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1. A MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

Az afrikai harcsa (Clarias gariepinus BURCHELL, 1822) a Siluriformes
rendbe tartozo halfaj, mely akvakultaras termelésre rendkiviil alkalmas. A himek
novekedési erélye és taphasznositasa (HENKEN ET AL., 1987), valamint filé
kihozatala (FAO, 2010) is meghaladja a ndstényekét, igy termelési szempontbol
elényds lenne egyivari (monoszex) termelési allomanyokat Iétrehozni. A
monoszeX allomanyok kialakitasa érdekében végzett barmilyen ivar manipulacios
eljarashoz elengedhetetlen az adott faj ivardeterminaciés mechanizmusanak, ivari
fejlodésének részletes ismerete. Az afrikai harcsa kiemelt gazdasagi jelentosége
ellenére még ivardetermindciés mechanizmusar6l is ellentmondasos
eredményekkel rendelkeziink: néhanyan néi heterogametikus (ZZ/ZW) (OzouUF-
COSTAZET AL., 1990; VARADIET AL., 1999), masok viszont him heterogametikus
(XX/XY) ivardeterminacios rendszert (GALBUSERA ET AL., 2000; LIU ET AL.,
1996) irtak le. Egy nemrég megjelent publikacioban pedig (NGUYENET AL., 2021)
a kétféle ivardeterminacios rendszer egyiittes jelenlétét valdszintisitették a faj
Egyes szerzok szerint (SANTI ET AL., 2016; SANTI ET AL., 2017) az afrikai harcsa
genetikai ivardeterminacidjat kornyezeti hatasok feliilirhatjdk, magasabb
homérsékleten az ikrasok fenotipusosan tejesekké fordulnak at: egyes holland
allomanyokbdl szarmazo csaladokon 100% him ivararanyt figyeltek meg 36 °C-
os vizhémérsékleten nevelt allatoknal. Az ivaratfordulas jelenségére azonban
csak az ivararanyok alapjan kovetkeztettek, molekularis moddszerekkel nem
bizonyitottak azt.

Az ivarhoz kotott gének korai kifejez6désének mintazatait afrikai
harcsaban ivaronként még nem vizsgéltak, csak az ivarszervek differencidlodéasat
kovetéen. Kutatocsoportunk elddjében izolaltak afrikai harcsabol egy him-
specifikus DNS markert (CgaY 1, NCBI génbanki azonosité: AF332597), mely
lehetdvé teszi a DNS alapt ivarmeghatarozast az ivarszervek kialakuldsat

megeldzden, és ezaltal a korai génkifejez6dés ivaronkénti vizsgalatat is. A CgaY1l
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emellett alkalmas a hdmérséklet-okozta ivaratfordulas bizonyitasara is, valamint
jelenléte him heterogametikus ivardeterminacios rendszert valdsziniisit. Emellett
egy ivarhoz kotott marker segitségiinkre lehet annak tisztazasaban is, hogy mely
genomi régio jatszik szerepet az ivar kialakitasaban.

Nemrég publikaltdk egy afrikai harcsa tejes teljes genom szekvenciajat
egy nem lektoralt, ,preprint” publikdciok szamdra fenntartott online
repozitoriumbam, mely a késobbi kutatdsok szamdra alapul szolgalhat
(NGUINKAL ET AL., 2023). A szekvenciakat sikeriilt kromoszoma szinten (28
kromoszéma) Osszeilleszteniiik €és az elsddleges (Prim) Osszeillesztett genomon
(assembly) tal két haplotipust (Hapl és Hap2) is kozzé tettek. Vizsgaltak a
kutatocsoportunk elédjében izolalt CgaY 1 markert is, melyet a Hapl, valamint a
Prim assembly 24-es kromoszomajara is sikeriilt railleszteniiik, azonban a Hap2
assembly-n nem talaltak szignifikans egyezést. A fenti eredményekbdl arra
kovetkeztettek, hogy a Hapl genom a tejes, a Hap2 pedig az ikrds haplotipust
reprezentalja. Az illesztett genomok mérete alapjan ZZ/ZW ivardeterminacios
rendszert javasoltak, de az ivari kromoszomak jellemzését nem végezték el.
Munkam soran a kovetkezdket tliztem ki célul:

1. A kutatécsoportunk elédjében izolalt him-specifikus CgaY1l marker
tobbgeneracids validalasat magyarorszagi €s vietnami afrikai harcsa
allomanyokon.

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

3. A masok altal javasolt hdémérséklet-okozta ivaratforditas
lehetéségének tesztelését egyes hazai afrikai harcsa allomanyokon.

4. Uj, ivarhoz kotott SNP markerek izolalasat nagy ateresztéképességii
szekvenalassal.

5. A korai, ivari fejlodésben szerepet jatszo gének kifejezddésének
ivaronkénti vizsgalatat a fejben és a torzsben molekuléris

ivarmeghatarozas segitségével.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1.  Afrikai harcsa kisérleti allomany
A recirkuléciés akvakulturas (RAS — Recirculating Aquaculture System)
rendszerben tartott tenyészallomany (P0) 6t egyedbdl allt, melyek mindegyike a

fenotipusos ivaranak megfelel6 CgaY 1 markerrel rendelkezett (Iasd 1. abra).

PO r XC r XC r XC

nm T 2 T B T
\ v \
F1
Csaldok FlA F1B F1C
\ v v
F2 F2A FIB FiC
Csoportok —— — —
v v v
F3 F3A F3B EF3C
Csoportok mix mix mix

1. abra: A RAS rendszerben tartott allomany keresztezési sémadja.
Ikrasok- 11, 12, I3 és tejesek- T1, T2

Az 6t PO egyed paros keresztezésével, egy egyedet két keresztezésben is
felhasznalva létrehoztam harom F1 csaladot (F1A, F1B, F1C csalad), melyet
harom kiilonb6z6 medencében neveltem ivarérésig. Ezt kovetden mindhdrom
csaladbol 10 tejes és 10 ikras egyedet paros keresztezésével, molekularis
ivarmeghatarozas nélkiil, Iétrehoztam az F2 generacio csoportjait (F2A mix, F2B
mix, F2C mix), melyeknél a 10-10 csaladbol szarmazo ikratételeket egyenld
aranyban kevertem. Az F2 generdciot ivarérésig neveltem, majd molekuldris
ivarmeghatarozast és boncolast kovetéen, az ivarszervek morfologiaja alapjan,
fenotipusos ivarmeghatarozast végeztem rajtuk. Az F3 generacio 1étrehozasakor
10 tejes és 10 ikras halat parosan szaporitottam mindharom F2 csoportbol (F2A
Mix, F2B Mix és F2C Mix), csak olyan tenyészallatok felhaszndlasaval, melyek

a fenotipusos ivarnak megfeleld Cga¥Y 1 markerrel rendelkeztek. A 10-10 paros
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keresztezésbodl szarmazo utdodokat csoportonként keverve (F3A Mix, F3B Mix ¢és
F3C Mix) neveltem a kikelést kovetd 3. honapig, amikor molekularis
ivarmeghatarozast és fenotipusos ivarmeghatarozast végeztem fénymikroszkop
alatt, egy modositott aceto-karmin festés segitségével.

A hoémérséklet altali ivaratfordulas ellendrzésére kialakitottam négy,
egyenként 1000-1000 l1arvabol all6 csoportot az F3 generacid csoportjaibol (F3A
Mix, F3B Mix ¢és F3C Mix), majd csoportonként harmat 36+1°C-0S
hémérsékleten, vizfiirdoben tartottam harom kiilonb6zd fejlédési stadiumban: 5-
8 (T1), 7-10 (T2) és 9-12 (T3) nappal a kikelést kovetden, 72 oéran keresztiil. A
negyediket, a kontroll csoportot 28+1°C-os hémérsékleten neveltem (lasd
2. abra).

T3 36 °C
T2 36°C
T1 36°C
Kontroll 28 °C
1 nkk 3 nkk 5 nkk 7 nkk 9 nkk 11 nkk

2. abra: A homérséklet altali ivaratforditas vizsgalata. Harom csoportot 36 °C
hémérsékleten tartottam harom kiillonb6zo fejlédési stddiumban (T1 — 5-8,
T2 —7-10, T3 - 9-12 nappal kikelést kdvetden), a negyediket kezeletlen kontroll
csoportként 28 °C hémérsékleten neveltem.

A CgaY1l ivar-specifikus marker validalasara a PO anyaallomanyt (5
egyed), harom F2 csoportot (85, 86, 89 egyed) és harom F3-as csoportot (50, 48,
93 egyed) hasznaltam. Néhany, mésok altal izolalt mérsékelten ivarhoz kotott
ivari marker tesztelésére az F2 csoportokbol olyan egyedeket hasznaltam (n=16),
melyek a fenotipusos ivarnak megfeleld6 CgaY1 markerrel rendelkeztek. A
homérseklet altali ivaratforditas jelenségének vizsgalatara az F3 csoportokat

(hékezelt és kontroll, n=444) hasznaltam. A Kkorai, ivari fejlodésben szerepet



jatszo gének kifejez6désének ivaronkénti vizsgalatat az F3 kontroll csoportokon
(n=168) végeztem el.

A CgaY1 him-specifikus marker alkalmazhatosagat Vietnambol szarmazo
afrikai harcsakon (n=61) is megvizsgaltam. Az 1j, ivarhoz kotott SNP markerek

izolalasara a Bajcshal Kft. kisbajcsi telephelyén, atfolydvizes rendszerben tartott

crer

2.2. Az afrikai harcsa ivardeterminacios rendszerének vizsgalata

2.2.1. Fenotipusos ivar ellendrzése

A halak tualaltatasat kovetden a fenotipusos ivar ellendrzéséhez post
mortem eltavolitottam és targylemezre helyeztem az ivarszerveket, majd egy
modositott aceto-karmin (Guerrero & Shelton, 1974) festés segitségével

megfestettem és fénymikroszkop alatt vizsgaltam.

2.2.2. Molekularis ivarmeghatarozas

DNS izolalast kovetden, egy duplex PCR reakcid segitségével
felszaporitottam a CgaY1 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 (Y1-6F) primert. A reakciot optimalizaltam és a PCR

termék méretét agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztem.

2.2.3. A homérséklet hatasanak vizsgalata

Ellenériztem mind a hdkezelt, mind a kontroll csoportok &sszes
egyedének (n=444) fenotipusos ivarat (lasd 2.2.1). Ezen feliil 123, fenotipusa
alapjan tejes egyedet véletlenszertien kivalasztva (24, 19, 80 hal a harom
keresztezésbol) molekularis ivarmeghatdrozast végeztem a Cga¥Y1l marker

segitségével (lasd 2.2.2) a genetikai ivar ellenérzésére.



2.2.4. A CgaY vizsgalatabodl szarmazo adatok kiértékelése

Minden egyed esetében Osszehasonlitottam a fenotipusos ivart a
molekularis ivarmeghatirozas eredményeivel. A rekombinacié gyakorisagabol
kiszamitottam a him-specifikus CgaY 1 marker ¢és a feltételezett ivardeterminal6d
régiod kozotti relativ genetikai tavolsagot (CM - centiMorgan). Az 1:1 ivararanytol

valo eltérést minden csoportban teszteltem egymintas Z-proba segitségével.

2.2.5. Egyéb ivarhoz kotott markerek vizsgalata

Harom ,mérsékelten him-asszocialt” (dtna, add3, gucdl) és kettd
»mérsékelten ndstény-asszocialt” (dctnd4, pcdh2ab3) lokuszt vizsgaltam. A
termék szekvencidkat a BLAST szoftver segitségével Osszevetettem a
kutatdcsoportunk altal kordbban megszekvenalt afrikai harcsa genommal (nem
izolalast kovetéen PCR reakcioval felsokszoroztam és az in silico szamitott

termékek hosszat agar6z gélelektroforézis segitségével ellendriztem.

2.2.6. Ivarhoz kotott SNP markerek izolalasa ddRAD szekvenalas
segitségével

A nagy tisztasagi DNS mintakat Pstl és Mspl restrikcios enzimekkel
emésztettem, majd méretszelekciot hajtottam  végre KAPA PureBeads
segitségével a 150-300 bp kozotti fragmentek kinyerésére. T4 DNS ligdz
segitségével a fragmentekhez kétszalu adaptereket ligaltam, majd PCR
reakcioval, NEBNext Multiplex Oligos for Illumina kit felhasznalasaval minden
mintdt egyedi azonositoval (barcode) lattam el. A mintdkat egyenld
koncentracidban ’pooloztam’, a ’poolozott’ konyvtaron mindség és mennyiség
ellendrzést végeztem ¢és a végleges, amplifikalt konyvtarat 10 pM koncentraciora
higitottam. A szekvenalast a Xenovea Kft. végezte Illumina NextSeq 500
genomszekvendld platformon 2x150 bp leolvasasi hosszal. Az adatok
kiértékelését egy egyiittmiikodés keretében Julian Catchen (Department of

Evolution, Ecology, and Behavior, University of Illinois, Urbana-Champaign,
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Urbana, IL) végezte el. A markerek és az ivar kozotti asszociaciot nem
parametrikus Fisher-féle egzakt probaval és molekularis varianciaanalizis
(AMOVA, Analysis of Molecular Variance) segitségével teszteltik. Az

eredményeket a legmagasabb fixacios index (Fst) értékekre (>0,07) sziirtiik.

2.3. Azivaronkénti génexpresszié vizsgalata

Az allatokat tulaltattam, majd sztereomikroszkop (Leica M205 FA) alatt
harom részre vagtam Oket. A farokuszo szovetekb6l DNS-t izolaltam a
molekularis ivarmeghatarozashoz (lasd 2.2.2). A fejbdl és a torzsbdl RNS-t
izolaltam TRI Reagent segitségével, majd DNazl kezelést alkalmaztam. Random
hexamer primer és reverz transzkriptdz enzim felhasznalasaval az RNS-bdl
CDNS-t készitettem, amelyen qPCR vizsgalatokat végeztem Step One Plus
késziilékkel, Hot FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus felhasznalasaval.

Vizsgaltam a vasa, foxI2, sox3, sox9, amhr2, pten és mark2 gének korai
kifejezddését. A reakciokat standard curve analizis segitségével optimalizaltam
95-105% kozotti hatékonysag értékig. Ot potencialis referencia gén (efla, gapdh,
rpll3, actb, 18S) koziil meghataroztam a vizsgalataimhoz legmegfelelobb
referencia gént, az actb-t.

Négyféle csoportot (tejes, ikras, fej, torzs) vizsgaltam 10, 15, 20, 25, 30 és
40 nappal kikelést kovetden. Kontroll csoportként 8 napos halakbol allo "poolt’
hasznaltam. Minden minta esetében meghataroztam az atlagos kiiszobérték
ciklusszamot (Ct) 3 technikai ismétlés 4tlagabol. Az eredményeket
gélelektroforézis, illetve olvadéasi gorbe analizis segitségével ellendriztem.
Kiszamitottam a delta Ct (ACt), delta-delta Ct (AACt) és RQ (relativ
kvantifikacig; RQ= 222" értékeket. A statisztikai analizishez a csoportok normal
eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztem. Ennek fliggvényében a
kontroll csoporttol valo eltérést ANOVA vagy Kruskal-Wallis teszttel, az

ivaronkénti kiilonbségeket t-probaval vagy Mann-Whitney probaval vizsgaltam.



3. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

3.1. Az afrikai harcsa ivardeterminacios rendszere

3.1.1. CgaY 1 marker validalasanak eredményei

A CgaY1 marker tobb generdcios validaldsa soran a genotipusos ¢€s a
fenotipusos ivar az esetek 96,4%-dban egyezett. A megbizhatosdg az F2
generacioban 97,3% (95,3-98,8%), mig az F3 generacid csoportjaiban 95,3%
(94,6-96%) volt. A 451 egyed vizsgalata soran mindossze 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. Az eltéréseket masodik PCR
reakcioval is igazoltam. Az eltérések valosziniisithetd oka: rekombinacid az ivari
marker és az ivardetermindcids szakasz k6zott. Ebben az esetben a rekombinécio
atlagos gyakorisaga az F2 és F3 generacioban 2,69% és 4,51%. Igy a genetikai
tavolsag mérteke 2,69 cM ¢€s 4,51 cM koz¢ becsiilhetd generacionként, atlagosan
pedig 3,6 cM. Sem a fenotipusos, sem a genotipusos ivar esetében nem taldltam
szignifikans eltérést (p > 0,05) az 1:1 ivararanyhoz képest egyik vizsgalt
csoportnal sem.

Ellendriztem a CgaYl marker alkalmazhatosdgat 61 Vietnambol
szarmazo egyeden is. A vietndmi allomany vizsgalata sordn nagyobb ardnyban
(16,39%) talaltam eltérést a fenotipus és a genotipus kozaott: 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 ivarmeghatarozasa az ivari papilla alakja alapjan tortént, mely
bizonytalanabb eredményt ad, azonban a tenyészallatok boncolasdra nem volt

lehetdség.



3.1.2. A hémérséklet ivarra gyakorolt hatdsanak eredményei

A hokezelt csoportokbol 123 fenotipusa alapjan tejes egyedet
véletlenszertien kivalasztva minddssze négy egyed (3,25%) esetében nem sikertilt
felsokszorozni a CgaY1l a him-specifikus fragmentet. Ez az ardny nem
kiilonbozott szignifikansan a kontroll csoporttol, ahol 191 vizsgalt egyedbdl 9
esetben talaltunk eltérést (4,71%) a fenotipus és genotipus kozott. A hdkezelt
csoportok egyikében sem taldltam statisztikailag szignifikans eltérést a 1:1
fenotipusos ivararanyhoz képest (44%, 53%, 44% volt a himek aranya az F3A, B
¢s 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) viszonyitva sem figyeltem meg szignifikdnsan magasabb
him ivarardnyt. Emellett magas mortalitdsi ratat tapasztaltam a hdkezelt
csoportokban: 90 nappal a kikelés utan 82+3% a kezelt, mig 51+5% a kontroll

csoportokban, valamint sok esetben figyeltem meg morfologiai elvaltozasokat.

3.1.3. Egyéb ivarhoz kotott markerek vizsgalatanak eredményei

A mas szerzOk (NGUYEN ET AL., 2021) altal publikalt, 6t ,,mérsékelten
ivarhoz kotott” ("moderately sex-linked’) marker (hdrom him ivarra jellemzd:
gucdl, add3 és dtna és két ndi ivarra jellemz6: dctnd és pcdh2ab3) koziil a gucdl
markert nem sikeriilt detektdlnom a kutatocsoportunk altal szekvenalt afrikai
harcsa genomban (nem publikalt adat) BLAST szoftver segitségével. A masik
négy marker esetében kizardlag egy szignifikans egyezést talaltam a genomban.
A négy potencialis marker alkalmazhatosagat megvizsgaltam a RAS rendszerben
nevelt allomany F2 generaciojabol szarmazo nyolc tejes és nyolc ikras egyeden.
Mind a négy PCR reakcié esetén ugyanazt a - markerenként eltérd méretli -
terméket figyeltik meg mindkét ivarban, mely az in silico szamitasoknak
megfelel6 mérettartomanyba esett (dtna - 194 bp, add3 - 204 bp, dctn4 -. 226 bp,
¢és pcdh2ab3 - 195 bp).



3.1.4. Ivarhoz kotott SNP markerek eredményei

A nagy ateresztoképességli szekvenalas eredményeképp 69.344 ddRAD
lokuszt sikeriilt azonositani 95 ikras €és 97 tejes egyed genomjabol. A tovabbi
vizsgalatokhoz ezekbdl a 16kuszokbol csak azok kertiltek felhasznalasra, amelyek
mindkét ivarbol legalabb az egyedek 50%-aban jelen voltak, igy dsszesen 20.841
l6kusz maradt, melyek 0sszesen 24.743 polimorf varianst (SNP, single nucleotide
polymorphism, egypontos nukleotid polimorfizmus) tartalmaztak az ikrasokban
¢s 24.020-at a tejesekben. A privat allélok szdma 1.811 volt az ikrasokban és
1.835 a tejesekben.

A fixacios index (Fst) atlagos értéke 0,0036 volt a tejesek és ikrasok
kozott. A legmagasabb (> 0,07) Fst értéket mutatd tizenkét SNP marker tiz
l6kuszon helyezkedett el. A két legmagasabb Fsr értékkel a hatodik (0,2592) és a
tizenegyedik (0,1953) SNP markerek rendelkeztek. A tizenkét SNP marker tiz
l6kuszon helyezkedett el, mivel egy lokusz harom markert is tartalmazott. A tiz
l6kuszt BLASTn algoritmus segitségével (Megablast) a nemrég kozétett
(NGUINKAL ET AL., 2023) afrikai harcsa genomra illesztettem és hetet, koztiik a
két legmagasabb Fst és LOD értékekkel rendelkezdt és a harom SNP markert
tartalmazot a 24-es kromoszéman taldltam meg. A hét 1okuszbol 6t egymas
kozelében, egy nagyjabdl 1,2 Mb hosszusagu szakaszon helyezkedett el, mely
tobb, mint negyven fehérjét kodold szekvenciat tartalmaz, koztiik az androgén
receptort (ar) kodold gént is.

Az egyik 16kuszt Nguinkal és munkatarsai (2023) annotélasa alapjan egy
ATRX-szer( transzkripcids aktivator (transcriptional regulator ATRX-like, Gene
ID: 128512310) szekvenciajara sikeriilt illesztenem és az SNP marker a gén egyik
exonjan helyezkedett el. A gén emldsokben egy X kromoszémahoz kotott cink-
ujj helikazt kodol (STAYTON ET AL., 1994; VILLARD ET AL., 1997), melynek
mutacidja XY egyedekben ivaratfordulast (REARDON ET AL., 1995) okoz. Az
egyik legerdsebben kapcsolt SNP marker pedig egy relaxin 2-es tipusu receptor
szert (relaxin family peptide receptor 2 like, Gene ID: 128511954) gén intronjan
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helyezkedik el, mely emlésokben egy G-fehérje kapcsolt transzmembran
receptort kodol (HSU ET AL., 2002). Ennek a receptornak a ligandja a relaxin-
tipusti peptidek kozé tartozé inzulinszeri 3-as faktor (INSL3), amely a here
Leydig-sejtjeiben fejezddik, a Wolff-vezeték fenntartasat, a reproduktiv szervek
fenntartasat és a here leszallasat szabalyozza (KUMAGAI ET AL., 2002).

Erdekes modon, amikor BLAST elemzéssel a 2.582 bp hossziisagi him-
specifikus CgaY1 markert (AF332597.1) az NCBI adatbazisban kozzétett afrikai
harcsa genomra (NC_071100.1) prébaltam railleszteni, azt a 36-0s szamu
(NW_026521003.1), a genomban el nem helyezett szekvencian (scaffold)
talaltam meg 99%-os lefedettséggel és 97,2%-0s egyezéssel. A kutatdcsoportunk
altal végzett korabbi teljes genom szekvenalasbol szarmazo szekvenciakra is
sikerlilt raillesztettem a CgaY1 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. Ez a szakasz az
annotacio alapjan huszonegy fehérjekodolo gént tartalmaz, tobbek kozott hiszton
fehérjéket, valamint riboz-foszfat foszfokinaz fehérjét kodolo géneket, emellett a
mas fajokban MSD gén funkciét betoltd ¢és a gerincesek ivari
differencialodasaban fontos szerepet jatszo amhr2 gént, valamint a mark2 és pten

gént is.

3.2. A Korai ivaronkénti génkifejezodés eredményei

Vizsgaltam a petefészek differencialodasaban szerepet jatszo foxI2 és
sox9b, a here differencialodasaban szerepet jatszo sox3, amhr2, pten és mark2,
valamint az ivari Oscsirasejtekre jellemzd vasa gén kifejezédését 40 napos kor
el6tt, molekularis ivarmeghatarozas segitségével. A nyolc napos, vegyes ivar,
kontroll csoporthoz viszonyitva a sox9b, foxl2, sox3 és vasa gén esetében 15
napos korban figyeltem meg emelkedett mRNS mennyiséget. A mennyiségeket

ivaronként vizsgalva a petefészek differncialodasaban fontos gének koziil a sox9b
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20 napos korban volt magasabb az ikras fejben. A here differencialoédasaban

szerepet jatszo gének koziil a CgaY 1 him-specifikus marker kozelében talalt két

gén, az amhr2 és a pten mutatott szignifikdnsan magasabb expressziot a

tejesekben mind a fejben, mind a térzsben, 20 napos kortol kezdve tobb fejlodési

stadiumban (lasd 3. abra). Az irodalmi adatok alapjan mindkét gén az ivari

Oscsirasejtek (PGC) proliferacigjat szabalyozza, a pten emldsokben osztodasukat

gatolja (CHU AND TARNAWSKI, 2004; KIMURA ET AL., 2003; YIN AND SHEN,

2008). A csontoshalak tobb fajaban az elsé ivaronkénti kiilonbség a PGC-k

magasabb szama az ikrasokban, mely mennyiségi kiilonbség bizonyos esetekben

direkt modon is kialakitja az ivart (SIEGFRIED, 2010; TZUNG ET AL., 2015; YEET

AL., 2019).
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3. abra: A tejesekben megemelkedett expresszios szintet mutatd pten és
amhr2 gének kifejezédésének eredményei. A mintavételek 10, 15, 20, 25,
30 és 40 nappal kikelést kdvetden torténtek, ikras és tejes fejbol és torzsbol,
a szignifikans kiilonbseégek csillaggal jeldlve.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A CgaY1l him-specifikus marker egy harom generacios keresztezés
egyedein 96%-ban mutatott egyezést a fenotipusos ivarral. A magyar
allomanyoktol genetikailag eltérd eredetii vietndmi allomény esetében is 84%-0S
megbizhatdsagot tapasztaltam. Emellett, a masok altal publikalt (NGUYEN ET AL.,
2021), ZZ/ZW ivardeterminacios rendszer jelenlétét alatimaszté markerek (dctn4
¢s pcdh2ab3) nem mutattak ivaronkénti kiilonbséget kisérleteim soran.
Eredményeim alapjan feltételezem, hogy az altalam vizsgalt hazai afrikai harcsa
alloméanyok ivarat kizarolag him heterogametikus (XX/XY) ivardeterminéacios
rendszer hatarozza meg. Kisérleteim alapjan a relativ genetikai tavolsag atlagos
értéke az ivardeterminald régio és a CgaY 1 him-specifikus marker kozott 3,6 cM,
mely szoros kapcsoltsagot valosziniisit.

A nagy ateresztOképességli szekvendlds eredményei alapjan az ivar
kialakitasaban szerepet jatszo genomi régiot a nemrég publikalt (NGUINKAL ET
AL., 2023) afrikai harcsa genom 24-es kromoszomajan feltételezem. A CgaY1
him-specifikus markert azonban egy el nem helyezett genomi szekvenciara (36-
os scaffold) sikeriilt illesztenem, melyen a pten, mark2, valamint amhr2 gének
szekvencidja is megtalalhat6 volt. Ezek alapjan elképzelhetonek tartom, hogy az
ivardeterminacioban szerepet jatsz6 genomi régidé a 24-es kromoszéman
helyezkedik el, de feltételezem, hogy az el nem helyezett 36-0s scaffold is fontos
szerepet jatszik a folyamatban, feltételezhetéen a 24-es kromoszomahoz tartozik.

A magyar allomanyokon végzett hdkezelés hatdsdra nem tortént
ivaratfordulds: sem molekularis ivarmeghatirozas utjdn, sem az ivarardnyok
megfigyelésével nem tudtam azt bizonyitani. Emellett magas mortalitast
figyeltem meg a kezelt csoportokban, ezek alapjan feltételezem, hogy a magas
hémérsékleti kezeléssel végzett ivaratforditas nem alkalmas egyivara termelési
populaciok létrehozasara a magyar allomanyokon.

A vasa, foxl2, sox3, sox9, amhr2, pten és mark2 gének Kkorai

kifejezddésének vizsgélata alapjan az ivari differencidlodas jelei mar 15 napos
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korban kimutathatéak és a fejbdl (feltehetéen az agybol) és torzsbol
(feltételezhetdéen a gonadbol/PGC-kbol) szarmazo jelek is szerepet jatszanak a
folyamatban. Ivaronkénti kiilonbséget taldltam a sox9 mRNS 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. A pten és az amhr2 gének az irodalmi
fajaban az elsd ivaronkénti kiilonbség a PGC-Kk magasabb mennyisége
ikrasokban. Ezek alapjan elképzelhetdnek tartom, hogy afrikai harcsa fajban ezen
gének terméke himekben a PGC-k felszaporodasanak gatlasa altal a tejes
fenotipus kialakitasaban vesz részt.
Javaslatok

Javaslom a CgaY1 him-specifikus marker vizsgalatat a faj Thaifoldrdl
szarmaz6 populacidin, tovabba olyan egyedeket keresztezését, melyeknél a
fenotipusos ivar nem egyezik a CgaY 1 marker szerinti genotipusos ivarral, majd
az igy kapott utodallomany ivararanyanak vizsgalatat. Javaslom az a Nguinkal és
munkatarsai altal publikalt genom 24-es kromoszomajanak és 36-0s scaffold-
janak részletesebb elemzését. Javaslom a hokezelés homérsékletének
csokkentését a mortalitds alacsonyabb szinten tartasara, illetve a jelenség
vizsgalatdit mas vonalak, szelektalt allomanyok, vagy egyedi keresztezések
(csaladok) esetében. Javaslom egy nagy ateresztOképességii transzkriptoma
vizsgalat elvégzését 15 nappal kikelést kovetden, lehet6ség szerint kiilon az
agyban és az ivarszervekben, valamint ivaratforditott egyedek agyaban is.
Erdemes lenne ebben a fejlddési stadiumban in situ hibridizacios technikaval
megvizsgalni, hogy van-e ivaronkénti kiilonbség a PGC-k mennyiségében és
amennyiben igen, génkiiitéssel megvizsgalni a pten és az amhr2 gének szerepét a
folyamatban. Javaslom emellett a pten és az amhr2 gének tovabbi vizsgalatat,

valamint ezen gének kapcsolatanak elemezését is.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Megallapitottam, hogy az afrikai harcsa (Clarias gariepinus) altalam
vizsgalt magyar és vietnami allomanyaira kizar6lag him heterogametikus
(XX/XY) ivardeterminacids rendszer jellemzd.

Harom generécié 451 egyedének genotipizalasaval validaltam a korabban
izolalt CgaY1 him ivar-specifikus DNS markert. Megerdsitettem, hogy a
CgaY1 him-specifikus marker az ivardeterminalé régioval kapcsoltan
oroklodik, és attol 3,4-3,6 cM genetikai tavolsagra helyezkedik el.
Afrikai harcsa dlloményokon 5-8, 7-10 és 9-12 nappal a kikelést kdvetden,
36 °C-os vizhdmérséklettel végzett hdokezelésével cafoltam azt a
hipotézist, hogy az ivaratfordulast okozhat a magyar allomanyokban.
Izolaltam tobb, mint 24 ezer polimorf SNP markert afrikai harcsa
ikrasokbdl és hasonld szamu markert a tejesekbdl is, melyekbdl tizenkettd
feltételezhetden erdsen ivarhoz kotott. Megéllapitottam, hogy ezen
markerek az afrikai harcsa 24-es kromoszoémajan helyezkednek el. Ezzel
megerdsitettem azon korabbi jelzéseket, melyek az ivardeterminald régio
elhelyezkedését valosziniisitették ezen a kromoszéman.

Afrikai harcséban elsdként vizsgéltam a korai ivaronkénti génexpresszids
kiilonbségeket molekularis ivarmeghatdrozas segitségével, az ivar elsd
fenotipusos  jegyeinek megjelenése elétt fejben és  torzsben.
Megallapitottam, hogy az ivari differencialodas feltehetéen 15 nappal a
kikelést kovetéen megkezdddik.

Megallapitottam tovabba, hogy a sox9, az amhr2 és a pten mRNS-ek
mennyisége az ivarszervek differencidlodasa eldtt szignifikdnsan
kiilonbozik ivaronként, emiatt feltételezem, hogy az afrikai harcsa ivari

differencialodanak folyamataban ezen gének terméke szerepet jatszik.
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