGTTTGACAATGATATACAGTATGTTAAAATGCTGAAGTATGATTTAT
GAGAGAGTGGAAGGTTAACCTTTGACCCTGCTGTACAGGCCTGTAATAAGGGTGTACCAT
GTTCTCACAGTGTAGTGCATAATCCCTACGGAACATCTTTGGTCATACGTGTACTGTAACC
TTTATCGTGCATTGTTACCTTTTTATTCACTGGCTTTTATAGTTAAGGGACTTAAGTCTAGA
AGTTGGGTCTTTTAACCATCATATACTGAGAAGTTGGTCTCAACGAACTGCTGAAACTTG
GAGTCATATTTAGGGCCTTTGCTGTTGTGTAGGAGAGACAAAACCAAGAATCTTAGTCCC
CGGCTACAGAGCAAACGTCATTGCGATTCG
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M12. A relativ expresszié (222°") értékei (atlag + széras) és a mintaelemszamok vizsgalati csoportonként (ikras és tejes

fej és torzs, 10, 15, 20, 25, 30 és 40 nappal a kikelést kovetoen)

sox9b foxI2 cypl9

Atlag + Széras n Atlag + Szoras n Atlag + Szérés n

8.nap—y ontroll 1,14+ 0,62 6 1,12+0,57 6 1,29 + 0,99 6
(pool)

Tkrés fej 457 +2,14 3 506+ 1,16 3 7.67+3 3

10.nap  Tkras test 3,68 +2,55 3 1,04+ 1,48 3 1,81 £ 0,96 3

(pool) Tejes fej 520+532 3 5,54 £ 4,06 3 435+1,05 3

Tejes test 432+1,98 3 0,22+0,11 2 2,10+1,32 3

Tkrés fej 37,77+ 11,00 3| 220,41+ 125,67 3 11,68 + 4,84 3

15.nap  Ikras test 30,60 + 9,67 3 265,13 +373,7 3 90,54 + 144,12 3

(pool)  Tejes fej 81,89+ 0,37 3 115,07 + 30,92 3 12,12 £ 5,98 3

Tejes test 18,31+ 12,07 3 148,32 + 164,94 3 16,71 £ 13,71 3

Tkrés fej 2,64+ 1,07 12 55165 12 2,98 +2,82 12

(Zeoé;‘;ﬁ Ikrds test 81,71 + 138,34 12 0,06 + 0,03 12 80,37 + 138,29 12

mintak) Te_jes fej 1,87 £0,16 12 3,64+4,71 12 2,08 £1,37 12

Tejes test 1,58 £0,48 12 0,05+ 0,04 12 0,88 £0,52 12

Tkrés fej 2.62+0.22 3 1,12+021 3 2.93 0,42 3

25.nap  Ikrés test 2,38+0,99 3 - - 6,42 + 3,56 3

(pool) Tejes fej 2,87+ 1,49 3 1,27 £0,49 3 3,50£2,30 3

Tejes test 4,80 + 438 3 - - 187.23 + 308,95 3

Tkrés fej 12524+215.15 12 2,36+ 127 12 2.92+222 12

?eod;e%ﬁ Ikrs test 1,11+0,35 12 1,59+ 1,4 12 1,63 £0,79 12

mingl)  Teies el 1,18 0,39 12 2,14+0,92 12 2,50 1,87 12

Tejes test 3,96 + 4,73 12 2,51 +£2,38 12 5,33 £ 4,83 12

Tkrés fej 128+1,19 12 1,63+1,71 12 0,93 £ 0,45 12

Z‘eod;‘ezpi Ikris test 110143+ 1903,09 12 9.00 + 8,09 12 16,89 + 16,02 12

mingl)  Teies el 0,92 + 0,60 12 130+1,62 12 0,76 + 0,58 12

Tejes test 675,68 +95238 12| 114.61+18643 12| 27933 +433,68 12
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sox3 mark2 pten vasa
Atlag + Széras n Atlag + Széras n Atlag + Széras n Atlag + Széras n
?bgjl‘; kontroll 1,75 +£2,03 6 1,22+0,73 6 1,71+1,95 5 2.28+2.80 6
Tkras fej 1926860 3 0,69 = 0,71 3 231 =386 3 13,60 = 13,02 3
10.nap  Tkras test 7911057 3 1,05+ 0,67 3 9,20 = 15,59 3 35,16 + 52,81 3
(pool)  Tejes fej 20,58+1326 3 1,88 = 1,41 3 52114557 3 20,55 = 14,89 3
Tejes test 3,34+1,70 3 1,42+ 0,92 3 42,19+ 27,15 3 43.42 + 1833.48 3
Tkras fej 113,62+ 19.68 3 1,06+ 0.19 3 34,78 + 48,77 > | 100040+ 110504 3
15.nap  Ikrs test 8820+8571 3 1274127 3 94,54 + 92,34 3| 3076,84+339052 3
(pool)  Tejes fej 178,77+ 1438 3 2,65+ 0.43 3 416,67 +217.32 3| 148590+28270 3
Tejestest | 7026+3628 3 1,34+ 1,34 3 284,92 + 177.65 3 866,85 + 739,02 3
Tkras fej 15181013 12 0,10 £ 0,07 12 0.42+0 12 524 +2.76 12
(Zeoé;‘e"’:jﬁ Ikrds test 175£1,01 12 0,07 + 0,03 12 0,53 + 0,73 12 18,85 + 20,92 12
k) Teies fe 887409 12 0,17+0,11 12 30,2 + 44,72 1 4,64+ 0,30 1
Tejes test 136+0.83 12 0,05 + 0,01 12 27,67 + 41,45 12 7,19 + 4,58 12
Tkrés fej 2717659 3 0,13 0,01 3 51,57+ 55,78 3 25.39 = 4,86 3
25 nap  Ikras test 6.56 £ 1,65 3 0,16 = 0,04 3 94,54 + 92,34 3 189,66 + 116,35 3
(pool)  Tejes fej 48433548 3 0.17+0,11 3 142,59 = 140,14 3 36,14 + 27,80 3
Tejes test 9,87 927 2 037036 3 243,91 + 344,83 2 229,56 + 295,75 2
Tkras fej 820403 12 0.05=0 12 1,89 = 0,83 12 24,12+ 14,11 12
(e’eoé;‘e%ﬁ Ikrds test 444346 12 0,03 £ 0 12 25,9 +32,93 12 46,28 £ 7,88 12
mingky  Teies fe 871+441 12 0,05 + 0,02 12 119,36 + 83,51 12 30,25 + 16,98 12
Tejes test 533+477 12 0,04 = 0,02 12 4379 + 460,58 12| 344,19+321,15 12
Tkras fej 1026390 12 0.07=0 12 439+711 12 11,57 = 15,76 12
?eod;eiﬁ Ikrds test 13,194 1249 12 0.06 0,03 12 46,08 + 39,56 12 210,62 % 120 12
mintak) | &Ies el 7.08£2,61 12 0,06 + 0,05 12 63,71+ 77,63 12 14,17 + 19,45 12
Tejes test 66,08+£87,6 12 0,16+ 0,16 12| 383,74+329,19 12| 443599+6997,92 12
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