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Osszefoglalas

Vizsgdlatunk soran a csak a Velencei toban fellelhetd, mindezidaig elkiiloniilten fejlédo
vadponty (Cyprinus carpio carpio morpha acuminatus) allomany populaciogenetikai
Osszetételének elemzését végeztiik el, hét mikroszatellit markerrel 36 egyed vizsgalata soran. A
korabban begyiijtott mintdkbol genomi DNS-t izolaltunk, elvégeztik (MFW7, MFW6, Cca02,
Cca072, Koi4l, MFW31, MFW26) a mikroszatellit 10kuszok kimutatasahoz sziikséges PCR-
reakciokat, majd kapillaris elektroforézis segitségével meghataroztuk az allélok bazispar
pontossagi méretét. A mikroszatellit allélok hossza és eloszlasa alapjan vizsgaltuk az allomany
genetikai diverzitasat. Az elemzések soran meghataroztuk a vart (He) és valos (Ho)
heterozigozitast, a populaci6 Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérését, valamint az egyes
markerek adott populécidra vonatkoz6 informdaciods tartalmat (Polymorphic Information Content,
PIC). Az alkalmazott markerek tobbsége magas polimorfitast (PIC) mutatott (MFW6, MFW7
Cca02, Cca072, MFW31, MFW26), alkalmasnak bizonyultak az allomany vizsgalatdhoz. A
mikroszatellit vizsgalatok eredménye alapjan egyetlen 10kusz (Koi41-42) kivételével mindegyik
marker esetén szignifikans eltérést kaptunk a Hardy-Weinberg egyensulytol. A teljes populaciora
nézve magasan szignifikans eltérést kaptunk az egyenstlyi allapottdl. A jovében a genotipusok
alapjan lehetOségiink nyilik az allomany genetikai diverzitasanak novelését célzo, a populacid
Hardy-Weinberg egyensujat biztositd keresztezési tervet kidolgozni. Munkakat az Eurdpai
Halészati Alap, Halédszati Operativ Program III. tengelyének (,,Eurépai Halaszati Alap: a
megujuld haldszatért” — az Eurdpai Unid és Magyarorszag tamogatasaval) projekt timogatta.
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GENETIC DIVERSITY IN THE VELENCEI CARP STOCK ASSAYED BY
MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

In this study, we analysed the genetic composition of a separately developing carp stock, named
as kosfeji carp (,,ram-headed” carp- Cyprinus carpio carpio morpha acuminatus) due to its
phenotypic appearance, only found in the Lake Velence. To study the nuclear genomes of 36
carps, we used seven microsatellites supplemented with the results obtained from an earlier
mitochondrial genome analysis. We isolated the genomic DNA from previously collected
samples, carried out the PCR reactions suitable for detecting the alleles of microsatellite loci with
the primer pairs (MFW7, MFW86, Cca02, Cca072, Koi4l, MFW31, MFW26) specific to the loci
of interest, then determined the lenght of the alleles with single-base-pair precision using
capillary fragment analysis. Since the polymorphism of microsatellites is caused by allele-length
changes, they are useful tools for the study of the genetic diversity of the stocks tested.
During the course of the analysis, the observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity
(He), and polymorphic information content (PIC) of the markers for given population were
computed. Additionally, we tested the deviations from the Hardy-Weinberq equilibrium in the
stock. The results of the microsatellite analysis showed that the stock deviated significantly in all
locus, except Koi41-42 from the Hardy—Weinberg equilibrium and the estimated heterozygosity
of the whole population is lower than expected. Most of the markers used in this study showed
high polymorphism (MFW6, MFW?7 Cca02, Cca072, MFW31, MFW?26), therefore, are qualified
for the analysis of the stock. Using more markers in the future will enable us to develop a cross
design for raising genetic diversity. The work was supported by the European Fisheries Fund
Fisheries Operative Program Ill. axis, European Fisheries Fund for Renewable Fisheries provided
by the EU and Hungary.

Irodalmi attekintés

A ponty tenyésztett halaink koziil a legrégebben domesztikalt fajok k6z¢ tartozik. Hazankban
tenyésztése igen népszeril, az dsszes haltermelés kb 80%-at teszi ki (Horvdath, 2000). Jelenleg tobb
mint 30 allamilag elismert tajfajtank van, melyek némelyike kiilfoldrél szarmazik (Bakos és Gorda,
2001). Ezek koziil a legfiatalabb a velencei-tavi vadponty. Ez az elszigetel6dotten fejlodé téponty
valtozat 2013 decemberében kapta meg a végleges tajfajta elismerést (Gorda és Borbély, 2013). A
pontyok kozott kisméretiinek szamitd hal legismertebb fenotipusos bélyege a megnyult, hengeres
testforma, un. kosfej. ami kiilonboz6 szinvaltozatai ellenére kivaldé megkiilonboztetd bélyeg. Ivasi
ideje altalaban megel6zi, a toban szintén megtalalhato, tenyésztett tajfajtak ivasi idejét, azonban az
idGjarastol is fliggéen eléfordulhat iddbeli atfedés a szaporodasi idGszakokban. Ez komolyan
veszélyeztetheti a velencei-tavi vadponty genetikai allomanyanak integritasat. Ezért a kajaszoi
halgazdasagban a t4jfajta fenntartasara egy tenyészallomanyt alakitottak ki és tartanak fenn.

Ez nem csak a fajta genetikai alloményanak védelmét, de a tervszerii szaporitasat €s iranyitott
telepitését is lehetévé teszi, ami koriiltekintd tenyésztéi munka mellett biztosithatja ennek a
kiilonleges vadponty valtozatnak a fennmaradasat. Vizsgalatunk célja a tenyészallomanybol
szarmaz6 anyajeloltek genetikai diverzitds vizsgalata, a beltenyésztettség kialakuldsanak elkertiilése
érdekében, mivel ez az utdd generacidk alkalmazkodd képességének csokkenéséhez vezethet. Az
alacsony heterozigozitds nem csak a mesterségesen szaporitott allomanyokban okozhat problémat, de
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az innen kihelyezett egyedek késdbb a természetes vizi kornyezethez is nehezebben alkalmazkodnak,
n6 az elhullas esélye. A molekularis markerekkel végzett vizsgalatok altalanosan elterjedt eszkozei a
természetes vizi és mesterséges populdciok diverzitasi vizsgalatainak. A genetikai hattér minél
pontosabb ismerete lehetGséget ad a beltenyésztettség felmérésére, valamint vérfrissitési javaslatok,
keresztezési tervek kidolgozasara. A vizsgalatokhoz a ponty estében szamos, mas vizsgalat soran mar
sikeresen alkalmazott mikroszatellit (Croojimans, 1997, David és mtsai., 2001; Yue és mtsai., 2004)
markereket hasznaltunk.

Anyag és modszertan

Mintavétel

Kisérleteink elvégzéséhez a Magyar Orszagos Horgasz Szovetség (MOHOSZ) Kajaszoi
gazdasagabol gylijtottiink mintdkat, ahol a Velencei-tavi vadponty tdjfajta anyajelolt allomanyat
tartjak. A halakat egyedi PIT Tag azonositoval lattuk el az allomany kés6bbi nyomon
kovetésének érdekében és a testméret adatok felvétele mellett farokiiszd szovetmintdkat
gyljtottiink, amelyeket a késobbi felhasznalasukig abszolt etanolban -20°C-on taroltuk.

DNS izoldlas

A szovetekb6l DNS-t izolalaltunk Omega Bio-tek gyartmanyu E.Z.N.A. Tissue DNS
izolalo készlet felhasznaldsaval. Ennek soran a protedz enzimmel végzett lizist egy tobb 1épcsds
tisztitasi reakcio kovette. A kinyert DNS-t 100 pl eluald pufferben oldottuk fel. Ezt kdveten a
kozegben elektroforézissel és spektofotométeres méréssel hataroztuk meg. A mintakat 50 ng/pl
toménységre higitottuk a tovabbi felhasznélashoz.

Mikroszatellitek kimutatdsa

A mikroszatellit markerek kimutatdsira PCR (Polymerase Chain Reaction) vizsgalatot
végeztiink. A mikroszatelliteket, mas hazai ponty dllomanyokon (Akaszto, Szeged) mar altalunk
is sikeresen tesztelt markerek koziil valasztottuk ki (MFW6, MFW?7, Koi41-42, Cca02, Cca72,
MFW31, MFW26). Ez egyfelol leroviditi az optimalizalasra forditott id6t, masrészt a
késdbbiekben ezekkel az allomanyokkal is Osszevethetd eredményeket kapunk. A PCR reakcio
25 ul térfogata reakcidban ment végre. A reakcid Osszetétele a kovetkezo volt: 2,5 ul 10X puffer
(NH4)2S04, 2.0 mM MgCl, 1.5 mM dNTP, 1.1 mM forward primer, 1.1 mM reverse primer, 1.1
mM PET-floureszcens primer, 0.34 U/ul Taq polimeraz, 150 ng templat DNS. Az MFW?7,
Koi41-42, Cca02, Cca72, MFW31, MFW26 markerek esetén a reakcido az . tdbldzatban
bemutatott héprofil szerint ment végbe, mig az MFW6 marker esetén alkalmazott héprofil a 2.
tablazatban lathato. A mikroszatellitek alléljainak bazispar pontossagu méretét ABI Genetic
Analyser 3130 (Applied Biosystems) késziilék segitségével kapillaris fragmentanalizis révén
hataroztuk meg, GeneScan 500 LIZ (Applied Biosystems) molekulasuly markerhez viszonyitva.
A méret meghatarozast GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems) szoftverrel végeztiik.
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1. tablazat: Ponty allomanyok vizsgalatakor alkalmazott PCR reakcio hoprofilja

Iniciacio 3 min 94 °C 1X
Denaturaci6 30 sec 94 °C
Anellécio 30 sec 56 °C 40X
Elongacid 1 min 30 sec 72 °C
Végso elongacio 5 min 68°C

Table 1: PCR conditions of microsatellites analysis for carp examinations.

2. tablazat: Ponty dlloményon alkalmazott PCR reakcio héprofilja az MFW6
mikroszatellit markerrel

Iniciacio 2 min 94°C
Denaturacio6 1 15 sec 94°C
Anellacio 1 1 min 56°C | 2 X
Elongaci¢ 1 2 min 72°C
Denaturaci6 2 15 sec 94°C
Anellacio 2 20 sec 56°C 35X
Elongaci6 2 40 sec 72°C
Végso elongacié | 9 min 72°C

Table 2: PCR temperature profile of MFW6 microsatellite marker for carp examination
Populaciogenetikai analizis

Az egyes populacidgenetikai szamitasokhoz Microsoft Excel, Microsatellite Toolkit ver.
3.1.1 (Park 2001) és GenAlEx ver. 6.502 (Peakall & Smouse 2012; Smouse és mtsai. 2015),
valamint a Genepop ver. 4.1 szoftvereket (Raymond & Rousset 1995; Rousset 2008)
alkalmaztunk. Meghataroztuk a jellemzo alléleket, illetve allél tartomanyokat, a vart (He) és
valos (HO) heterozigozitasi értékek alapjan a Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérést,
valamint a markerekre jellemz PIC értéket.

Eredmények és értékelés

Az altalunk vizsgalt 7 mikroszatellit marker (MFW6, MFW7, MFW26, MFW31, Koi41-42,
Cca02, Cca72) alkalmasnak bizonyult a velencei kosfejii vadponty anyaallomany vizsgalatara. A
populéaciora kimutatott allélok szama, illetve a PIC-értékek alapjan a vizsgalt markerek tobbsége az
igen informativ kategoriaba esett, a Koi41-42-es marker kivételével (3. tabldzat).

A populaciora jellemz6 allél tartomanyok a vartnak megfelelden alakultak (3. tabldazat). Bar a
becsiilt (Ho) heterozigozitasi értékek minden esetben alacsonyabbak voltak a vart (He) (4. tdblazat)
heterozigozitas értéknél és csak a Koi 41-42-es marker esetében nem volt szignifikans az eltérés (4.
tabldazat). A populacid egészére nézve a P-érték magasan szignifikans eltérést mutatott, az allomany
tehat nem felel meg a Hardy-Weinberg egyenstilynak.
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3. tdblazat. A Kkosfejii ponty allomanyon alkalmazott mikroszatellitek PIC
(polimorf informacids tartalom) értéke és jellemzésiik

PIC |Allélszam | Méret Forras
MFW?7 0,745 7 209-232 | Crooijmans, 1997
MFW6 0,737 12 144-207 | Crooijmans, 1997
Cca’2 0,679 9 254-315 | Yue és mtsai., 2004

Koi41-42 | 0,170 3 264-270 David, 2001
Cca02 0,663 9 176-219 | Yue és mtsai., 2004

MFW31 | 0,886 15 272-330 | Crooijmans, 1997

MFW26 0,819 10 136-166 | Crooijmans, 1997

Table 3:The PIC value for each locus in the ,,ram-headed” carp population

4. tablazat: A velencei kosfejii ponty anyaallomany vart és becsiilt heterozigozitasi értékei
az alkalmazott 7 mikroszatellit esetén

EH OH P
MFW7 | 0787 | 0371 | ***
MFW6 | 0,773 | 0,667 *

Cca7?2 0,729 0,444 *xk
Koi41-42 0,182 0,167 ns
Cca02 0,703 0,444 folsied
MFW31 0,908 0,657 Fxk
MFW?26 0,851 0,472 falaie

A mikroszatellit lokuszok vart (He) és valos (Ho) heterozigozitasi értékei és szignifikancia
szintjei (ns=nem szignifikans , * P<0.05, ** 0.001<P<0.01, *** P<0.001).

The mean expected and observed heterozigozity and P value in the ,,ram-headed” carp
population (ns= not significant; * P<0.05, ** 0.001<P<0.01, *** P<0.001)

Kovetkeztetések, javaslatok

Mivel az eredmények alapjan az allomany szignifikdnsan eltér a Hardy-Weinberg
egyensulytol és a markerek szintjén csak egy marker estében nem volt a heterozigozitas
csokkenés szignifikdns meértékii, érdemes lenne az anyajelolt allomany genetikai variabilitasat
novelni a korabbi generdcid még nem szaporitott egyedeitdl szarmazo utédok bevondsaval, a
fajtajellegek megtartasa mellett. A jovOoben a keresztezési terveket, a populacido genetikai
valtozatossaganak javitasa érdekében, az egyes lokuszok alapjan legvaltozatosabbnak itélt, illetve
a ritka allélokat hordozd egyedek, illetve a kordbbi tenyészgenerdcid6 még nem hasznalt
egyedeinek, vagy a fajta természetes ¢lohelyérél befogott egyedek bevonasaval célszerii
kialakitani.
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