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Eredeti él6helye K-Azsia; Magyarorszagon 1963-ban
¢szleltek eloszor (Molnar, 1967)

1970-1t61 szinte minden viziinkben megtalalhato

JOl thiri az oxigén hianyt €s a vizszennyezést

Gyors novekedesi

Tavasztol-0szig folyamatosan ivo, ikragondoz6 halfaj




Bevezetés 11.

* A Kinai razbora az elsd szamu ,,gyom-hal”
 Téplalék-konkurens, ikra pusztitd

» Tenyésztett nagy €rtékll ragadozd halainknak taplalék-bazis
* Keveset tudunk a halfaj geniai hattererdl

Célkituzeés

Hazai ¢s kiilfoldi populaciok genetikai analizise RAPD

modszerrel



Anyag és Modszer 1. M1/
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* Az analizishez sziikséges mintakat 10 kiilonb6zo ¢l6helyrol
gyljtottek be, amit alkoholban tartositottak

* A begylijtott egyedek szama 3db — 24db kozott valtozott

* A laborba érkezést kovetoen a mintakat -20°C-on taroltuk

1. Magyarorszag; Isaszeg 24db
2. Magyarorszag; Babat-volgy 24db

3. Magyarorszag; Korom 24db
4. Magyarorszag; Nagyvenyim 24db

5. Magyarorszag; Szazhalombatta 12db
6. Csehorszag; Podsendek 24db
7. Kina; Nimbo 18db
8. Lengyelorszag; Golysz 24db
9. Szlovénia; Doluja Bistrica 3db
10. Horvatorszag; Horka na Morave 24db



Anyag eés Modszer I1.

Alkalmazott technikak:

* DNS izolalas (DNS tisztitasa fenol-kloroformos eljarassal,
valamint sos kicsapassal)

* DNS koncentraci6 meghatarozasa Spektrofotométerrel

* El0 vizsgalatok; melyben 21 primert teszteltiink, ezek koziil a
kovetkezo kettot valasztottuk ki az analizishez:

U 192: GCA AGT CACT; Vila M8: TCTGTTCCCC.
* RAPD analizis
» Agar6z gél elektroforézis

» Szamitogépes feldolgozas Excel programban keszitett
adatmatrixban

» Torzsfa készitése POPGEN (Yeh, 1999) szoftverrel



RAPD analizis M/ANE
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A kiértékelést vizualisan molekulasuly marker (M) segitségével végeztiik

« ,,Vila M8” primer esetében a
vizsgalt fragmentek: 4390bp;
3000bp; 1925bp; 1430bp; 850bp;
580bp

Az egyedek 1-t6] 10-ig szamozva
lathatok, az M jelzés 100bp-os molekula stly
markert jelol.

« ,U192” primer esetében a
vizsgalt fragmentek: 1040bp;
960bp; 800bp; 700bp; 680bp;
550bp
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A gél kiértékelés soran az egyes
fragmentumok hianyat 0-val, meglétét 1-sel
jeloltiik.

A kapott 2-es szdmrendszer( binaris
kddot 10-es szamrendszerlire
valtottuk az alabbi képlet alapjan:

1:224+0:285+1-27+0:204+0-25+1-24+1-22+0-22 +1-21 + 120

Szlovénia
Egyedek
azonositéja: 1 2 3
1040 1 1 1
960 0 1 1
800 1 0 0
700 1 1 1
680 1 1 1
550 0 0 1
4390 0 0 0
3000 1 1 1
1925 0 0 0
1430 1 1 1
850 1 1 1
580 0 1 0
1011100 110110 110111
10110 010111 010110
Voo

2966 3479 3542



A vizsgalt fragmentek elofordulasi
gyakorisaga

ELETTUDOMANYI EGYETEM
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M/IE

Fragmentek elofordulasi gyakorisaga populacionkeént (%)
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U 1040 0 50 25 46 25 8 100 0 38 50 52 26
1 960 100 94 100 100 79 100 67 100 83 75 187 93
9 800 0 28 33 29 29 17 33 13 50 58 54 27
2 700 0 39 29 33 4 29 100 8 33 42 48 24
680 54 33 8 13 4 4 100 0 21 25 37 18
550 8 0 4 17 21 8 33 4 13 33 23 11
v 4390 38 0 33 33 21 02 0 25 25 0 64 Ep)
i 3000 88 94 83 83 75 100 100 100 92 92 180 90
1 1925 4 72 50 33 79 29 0 83 63 58 102 51
a 1430 67 28 33 38 25 13 100 92 29 42 84 42
M 850 21 83 46 83 88 67 100 79 54 42 128 64
8 580 8 50 21 17 29 4 33 13 8 8 35 17

* Nincs kifejezetten populécidra jellemz6 fragment, illetve van olyan ami
nem minden populacidban van jelen

+ A vizsgalt fragmentek eléforduldsi gyakorisaga 11% - 93% kozott
valtozott



M/IE
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Populaciok diverzitasanak osszehasonlitasa
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U192 + VILA M8 Genotipus (db): | 10| 17 | 21|23 |19 |19 | 3 | 13| 23 | 12 | 120
U192 Genotipus (db): 31128 |10|12| 7 |3 | 4 |14 |12] 31
VILA M8 Genotipus (db): 719 |16|15|14 10| 2 |10|13 | 5|36

egyedszam 24 118 [ 24 |24 |24 |24 | 3 |24 | 24 | 12

* 201 egyedet vizsgaltunk ¢és Osszesen 120 féle genotipust kaptunk a két primerrel

* A primerek kiilon valasztva 31-36 féle genotipust mutattak



A populaciok egymashoz viszonyitott genetikai M/AIE
/4 4 A
tavolsaga P
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CSEHORSZAG
KiNA

BABAT-VOLGY
LENGYELORSZAG
KOROM

ISASZEG
NAGYVENYIM
SZAZHALOMBATTA

HORVATORSZAG
SZLOVENIA

15 10 5 0

A létra Nei (1972)- féle
genetikai tdvolsagot mutatja

A genetikai tavolsagot / hasonlosagot Nei 1972-es cikke alapjan
szamitottuk ki:

.
' Ni+ Nj Nij: a mindkét tipus (populdcid) mintazatdban
megtalalhato fragmentumok szama.
Ni+Nj: pedig az egyes tipusokban megtalalhato
fragmentumok szamanak osszege.
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* 120 kiilonb6z6 genotipust kaptunk, amelyek koziil 79 csak
egyszer fordult elo.

* A legnagyobb relativ valtozatossdgot a szazhalombattai
populdcid mutatta, ahol 12 egyed 12 kiilonb6z6 genotipusat
talaltuk.

* Legkevésbé valtozatosnak a csehorszagi populacio bizonyult,
mivel ott 24 egyednek ,,csak” 10 féle genotipusat sikertilt
kimutatni.

* Nem sikeriilt a populaciok foldrajzi elhelyezkedese és a
genetikai hasonlosaga kozotti 0sszefliggést bizonyitani.



Javaslat

e Tobb primer hasznalataval tobb polimorf fragment
vizsgalatara lenne lehetOség;

* Pontosabb eredmények elérése érdekében, celszerl
lenne tobb ¢l6helyet bevonni a kisérletbe magasabb
egyedszammal;

« Erdemes lenne a kapott eredményeket mas gazdasagilag
fontosabb intenziven tenyésztett, illetve halaszott
halfajok genetikai gazdagsagaval 6sszevetni.

M1/\IE
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Sull6 hibrid

Sander lucioperca X S. volgense M/A\
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1-7 B-1% 16-21 M
5. lucloperca Hybrid 5. volgense
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Természetes hibrid MYA =
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S. lucioperca S. volgensis S. lucioperca

hybrid hybrid hybrid
S. volgensis S. volgensis
m : Ilwm

S. lucioperca B
v B




Pike-perch X Volga sander hybrid MIATE
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Kémyezetbiztonsagi Intézet

S. lucioperca
hybrid
S. volgensis

d 0 M

1400 bp

S
1000 bp

500 bp

ATP 8 ATP6




Angquils angula X A. Japonica hibrid NATIE

MAGYAR AGRAR- ES

V4 V4 ELETTUDOMANYI EGYETEM
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e Akvakultira és
e Kémyezetbiztonsagi Intézet

pes
-
L
R
—C

o O
Japan, eurdpai és hibrid angolnak PCR-RFLP
elemzése.
Gél elektroforézis (3%-os agardz gél).
Amplifikalt PCR termékek
FSH Angolna F és FSH Angolna R
hasznalataval az emésztés elbtti fragmentek
(balra) és a restrikcidos enzim segitségével
nyert fragmensek Rsal (jobbra)
50 bp-os molekulatomeg marker
(Fermentas, EU).

Anguilla japonica 1
Anguilla japonica 2
Anguilla anguilla 1
Anguilla anguilla 2

Hybrid

Restriction enzyme: RSA 1



Sterlet X Atlantic sturgeon hybrid by M1/AIE
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Separation of species by RAPD

(P)




Genetics analyses of common carp broodstocks by RAPD  [NMFAYI =]
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Fiiggelék I1. TAblAzat: Az egyes primerekkel kapott binaris kodok szazalékos megoszlasa a dinnyési és tatai-D

allomanyokban
Dinnyési Tatai-D Dinnyési Tatai-D Dinnyési Tatai-D
BN OPM-14 . BN OPE-12 . BN OPQ-09
Egyed % Egyed % Egyed % Egyed % @ Egyed % Egyed %
szam szam < szdm szam = szam szam

9 25 128% 0 00% . 6 2 10% 1 28% . 44 120 612% 13 36.1%

11 48 245% 14 389% 14 23 11.7% 6 167% 45 48 245% 14 389%
15 22 112% 0 00% 15 16 82% 5 139%- 46 5 26% 4 111%
25 20 102% 0 00% 22 12 61% 3 83% 47 3 15% 2 5.6%
27 37 189% 16 444% _ 23 10 5.0% 2 56% . 60 11 56% 0 00%
31 18 9.2% 28% 30 91 464% 8 222% 61 5 26% 3 83%
4] 4 2.0% 00% = 31 42 214% 11 306% . 62 3 15% 0 0.0%
43 10 5.1% 5.6% - - 63 1 05% 0 00%

59 5  2.6% 5.6%

1
0
2

47 4 20% 1 28%
2

63 3 15% 0 00%




/ebradanio oocita transzplantacio M/NIE

MAGYAR AGRAR- ES

D: donor female;

R: recipent female;

M: male;

T:taransplamted stepbrother ;
C: controll stepbrother




In vivo, Acridine-Orange festésen alapulé
toxikolégia teszt rendszer optimalizalasa
zebradanid (Danio rerio) halfajra



Célkitlizések

» Kornyezeti toxikologiai modszer fejlesztés

* Programozott sejthalal (apoptozis/nekrozis)

* Acridine Orange festésen alapulo in vivo eljaras
 etanol

* VvOrosiszap pora

 Cél: sejtszamlalas alkalmazasa

e automatizalasa

M/IE

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUI ANYI EGYETEM

Akvak 3 €5
Kémyezetbiztonsagi Intézet




Az apoptozis

* Morfoldgiai, funkcionalis illetve fejlédéstani
esemény

* Toxikus anyagok hatasara is végbemegy

* Kornyezet szennyezettségi fokanak vizsgalata
e Zebradanio (Danio rerio) embridk

 Acridine Orange fluoreszcens festés



Anyag és modszer

» Katasztrofa helyszinérél szarmazo vorosiszap
koncentratum

* AB vonalu zebradanié embriok
(10-20 embrio-mérés/csoport)

* E3 mediumban

* 1x (= 10 pg/ml) Acridine Orange térzsoldat
* Pronaz E enzimmel vald kezelés
 Standardizalas



Imagel Colony counter plugin hasznalata




Festés koncentracio M/AIE

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Kontreoll 1x

kontreoll 5x

kontrell 10x



Mosasok szama M/ANIE

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

) 49,9, 11IC
E3 mediummal.
e 3-szori atmosas elegendo

Kontroll 5x hig




Kontroll




Héjazott zebradanié embriok kulonbozo
koncentracidéju etanol oldatban

L. =3 Etoh héjazott Atlag = Kontrol héjazott atlag
Etoh héjazott —— Linearis (Etoh héjazott Atlag)
350
o 300
S
\©
» 250 234.74
=
_g - 203,40
$ 200 T 176.6 ——
E ]
§ 150 1 F
o
3
b= 100
=
< 50
O T T T T
etoh 25mM etoh 50mM etoh 75mM etoh 100mM etoh 200mM
Koncentracié

alacsony koncentracioju toxikus hatasok
vizsgalatara alkalmas a teszt.

M/

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM
Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet




Vorosiszap poranak apoptotikus hatasanak vizsgalata

* 6,25 mg/l; 12,5 mg/l; 25 mg/l; 50 mg/l; 100 mg/I
* Ikrahéjjal rendelkez6 (20-20 embrid/csoport)
* lkrahéjjal nem rendelkez6 (10-10 embrié/csoport)



Vorosiszappal kezelt héjazott zebradanio
embriok

He¢jazott Yorosiszap

100 mg/i Kontroll




Vorosiszappal kezelt héjazatlan zebradanio
embriok

Heéjazatlan Yorosiszap

.;_.‘.';? :

6,26 myg/l

T AR
R i
3 VRS I

100 mg/l Kontroll




Vorosiszap héjazott

L 4

Vorosiszappal kezelt héjazott és héjazatlan zebradanio
embriok diagramja

C Vorésiszap héjazott atlag
I Héjazott kontrol atlag
= | inearis (VOrosiszap héjazott atlag)

@ 300
£
G
y) 250 221,00
3 I 7 19483 ——]
200 184,63
o 150,17 15971 ___— |
3 150 |
<
= 2
Q
B 100 4 *
o
o
< 50
0 T T
Vi 6,25mg/l vi 12,5mg/l vi 26mgl/l vi 50mg/l vi 100mg/l
Koncentraciok Vérésiszap héjazatlan = V/orosiszap héjazatlan atlag
3 Héjazatlan kontrol atlag
= Linedris (VOrosiszap héjazatlan atlag)
400
E 350 —
8 300 = 284,00
»
M ; . 247,13
8 250 218,62
iy T 203,28 2
7] 474 o
g 200 16 ,60” 700
=
= 150
° d
S 100
[-%
< 50
0 T T T T
Vi 6,25mg/| vi 12,5mg/l vi 25mg/l ., vi 50mg/I vi 100mg/I
& 9 Koncentrgcwk & 9

M1/\IE
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Osszefoglalas M/NIE
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toxikoldgiai mddszert.

 Teszt kivitelezésének tovabbi optimalizalasa

* Mas fejlodési stadiumu zebradanio embridk
alkalmasabbak-e a teszt kivitelezésére?

* Kikelt larvakon valo tesztelés

* Egyszerlisithet6-e a modszer?

* A vorosiszap por koncentracio fiiggéen novelte az
apoptotikus sejtek szamat - tovabbi toxikoldgiai
vizsgalatok javasoltak



HAZAI SEBESPISZTRANG-
ALLOMANYOK GENETIKAI
HATTERENEK FELMERESE ES
EGY GENETIKAI MARKEREKRE
ALAPOZOTT TENYESZTESI

RENDSZER KIALAKITASA

M/NIE

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANY!I EGYETEM



BEVEZETO

SEBES PISZTRANG (SALMO TRUTTA M. FARIO)

),

)

)

Edesvizi életmédra attért pisztrang

Eurdpdban 6shonos, de betelepitették Amerikdba,
Indidba, Japanba, Ausztraliba, Uj-Zélandra

Hazai elterjedése

Elsésorban hegyvidéki patakjaink, Eszaki-kdzéphegység,
Dunantuli-kozéphegység és az Alpokalja vizei (pisztrang
szintdj)

Ertékes hismindség, de féleg horgaszati
célu hasznositas

19. szazadig a f6 tenyésztett pisztrangfaj Eurdpaban
Hazai tenyésztés: Lillaflired, Szilvasvarad

)

NMIA\ [=
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BEVEZETO MYA\| [

LAZACFELEK GENETIKAI DIVERZITASA MAGYAR AGRAR- £5

ELETTUDOMANYI| EGYETEM
))) Salmonide genom

Negyedik teljes genom duplikacio (tetraploid &s)
Rediploidizacid, 2n =52 - 102

))) Sebes pisztrang genom

Teljes mitokondrialis genom, kapcsoltsagi
térképek, transzkriptom, shotgun szekvenalds
(Salmo trutta)

2n =80

))) Nagy genetikai diverzitas a fajon beliil,
jo alkalmazkodoképesség és nagy
morfolégiai differencialtsag jellemzo




ELETTUDOMANYI| EGYETEM

BEVEZETO M=
SEBES PISZTRANG EVOLUCIOS VONALAI MAGYAR AGRAR- €5

)) Ot evolticiés vonal (mtDNS) —fi | b
Bernatchez (2001), 166 populacio, 1791 e ™ }fﬁ -
minta alapjan: atlanti, dunai, mediterran, f-:j —Mediterran :

adriai és marvany.

)) Populaciok genetikai hattere a
kiilonb6z6 hidrogeografiai
teruletekhez kapcsolédik

Utolsé jégkorszakot kovet6 kolonizacios
folyamatok vagy a populacidk foldrajzi és
reproduktiv elszigeteltsége révén.

))) Hazai allomanyokrél kevés
informacié

Dunai vizgy(jté = dunai egyedek?

Bernatchez, Evolution, 55(2), 2001, pp. 351-379



) ___
SEREESFIS2TRANG EVOLUCIOS VONALAK M/A\E

KEVEREDESE ELETTUDOMANYI| EGYETEM

))) Szamos teriileten kimutattak a vonalak hibridizaciojat e ke 8

Antropogén és természetes eredet( hibridizacié

))) Az antropogén folyamatok visszaszoritasa és a helyi
populaciék védelme egyre fontosabba valt

Genetikai menedékek létrehozasa The Danube Trout

Kdzvetlen athelyezés in Alpine Rivers

Genetikailag tesztelt egyedek telepitése European Anglers Alliance

Fue du Luxembowrg 47

1054 Brussals
Eelgium
. s , .. , o . Tal: 432 (02 266 5956
Hazai allomanyok esetén is valészini a keveredeés o FAA  Fax: +32 {0)2 732 5958
e A E-mail : emall@eaa-europe.eu

. . ol 2 L . 0 s . Web: wiw.eaa-europe.eu
Atlanti tenyészetbdl és hazai vizfolyasokbodl szarmazé egyedek

utodaival torténtek telepitések



CELKITUZES )) M/A\
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ELETTUDOMANYI| EGYETEM

A hazai sebespisztrang-allomanyok evoluciés vonalainak vizsgalata, az
egyedek genetikai hatterének feltarasa

A sebespisztrang-allomanyok populaciégenetikai felmérése kulonbozé
genetikai markerekkel

Markerekre alapozott egyedi azonosito és tenyésztési rendszer kialakitasa
Lillafireden a dunai génhanyad novelésére



BEVEZETS MYA | =
GENETIKAI MARKEREK S A

A DNS Egy vagy tobb
Marker Jellege _elozetes Oroklédése Iok_usz (Iegyl'deju Va’rhan Pollr’no’rfltas F6ébb allfalmaza5|
ismerete vizsgalatara allélszam mértéke terulete
szukséges alkalmas
Alloenzim biokémiai Igen kodominans Egy lokusz 2-6 alacsony Kapcsoltsagi terkepezes,

Populaciok vizsgalata

mtDNS mitokondrialis Igen anyai Egy lokusz valtozé Anyai vérvonal vizsgalata
PCR-RFLP sejtmagi Igen kodominans Egy lokusz 2 alacsony Kapcsoltsagi térkepezés

dominans/ Populaciok ujjlenyomat

RAPD sejtmagi Nem . Tobb 16kusz 2 kozepes vizsgalata, Hibridek
recessziv s

azonositasa

AFLP sejtmagi Nem domlnan’s/ Tobb lokusz 2 magas KapCSOI,t s.a’g| tgrkepezes,

recessziv Populaciok vizsgalata

Kapcsoltsagi térképezes,
Mikroszatellit sejtmagi Igen kodominans Egy lokusz sok magas Populaciok vizsgalata,
Leszarmazasi vizsgalatok

2 (de
legfeljebb 4)

Kapcsoltsagi térképezés,

SNP sejtmagi Igen kodominans Egy lokusz Populzciok vizsgalata

alacsony




ANYAG ES MODSZER M/,\
H E LYSZiN E K MAGYAR AGRAR- ES
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Mintazas

Populacié Jeldlés Tipus N Nezek éve

Tenyész-
Lillaftired 1. LF1

onay 1w IR
L Tenyész- B >,
Lillaftired 2. LF2 allomany 243 26 2013 | &»

Tenyész- "’ /A

Szivasvarad  SZV  aiomany 75 27 2014 ;g 1'

Ban BA Vad 25 12 2012 ,..
Josva Jo Vad 33 16 2012 “

Kemence KE Vad 24 20 2012

Apatkuti AK Vad 50 28 2013

Kolontés KO Vad 14 14 2013 .
Bittva BI Vad 9 9 2014 =0

(ZZ?{;?:) SRB Vad 14 12 2014

Osszes (db) 10 888 205



ANYAG ES MODSZER

ALKALMAZOTT GENETIKAI MARKEREK

Sebes pisztrang
vizsgalataiban széleskorien
hasznalt markerek

" ismert allélméretek

Lazacfélékben konzervalt
ivari marker

NMIA\ [=

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI| EGYETEM

Enzim/ Dunai Atlanti Egyéb
Marker Tipus ., alléiméret allélméret allélméret Referencia
Festék
(bp) (bp) (bp)
Milokonanalis Bernatchez & Danzmann
CR mtDNS PCR-RFL’P’es Fnu4HI 1088 654 és 434 1993: Susnik et al. 2001
szekvenalas
Sejtmagi . McMeel et al. 2001; Mari¢
LDH PCR-RELP Bsll 428 353és75 - ot al. 2010
Sejtmagi 566, 277 . ] :

SL PCR-RFLP Mspl s 213 843 és 213 - Ford 1998; Snoj et al. 2010

BFRO002 Mikroszatelit NED  122-126  116-118 120  Susnik e;f"'zgg?; Jug et
Rexroad et al., 2002;

OMM1064 Mikroszatellit VIC 173-282 172-261 178,204 Lerceteau-Kohler & Weiss
2006; Bogataj 2010
g;g ggg Carney et al., 2000;

Ssa408uos Mikroszatellit PET 231-282 211-227 ’ * Lerceteau-Kohler & Weiss
243,255, " 5006: Bogataj 2010
173, 175, Slettan et al., 1995;

SsoSL417 Mikroszatellit FAM 1157% 11%?1 190, 191, 1771’81181’ Lerceteau-Kohler & Weiss
’ 197 2006; Bogataj 2010
Slettan et al., 1996;

SsoSL438 Mikroszatellit FAM 1905815)130 971’0959’ 101, 106 Lerceteau-Kohler & Weiss

2006; Bogataj 2010

Ivar-specifikus
sdY (Y kromoszéma)  ~ . i

Yano et al. 2013




ANYAG ES MODSZER MI/NTE
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EREDMENYEK M/A\
EVOLUCIOS VONALAK ES IVAROK ARANYA MAGYAR AGRAR- €5

ELETTUDOMANYI| EGYETEM

))) Hazai populaciokban atlanti tulsuly, nincs tisztan dunai egyed.
Legtobb esetben a himek magasabb aranya.

Dunai és atlanti haplotipusok és allélok szazalékos Populacié N Ikras  Dunai CR lkras dunai CR
arinya (%) mtDNS (%) mtDNS (%)
LF1 37 22 LF1 401 n.a. 0,3 0
LF2 1 LF2 243 49,0 49,0 25,9
SZV 21 Szv 75 51,0 22,7 9,3
BA 31 BA 25 26,1 8,7 4.4
JO 1 JO 33 36,4 9,1 3,0
KE 29 KE 24 50,0 4,2 0
AK 19 AK 50 44,0 34,0 16,0
KO 43 KO 14 35,7 64,3 28,6
BI 22 BI 9 222 0,0 0
SRB 0 100 0 | 100 0 SRB 14 42,9 100,0 42,9

CR mtDNS LDH SL
Dunai



EREDMENYEK M/,\
MARKEREKRE ALAPOZOTT TENYESZTESI RENDSZER MAGYAR AGRAR- €5

)

)

ELETTUDOMANYI| EGYETEM

A lillafiiredi allomanyokban (0sszesen 644 egyed)

® 63 db dunai CR mtDNS ikras

Dunai és atlanti haplotipusok és allélok
egyed

® A sejtmagi allélok atlagos szazalekos aranya
pontszama 3 (0-9)
Tenyészallomany |1 27 27
F1 generacié
® Szaporitas: 2014. november
® 30 egyed vizsgalata
® CR mtDNS és SL Iékuszon dunai F1 generacio |65 25 35
arany novekedése

CR mtDNS LDH SL
Dunai



EREDMENYEK M/A\
MIROKONDRIALIS DNS HAPLOTIPUSOK MAGYAR AGRAR- 5

ELETTUDOMANYI| EGYETEM

oas@

4507 13§
DAG @
35, 4507

® 11 polimorf hely, 9 haplotipus, 2 haplocsoport (atlanti és dunai) 13{'; oAs.;
® 3 atlanti, 6 dunai, amibdl 1 Gj dunai haplotipus a Kemence-patakban

)) 205 egyed mtDNS kontroll régiéjanak 753 bp hosszusagu szakasza

o~ 5\_,
136" DAd@

DA1

Populaci6 N Dal Da2 Da3 Da4 Da5 Da6 At1 At2 At3 Hd L
LF1 41 1 36 4 0,224 0,001 ,

LF2 26 21 5 0,323 0,003 ?’é

SzZv 27 8 4 1 3 11 0,738 0,006 “ﬁ SILEL
BA 12 2 10 0,303 0,003 25h LF2
JO 16 3 1 9 3 0650 0,004 23’; il
KE 20 1 19 0,100 0,001 fc’:
AK 28 15 2 11 0,574 0,003 o KE
KO 14 6 3 2 3 0,758 0,005 . AK
BI 9 9 0,000 0,000 g:’
SRB 12 12 0,000 0,000 " SRB

Osszesen 205 46 28 2 2 3 1 104 16 3 0,670 0,005




EREDMENYEK
POPULACIOGENETIKA — POPULACION BELULI VARIANCIA MIA | [=

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANY| EGYETEM

Allélgyakorisagga
Atlagos  'komMigalt  Mintaszammal

)) Atlagos és effektiv allélszam, allélszary e
allélgazdagsag Populacié N Marker Nma Neff Ar He Ho Fi HWE
) LF1 401 PCR-RFLP 2 1,70 200 041 044 -009 *
PCR-RFLP-k: 1,00-2,00 kozt MSloci 16,2 692 6,90 077 078 -001 ns
Mikroszatellitek: LF 2 243 PCR-RFLP 2 1,52 1,93 0,31 0,31 0,03 ns
3,8-18,6/ 2.1-7,5 / 4.8-7.3 MS loci 18,6 7,00 6,85 0,74 0,78 -0,06 ns
. , S SzV 75 PCR-RFLP 2 152 199 035 037 -008 ns
Min: Bl és hor]102|got’a sgerb k’ontroll MSloci 106 627 728 076 077 000 ns
Max: BA, JO és tenyészallomanyok BA 25 PCR-RFLP__ 2 1,79 200 045 052 -0,16 ns
MSloci 10,5 7,15 7,10 081 088 -009 ns
Jo 33 PCR-RFLP 2 1,32 1094 024 028 -0,16 ns
))) A legtbb allomanyban HW MSloci 123 7,45 687 069 068 002 ns
o, KE 24 PCR-RFLP 2 1,83 200 046 071 -056 * <
egyensuly all fenn MSloci 68 376 482 069 069 -001 ns
. , , , AK 50 PCR-RFLP 2 143 198 031 029 005 ns

Kiveve LF1 es KE allomanyban, MSloci 83 _ 484 561 _ 068 0,67 001 ns
mindkét esetben az SL I6kuszon KO 14 PCR-RFLP__ 2 152 1,88 029 032 -011 ns
meért heterozigota tobblet miatt. MSloci 58 399 577 063 069 -009 ns

BI 9 PCRRFLP 15 126 150 018 022 -023 ns

MSloci 48 342 500 073 071 003 ns
SRB 14 PCR-RFLP___ 1 1,00 1,00 000 000 NA NA

MS loci 3,8 212 4,81 0,57 057 -0,01 ns




MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI| EGYETEM

POPULACIOGENETIKA — PRIVAT ALLELOK ARANYA

EREDMENYEK )) MI/NTE

)) Az egyes populacidkra jellemzo privat allélok minden allomanyban megjelentek

® 42 privat allél, az 6sszes allél 30%-a (féként OMM1064 és Ssa408uos I6kuszokon)
® Legtdbb (11 db) a két lillafiredi tenyészallomanyban
® Természetes populaciok kozt legnagyobb aranyban a Bittva- (6 és 16%) és Kolontés-patakban (23 és

32%)
8
®
c/ o o 7
'S O E6
L) Ke]
S R o
—_— 3 [\
> g
\m o e
=1 - O ‘ £ Q
= 0
o
- BFRO002 OMM1064 Ssad08uos SsoSL417 SsoSL438 BFRO002 OMM1064 Ssa408uos SsoSL417 SsoSL438

eSRB eLF1 eLF2 «SzV eKO ©JO Bl eAK eKE eBA



MAGYAR AGRAR- ES

Eggl?IMETgEEmETIKA— POPULACIOK KOZTI VARIANCIA )) NMIA\ [=

1 ELETTUDOMANYI| EGYETEM
) For
LF1 LF2___szVv_BA Jo KE AK KO BI
PCR-RFLP: LF1 0.104*** 0.027* 0.011 0.078** 0.043 0.037* 0.029  0.059 | 0.558***
® szerb kontroll populacio LF2 |0.075** 0.034* 0.055 0.036 0.052 0.045* 0.231*** 0.153*| 0.675"**
szignifikansan eltér a tobbitél SzV [0.060** 0.047*** 0.018 0.013 0.044 0.004 0.094 0.048 | 0.674***
BA |0.085** 0.086*** 0.063*** 0.086* 0.007 0042 0.102  0.119 | 0.615**
Mikroszatellitek: JO [0.076** 0.106*** 0.042*** 0.082*** 0.116* 0.001 0.180* 0.0671 | 0.814***
® minden populacio kbzt kizepes KE 0.132*** 0.099*** 0.100*** 0.081*** 0.154*** 0.076 0.162** 0.178 0.592***
. AT AK [0.130*** 0.075** 0.067*** 0.089*** 0.105*** 0.136 0.096  0.024 | 0.733
es ”agymert?k}l sz’lgnlflkans KO |0.162** 0.156** 0.125*** 0.119*** 0.126*** 0.156*** 0.131*** 0.047 | 0.812**
genetikai eltérés (atlag BI [0.1087 0.125™* 0.008"* 0.096% 0.126™* 0.157"** 0.184" 0.217"" am | 0.920"
Fs1=0,110 £0,039) SRB|0.222"* 0.247*** 0.235*** 0.234*** 0.321*** 0.287** 0.293*** 0.369*** 0.255*"1
)) Nei-féle genetikai tavolsag LFi___LF2 __SzZVv_BA __JO___KE _AK___KO ___ BI
LF2 | 0,268
® aszerb kontroll dllomany esetén a Szv| 0272 0,165
legnagyobb tavolsag (Da=0,537-  BA | 0376 0348 0,301
JO | 0349 0369 0,226 0,262
o 0’682)_ o KE | 0472 0344 0344 0340 0,451
a hazai populaciok kozt a AK | 0456 0309 0270 0336 0,358 0,392
legnagyobb genetikai tavolsag KO | 0,502 0422 0,360 0472 0,398 0,504 0,386
ugyanott, mint F; esetén: BI-KO Bl | 0477 0395 0407 0452 0438 0497 0530 0,582 <mm
SRB| 05560 0,558 0537 0,632 0,694 0679 0589 0,657 0,682




EREDMENYEK MI/NTE
POPULACIOGENETIKA — POPULACIOK KOZTI VARIANCIA 2. MAGYARAGRAR-£5
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0133 JO

AK

0.234 KO

KE
0275 BI
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O 1:AK-Apatkut stream
© 2:BA-Ban stream DeltakK = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
4 3:BFBitva stream
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X 5:KE-Kemence stream 300}
< 6:KO-Kolontés stream
V 7:LF1-Lillafiired broodstock
8:LF2-Lillafured, Slovak 250
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MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI| EGYETEM

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA )) M TE

)) A hazai sebespisztrang-allomanyok evoluciés vonalainak vizsgalata soran

Tobbségében atlanti tulsuly tapasztaltunk.
A vizsgalt markerekre nézve ,tisztdn” dunai egyedet nem talaltunk.

Azonban egy Uj dunai haplotipust irtunk le a Kemence-patakban.

)) A sebespisztrang-allomanyok populaciogenetikai felmérése soran
Megallapitottam, hogy a populacidk tobbségében Hardy-Weinberg egyensuly all fenn.
Szamos uj, privat allélt talaltam, azonban a hazai populaciok nem kilonithet6ek el egyértelmden

egymastol.
A vizsgalt allomanyok kozti genetikai keveredést az evolucids vonalakon tul, a populacidgenetikai

mutatokkal is igazoltam.

)) Markerekre alapozott egyedi azonosité és tenyésztési rendszer kialakitasa
Lillafireden

Egyszerd és hatékony rendszert hoztunk létre, amivel sikerilt a dunai vonal aranyat novelni.



Sullé — Az ujonnan fejlesztett markerek
jellemzeése

* 34 mikodbképes marker mind polimorfnak bizonyult
 detektalt allélok szama 3-20 kozott alakultak l6kuszonként

* A legtobb allélt (20) az MS 260 S| markerrel tudtuk detektalni, de
magas a polimorfitasa az MS 84 SI, MS 192 SI, MS 412 S/, valamint az
MS 424 S| markereknek is.

 Meghataroztuk a markerek ismétl6dé egységeinek a szekvenciajat, a
detektalt allélok szamat és mérettartomanyukat, tovabba a
|6kuszonkénti vart és megfigyelt heterozigozitasokat, ezek
kiilonbségének szignifikanciajat, valamint a markerek PIC értékét a
vizsgalt egyedszam fuggvényében



Az

ismétlédést Allél
Mikroszatellit| tartalmazé Vizsgalt Detektalt |mérettartom Génbanki
marker |mikroszatellit| egyedszam |allélok szama any He Ho HWE PIC azonositd
régio (bazispar)
szekvencidja
MS 84 S| (CA),, 168 19 114-181 0,860 0,685 * 0,843 KX375356
MS146 Sl (CA); 293 5 116-144 0,086 0,068 Hokk 0,084 KX375357
MS150 SI (CA)g 293 iy 112-117 0,107 0,079 ns 0,101 KX375358
MS 192 SI* (TG)19 376 ( 17 ) 190-229 popgen analizisben KX375359
MS195SI¥ | (AC)yy 376 )\ =g 94-106 popgen analizisben KX375360
MS 198 SI* (CA)s1 376 3 514-527 popgen analizisben KX375361
MS 203 sI* (AC)16 376 7 133-144 popgen analizisben KX375362
MS 204 S| (TG),, 8 7N 131-162 0,839 0,683 ok 0,787 KX375363
MS 260 SI* (TG)26 376 ( 20 ) 165-208 popgen analizisben KX375364
MS 268 SI (CA)s 376 ~ 223-227 popgen analizisben KX375365
MS 373 SI (AC)16 8 9 169-200 0,867 1,000 ns 0,844 KX375366
Ms 384 sl |ACIN1olAC) 8 5 257-278 0,917 0,750 ns 0,641 KX375367
9N1g(AC)13

MS 386 SI (AC)3s 8 9 169-229 0,725 0,500 ns 0,799 KX375368
MS 389 SI (AC),7 8 6 208-242 0,879 0,857 ns 0,733 KX375369
MS 395 S| (AC)ys 8 7 217-253 0,817 1,000 ns 0,725 KX375370
MS 397 SI* (CT)SN:f’(CA)l 376 7 155-173 popgen analizisben KX375371
MS 404 S| (TG)23 8 5 330-359 0,792 0,375 * 0,701 KX375372




Az

ismétlGdést Allél
Mikroszatellit| tartalmazo Vizsgalt Detektdlt |mérettartom Génbanki
. . , , . , He Ho HWE PIC o,
marker |mikroszatellit| egyedszdm |allélok szama any azonosité
régié (bazispar)
szekvencidja
MS 410 SI (AC)23 8 P 240-263 0,842 0,750 ns 0,759 KX375373
MS 412 S| | (TG)4(TC)3s 8 10 184-267 0,942 0,750 ns 0,871 KX375374
MS 416 S| (AC)1s 8 91-123 0,747 0,857 ns 0,664 KX375375
MS 417 Sl (CA)zo':'eA(AC) 8 7 260-281 0,825 0,750 ns 0,741 KX375376
MS 420 S| (AC)13 8 5 124-144 0,683 0,875 ns 0,584 KX375377
MS 422 S| (TG)ZO:\“;M(GT) 8 4 123-144 0,725 0,250 ok 0,624 KX375378
MS 423 S| (AC)20 8 /7 5\ 144-163 0,775 0,375 *k 0,682 KX375379
MS 424 S| |(TG)1aN(GT)16 8 \ 10/ 152-181 0,942 0,875 ns 0,871 KX375380
MS 673 S (TG)30 8 3 212-220 0,692 0,375 ns 0,575 KX375381
MS 682 S| (TG)30 8 6 204-231 0,833 0,625 ns 0,748 KX375382
MS 686 S| (TG)ss 8 3 107-114 0,575 0,500 ns 0,447 KX375383
MS 687 S| (CA),; 8 3 135-143 0,658 1,000 ns 0,544 KX375384
MS 698 S| (TG)1s 8 5 165-201 0,675 0,625 ns 0,599 KX375385
MS 701 S| |(AC)2sN(CA) 1 8 7 253-287 0,867 0,875 ns 0,787 KX375386
MS 703 SI (TG)16 8 4 128-141 0,692 0,750 ns 0,582 KX375387
MS 704 S| (GT)2 8 5 236-246 0,808 0,625 ns 0,717 KX375388
MS 707 Sl (AC)17 8 3 106-110 0,575 0,625 ns 0,482 KX375389
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Sulldé — Populacio genetikai analizis

* A kifejlesztett markerek kozul 7 markert alkalmaztunk 10, Duna
vizgylijt6 teriletérdl szarmazo populacio / dllomany diverzitas

vizsgalatara (0sszesen 376 egyed) o, 1< isk / Allomdnyok:

Ak: Akaszté (21; halgazdasag);
At: Attala (21, halgazdasag);
Gy: Gyo6r (21 intenz. recirk.);

Ti: Temesvar (20, intenz. recirk.);
Kb: Kisbajcs (78, intenz. recirk.);
Ny: Nyiregyhaza (47, halgazdasag);
Da: Dalmand (46, halgazdasag);
Ba: Balaton (60 természetes vizi);
De: Duna-delta torkolat (48 term. vizi);
Ge: Duna fels6 szakasza (14 term. vizi)
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Kilométer

1: Németorszag (Duna fels6 szakasza, Ge); Magyarorszag: 2: Gy6r (Gy), 3: Kisbajcs (Kb), 4: Balaton (Ba), 5: Dalmand (Da), 6:
Attala, (At), 7: Akaszto (Ak), 8: Nyiregyhaza (Ny); Romania: 9: Temesvar (Ti), 10: Duna-delta torkolat (De)



Sulldé — Populacio genetikai analizis

] Atl Atl
Allomanyok | .oB0% | A H, H, | HWE | ‘289 1 p
allélszam géndiverzitas
Ak 414 | 3816 | 0518 | 0438 | * 0.508 | 0.157
At 371 | 3501 | 0525 | 0491 | * (0.520) | 0.066
N —
Gy 429 | 3769 | 0454 | 0415 | *** 0.454 | 0.087
Ti 2.57 | 2481 | 0452 | 0442 |((ns)| 0449 | 0.024
Kb (5.43) |G.975)| 0500 | 0519 | *** 0492  (-0.038
Ny 386 | 3.273 | 0466 | 0458 | * 0.461 | 0.018
Da (471) | 3644 | 0492 | 0422 | * 0492 | 0.142
Ba 457 |3.494 | 0462 | 0450 | * 0.462 | 0.025
De 429 (3969 | 0593 | 0567 | * | (0629) | 0.046
— T
Ge 3.29 | 3254 | 0560 | 0.498 (és) 0484 | 0.024
Osszes 409 |5.320 | 0.615 | 0.478 | ***
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0 — Populacio geneti

ok

Kai analizis — egyedi

Mikroszatellit . 2

marker Ak | At |Gy | Ti | Kb | Ny | Da | Ba | De | Ge |Osszes
MS 192 SI o000, 0|O0]|oO 0 1 0 1
MS 195 SI o0 0|0, 0|O0]|O 0 0|0 0
MS 198 SI o|o0| 0|0, 0|O0]|O 0 0|0 0
MS 203 SI 0|0 1 0 1100 0 0|0 2
MS 260 SI 1 0 1 0| 2 0| O 0 3 2 9
MS 268 SI o|o0| 0|0, 0|O0]|O 0 0|0 0
MS 397 SI 0 1 1 1 O 0| O 0 0|0 3

- 7 N 7N

Osszes | 1 1q3P1(3>‘0 o o(a)2
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0 — Popu

acio genetikai ana

zis — F¢r:0,214

Populacidék Ak At Gy Ti Kb Ny Da Ba De
At ( 0.0384 )
N
Gy 0.0977 | 0.1038
Ti 0.2104 0.2150 0.2732
Kb 0.1956 | 0.2113 | 0.2203 | 0.2140
\
Ny 0.2415 | 0.2552 | 0.3056 | 0.2412 <0.0737
Da 0.1141 | 0.0808 | 0.1559 | 0.1679 | 0.2042 | 0.2565
Ba 0.1017 0.1171 0.1670 0.1669 0.2093 O.2629< 0.0324
\ /
De 0.2382 | 0.2492 | 0.2704 | 0.2190 | 0.2446 | 0.2331 | 0.2663 | 0.2750
Ge 0.2710 O.2436< 0.3706 SE 0.3607 :) 0.3442 0.3279 0.2329 0.2969 0.2788




Sulldé — Populacio genetikai analizis — Nei-féle genetikai
tavolsag (1983) alapjan készitett filogenetikai fa (NJ)

Természetes allomanyok: Ge, Ba, De

Piros szammal: az 6nallé genetikai
egységek




Sulldé — Populacio genetikai analizis — STRUCTURE analizis
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Farmd stocks do not necessarily originate from the geographically closest populations
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1: Germany ( Upper section of Danub. Ge); Hungary: 2: Gyor (Gy). 3: Kisbajcs (Kb). 4:
Balaton (Ba). 5: Dalmand (Da). 6: Attala. (At). 7: Akaszté (Ak). 8: Nyiregyhaza (Ny);
Romania: 9: Temesvar (Ti). 10: Duna-delta estuary (De)
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(FAO Fishery Statistics, 2006)
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Afrikai harcsa termelés

Global Capture Production for species (tonnes)
Source: FAO FishStat
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Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

* Novekvé termelés
* vildgon: ~350 000 t/év
e Eu: ~4500 t/év
e Hu: ~ 3000 t/év

* Tobb mint 29 orszdgban tenyésztik(FAQ)

* Magyarorszagon a masodik legnagyobb
mennyiségben elballitott hal

Afrikai harcsa;
18,6

Egyéb; 5,6 Busa; 7,7
Amur; 2,6

Les6 harcsa 1,4
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El6zetes genom informacidk

e 2n=28 par
e C-érték: 1.20 pg (Animal Genome Size Database)

e Szamitott genom méret: 1173 Mb

(250-1000X nagyobb mint egy bakterialis genom)

x4 gl AR asnl anl s
KA AR An X% x¥y Akl
Af Op XK XK ab # A
# fAl i wx omw A

L Y SAn] A

(Okonkwoand Obiakor;2010)

73



lvarhoz kotott DNS-markerek keresése
hazai haszonhalakban: “Molekularis
szexalasi” eljaras kidolgozasa

Kovacs Balazs,



Zsakallatok

Korszajuak

Gerinchurosok

Gerincesk

(landzsahalak)

Allkapocs nélkiiliek

Allkapcsosok

7

Csontos
halak

(nyalkahalak, ingolak)

Porcos halak
(capak, rajak)

Husos uszojtak
(négylabuak Gsei)

Sugaras uszojuak
‘ (zebra danio, ponty, harcsak)

M/IE

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM
Akvakultira és
Kémyezetbiztonsdgi Intézet




HALAK

I[VAR DETERMINACIOJA 1.

(Baroiller et al., 1995;
Nomura et al., 1998)

(Badura and Friedman, 1988;
Shapiro, 1992 )

(Ojima, 1983)



HALAK

[VAR DETERMINACIOJA II.

o XX/XY (Devinetal., 1998)
o /W/ZZ (Solari, 1994)

(Gutbod and Schartl, 1999),

(Koehler et al. 1995) .



A harcsafek (Siluriformes,

(Liu et al., 1996)

(Andreata et al.1993)

(Goudie et al., 1995)
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 Clarias gariepinus (10 fig, 10 lany) h
 Clarias batracus (afi, 2 lany)

e Clarias macrochephalus (3 fia 3 1ény) 300 primer
* Clarias fuscus (10fig, 10 lany)

* Heterobonchus longifilis (10 i, 10 lany)

e Tinca tinca (so fia 50 lany) 100 primer

~3500 PCR reakcio
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10 bp PRIMERS
0 d d QMW 0 & J QMW Q d & 9 MW




ClgY1

AT/(AT+GC) = 61%
GenBank: AF332597

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Akvakultira és
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BspX1,1190
: [EcoRV,1390 :ECOR|,2146
Scal,9 § : Hindlll, 1437 : Hindlll,2463
> I> || l < I q
OPO-01 Y1-2F Y1-5F Y1-1R OPO-01
1 | | | o 1 | 1 | |1000| 1 | 1 I1500| 1 ! | EOOOI 1 | 1 ESOOI
(2584 bp)
Sau3A 97
CIgY2 - Hhal, 110
. | Mspl,116
i1 Sau3A127
Ch L Awl34
— R0 i Bglli154
AT/(AT+GC) =61% L iSaudatss Al 258
Alul,24 SN Sau3A199: Alul,269 Rsal363  Haell,436
GenBank: ! eyl 1L I L | . - &
OPO-M8 Y2-1F Y2-1R  OPO-M8
AF332598
| l1 00 | [200 | |300 | |400 |

(483 bp)
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A B

EcoRI Eco91l Scal I Sau3A Mspl Rsal ¢
© ©

FMFM FMGJ FMFM FM &
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Felnevelesi tesztek

Felnevelés egyedszam | |varmeghatarozas
Csoportos 0

(Simplex PCR) 50 84 A)
Csoportos 0

(Duplex PCR) 179 95%




FISH
CgaYlprobaval
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Ellendrzes egyedi
mintakon

Potencialis Southern
markerek i hibridizacio
1zolalasa,

szekvenalasa
X ’%& FISH
Kr ,
X )ﬁ y v omoszoma

hibridizacio
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Az ivarspecifikus markerek alkalmazasa A\ =

MAGYAR AGRAR- ES

ELETTUDOMANYI EGYETEM

a fenotipusos ivar elorejelzésére

Kémyezetbiztonsagi Intézet

Elvékonyitott kenetek acetocarmin festés kovetden




44 ° r r M/‘-\\
Ivar elorejelzes eredmenye i

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

CglY1 test | phenotype | difference | Efficiency
Male 87 82 94,2 %

Female 92 91 98.9 %

Total 179 96,6 %

Genetikai tavolsag a marker és a gén kozott ~3,4 cM
(1 cM megkodzelit6leg 500-600 kb DNS zebradanidban)



Homologok kereséese

 RAPD
* Specifikus primer parokkal

* Low stringency gradient PCR (LP-
RAPD)

e Konyvtarak
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Taxonomiai eloszlas

Species

Clarias gariepinus
Clarias fuscus

Clariidae Clarias batrachus
Clarias macrocephalus
Heterobranchus longifilis

Hoplosternum thoracatum

Callicthyidae Hoplosternum litorale

Corydoras aeneus
e Silurus glanis
Siluridae
Heteropneustes fossilis
Ictaluridae Ictalurus punctatus

Pimelodidae Phractocephalushemiliopterus

Hybridizing fragments

ClgYl

Only in
males

In both sexes

In both sexes

No signal

Different btw
the two sexes

No signal
No signal
No signal
No signal
No signal

No signal

ClgY2

In both sexes

In both sexes

In both sexes

In both sexes
In both sexes

No signal
No signal
No signal
No signal
No signal
No signal




Konyvtarak

e Clarias batracus

/

* BamHI részleges
* Plazmid

* 96 klen
e 21 mikroszatellit

teljes
A Fix II/Xho 1

M1/\IE
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Homologok
keresése rokon
fajokban

Homologok izolalasa
részleges genomikus
konyvtarbol

Microsatellitek tesztelése rokon

fajokban

b

| |

Microszatellit
szekvenciak

M1/\IE
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ELETTUDOMANYI EGYETEM

Akvakultira és
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Akvakultira és
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o Marker Fenotipus
* Szaporitas: v
» PO: 3 keresztezés, 3 par
» F1: testvér keresztezés o )
> F2 -> kisérleti anyadllomany 85, 86, 89 egyed ivari papilla
> F3 -> kontroll 50, 48, 94 egyed aceto-karmin

Csoport N Rekombinacié Megbizhatdsag (%) Tejes Ikras
F2 A 85 1 98,82 49/50 0/35
F2B 86 4 95,35 31/32 3/54
F2 C 89 2 97,75 46/48 0/41
F3 A 50 2 96,00 29/29 2/21
F3B 48 2 95,83 28/28 2/20
F3C 94 5 94,62 45/46 4/47
> 452 16 96,40 228/233 11/218

2,69 cM 95



Afrikai harcsa (Clarias gariepinus) M/A\

ELETTUDOMANYI EGYETEM

mikroszatellit izolalasi eredmények R g

Allelic Patterns across Populations
Mikroszatellit dusitott parcialis genomi 4 5,000 0800 .
kony"tar - :'222 EEn= 0,600 :éo- Na Freq. >= 5%
S 2,000 0.400 g— Ne
Pozitiv klénok szama (M13 PCR alapjan) 144 1,000 0200 &
0,000 - 0,000
magyar holland m No. Private Alleles
Szekvenciak szama 138 Populations He
Egyedi mikroszatellitek szdma 125 Percentages of Molecular Variance
FST: 0,163
Uj, miikodéképes mikroszatellitek szama 49
AmolnGg%Porns Among Indiv
3%
Pop N Na Ne I Ho He uHe F
magyar Mean (21,327 3,592 | 2,123 | 0,839 | 0,489 | 0,465 | 0,476 | 0,018
22 SE 0,155 0,193 | 0,113 | 0,052 | 0,042 | 0,027 | 0,027 | 0,056
Within Indiv
holland Mean | 9,959 | 3,673 | 2,594 | 1,000 | 0,586 | 0,544 | 0,573 | -0,062 e

10 SE 10,029 0,205 | 0,144 | 0,061 | 0,044 | 0,029 0,030 | 0,052 o6



/

Genom szekvenalas

Illumina Highseq 2000/2500

Mate Pairl Paired-End1l Mate Pair2 Paired-End2

Inszert
méret(bp)

Reads (db) 430208098 281447634 263124023 428531709

5000 350 8000 500

Read hossz (bp) 100 100 125 125
Takaras 60X 60x

M/

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

osszesen

1403 311 464

120x
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* Nemzeti Informacios Infrastruktura Fejlesztési (NIIF)
Program

e Szekvencia minéséq vizsgalat:Trimmomatic
* Az adatok 89% - a hasznalhato
* A szekvencia Osszeillesztése (De Novo Genome Assembly):

* SOAPdenovo
* Allpaths-Ilg
* Minia

98
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A szekvencia Osszeillesztések eredmeén ye

contigs

Largest contig
Total length
GC(%)

N50
#N'sper100kbp

SOAPdenovo Allpaths-Ig Minia
1 825968 12766 2652 684
953317 545339 163814
1162 594 395 939 385245 698 425 129
38,37 38,23 37,99
49 277 600 219 10176
28 709,12 26954,32  19473,97

e Az ivari markert megtalalhato.
* CgaYl 6Kb Contig

99



Clariidae és Siluroidei Uniprot szekvenciak M)/\TiE

genom illesztése

Clariidae csaladbdl |Siluroidei alosztalybdl
szarmazo gének szarmazo gének
Osszes gén 722 15808
megtalalt gén 518 11867
% 72 75
Azonositott gének 0 o
hasonldsaga 80% felett 2% 46%

100



14 M
Genom szekvenalas LA,

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

Oxford Nanopore Minion seq
3 flow cells

Read Length Histogram

Summary read length distribution
Estimated N50: 24.48 Kb

15.1 Mb
14 Mb

12 Mb
10 Mb
8 Mb
6 Mb

4 Mb

Total Basecalled Bases

2 Mb

0Ob
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Nanopore genom

« scaffold-level:

« Total: 953347089
Count: 2297
Average: 415040.09
Median: 26463
NOO: 62792421
N10: 46505944
N20: 37814426
N30: 35120585
N40: 30524043

N50: 29889696bp

N60: 26542925
N70: 25048283
N80: 22538315
N90: 310833
N100: 5006

sc?ffold-level top 28
scf:

Total: 837998939
Count: 28

Average: 29928533.54
Median: 28772725
NOO: 62792421

N10: 46505944

N20: 38087707

N30: 36220668

N40: 32951684

N50: 30422783bp
N60: 28857692

N70: 26542925

N80: 25048283

N90: 22538315

N100: 16732452

contig-level:

« Total: 945740421
Count: 2585
Average: 365857.03
Median: 32754
NOO: 32317209
N10: 17678523
N20: 12688491
N30: 10106318
N40: 7692270
N50: 5096243bp
N60: 4294652

N70: 2934462

N80: 1274335

N90: 209906

N100: 5006

M/IE

MAGYAR AGRAR- ES

« contig-level top 28
scf:

Total: 830392771
Count: 315

Average: 2636167.53
Median: 1020145
NOO: 32317209

N10: 17707367

N20: 12725114

N30: 10993711

N40: 9255743

N50: 6547273bp
N60: 4776010

N70: 3969713

N80: 2741380

N90: 1282371

N100: 5106

Sequence assigned to top 28 scaffolds (chromosomes) = 87.8%
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Clarias gariepinus (CSA)

N
N
a4y
N1
*
2
2T [
T/
N
N

Pangasianodon hypophthalmus (INRA)
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Az ivari markert megtalalhato
CgaYl 89Kb Contig

1 gén van rajta

Genom annotacié folyamatban
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Mitokondridlis genom Szekvencia lllesztés s

Akvakultira és
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Cl_mt_final.fasta ¢ [ CLmfinal 3| Cfmufinal o B« r @O xRE (=N ER R
C
= 16 kb -
o i I o ™ o e i o
! i 1 L I 1 1 1 1 1 i L 1 1

Ca_mi_PE bam Covarage i

| Co_t_PE b
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MITQOS- szoftver o 16 543 bp
e 37 gén

Name Start Stop Length Strand
tRNAPhe 1 69 69 H
Name Start Stop Length Strand
12S rRNA 70 1021 952 H ATPS —9Es 8119 165 -
tRNAVal 1022 1093 72 H
ATP6 8113 8793 681 H
16S rRNA 1094 2769 1676 H
COX3 8796 9578 783 H
tRNALeu 2768 2842 75 H
tRNAGlY 9609 9681 73 H
ND1 2846 3811 966 H
ND3 9682 10029 348 H
tRNAlle 3823 3894 72 H
tRNAAE 10031 10099 69 H
tRNAGIn 3894 3964 71 L
NAD4L 10100 10393 294 H
tRNAMet 3964 4033 70 H
NAD4 10390 11763 1374 H
ND2 4034 5071 1038 H ‘
tRNAHis 11771 11840 70 H
tRNAT™P 5079 5149 71 H
tRNASer 11841 11906 66 H
tRNAAI2 5153 5221 69 L
tRNALeu 11909 11981 73 H
tRNAAs 5223 5295 73 L
NAD5 11991 13796 1806 H
tRNACys 5327 5393 67 L
NAD6 13808 14323 516 L
tRNATY" 5405 5474 70 L
tRNAGlu 14324 14392 69 L
COX1 5482 7017 1536 H
Cytb 14394 15521 1128 H
tRNASer 7027 7097 71 L
tRNAThr 15532 15604 73 H
tRNAAsP 7102 7174 73 H
tRNAPro 15603 15672 70 L
COX2 7189 7872 684 H 105
tRNALys 7880 7953 74 H



777 . V4 . 7 V4 M/I\WE
Elbvizsgalat: Transcriptoma szekvenalas

Akvakultira és
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Kevert agy és gonad teljes RNS mintat szekvenaltunk 1-1 kifejlett tejes és ikras
csoportositott mintakbal.
lllumina Hiseq 2500 platformon 125 bp ovasaas hosszal.

* Megkozelitbleg 160
millié read

* 367,161 transzkript

311,187 géne

e 15,129 transzkript
esetén mutatott 70%-ot
meghaladdé homologiat
ismert génekkel.

* 572 gén expresszidja
mutatott erGs ivari
dimorfizmust

m single organism reproductive
process

m developmental process
involved in reproduction

spermatogenesis
= meiotic cell cycle process
m pronuclear fusion

sperm chromatin

decondensation

m spermatogenesis, exchange
of chromosomal proteins
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Tenyésztési programok R s

» Alacsony halliszt tartalmu tap hatékonyabb
értékesitésére.
(iFishIENCi — Gy6ri el6re)
» Fejméret csokkentésére
(Feldolgozasi veszteség csokkentése;
GINOP — V95 Nagyatad)
» Torzs korméret novelésére

(Filé méret novelés;

GINOP — V95Nagyatad)
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BAJCSHAL )

Afrikai harcsa szelekcios tenyésztési
program az iFishIENCI projekt
keretében
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Integralasava

Celkitlzeés:

Uj intelligens takarmanyozasi technoldgiak biztositasa az eurdpai
akvakultura-ipar ambiciozus, de fenntarthatd novekedésének
tamogatasara.

« Alternativ takarmanyok/ takarmanyalkotdk

* Alternativ genetikai vonalak |étrehozasa

Olyan afrikai harcsa vonal |étrehozasa, ami képes a nem ,,idealis”
Osszetétell alacsony halliszt tartalmu tap hatékonyabb értékesitésére.
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iIFiShIENCi WP1.4

Terv:
»  Alga tartalmu tap
»  Féluzemi méretek

» Termelési gyakorlatnak megfelelé nevelés

Gyakorlatban :

»  kezdeti szelekcié egy csokkentett halliszt
tartalmu tappal

» Algaalapu tap tesztelése
»  Gy6ri El6re Htsz. / Bajcshal

BAJCSHAL

MIA T

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet



Haltartod rendszer @ Baicstal YA T
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Atfolyé vizes
15x 2m3 tartaly

Vizhémérséklet 24-28 C°
Kézi etetés a technoldgianak megfelel6en
Naponta tobbszori vizcsere
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55) BAJCSHAL |

Allomany ./ iE

* Az anyadllomanyt a V95 Kft. biztositotta
* 5-6 telephelyrél szarmazo
* Tobb korosztalyba tartozo
Vegyes fenotipusu
,Széles genetikai hattérrel rendelkez8”
Nem szelektalt

Anya kivalasztds ~1000db (2,5-8kg)
* Fenotipus alapjan (200db)
* Szaporitasra felhasznalt (20 tejes/20 ikras)



Materials & methods I — Experimental feed

Kisérleti tap Kontroll tap

Halliszt(%)
Nyers fehérje(%)
Nyers Zsir(%)

Emészthetd nyers fehérje
(%)

Hamu (%)
Rost (%)
P (%)
(MJ)

Emészthetd energia (MJ)

6

42
12
29.5

5.6
2.9
1
20.2
16.6

8.1
42
12
28.4

6.6

0.9

20
16.8

L WG AR AGRAR- ES
TUROMANYI EGYETEM
akultira és

yezetbiztonsagi Intézet

R e WORS M
g - AL RN
.'_‘ or '

Alacsonyabb halliszt
tartalom

Kereskedelemben
elérheto



Keresztezések attekintése

BAJCSHAL )

>

A\

Szelekcié generacidonként

F1, F2, F3 és F4 utédokat 4 multifaktorialis
keresztezéssel hoztak létre (5 him x 5 n&stény
mindegyik csoportbél)

Azonos mennyiség(i ivartermék

3 parhuzamosan szelektalt csoport az alacsony
halliszttartalmu takarmanyt legjobban értékesit6
egyedekbdl.

Jelenleg az F4 generacional tartunk

Eredmény tesztelése demonstracios kisérletben

114

Anyasllomany kivalasztds

Multifaktorialis keresztezés (5x5 csoportokban) -

(16 ikras, 18 tejes)

Szelektalt vonﬂxélg!?/m'téﬂs

ool dlomang

Te

Vé

Allomény
chnoldgian

szelekcio

8-10% leg

ak megfeleld
3x
50% nagy megtartasava
gsé szelekciod

en

|
obb

000

é

<

Allomén
echnolégian

50% nagy megtartasav.
6 8-10 % legjobb

gs6 szelekci

szelekcio
ak megfelel
3X

Gen

006

takarmannyal

X

@ @

X & |0 WN&I

& *IW “‘I

@ ®

XX XR)

)

mintagy(ijtés

Osszehasonlité teszt a kontroll vonallal



F1 generacié eredmények (N=1846) @ BaicsaL AP T
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Testtomeg eloszlas az F1 generacidban.

» Az alacsony halliszt tartalmu takarmannyal etetett nem
szelektalt csoportok novekedési Uteme alacsonyabb volt, mint
a kontroll csoportban,

> AKkisérleti tappal etetett legnagyobb egyedek csoportja
hasonlé eredményeket mutatott, mint a kontroll.

Csoportonkénti testtémeg (g) GYE

[ o
—0
1
T
-

H ; [
! i ;
H ; [
i ; [
H : [
1 :
: ;
‘ -
: -
. ;
1
1
|
i ' E
) | \ i ;
) : i
. i
;
;
]
:
:

Testomeg(g)
500 1000 1500 2000 2500

i
-

o
T T T T T T

Kantroll tap Kisérleti tap 1 Kisérleti tap 2 Pozitiv szelekcid 1 Pozitiv szelekcio 2 Pozitiv szelekcio 3
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Csoportonkénti és ivaronkeénti testtomeg (g) GYE
*

2000-

* *

1500-

hvar

. lkras
| RS

5 1000-

Testtdmeg(g)

500-

Kontroll tap  Kisérleti tap 1.  Kisérleti tap 2.

Szignifikans interakcié volt megfigyelhetd az ivar és a tap kozott.

Ez arra utal, hogy a kildnbdz6 takarmanyok hasznositasat
befolyasolhatja az ivar (N=1846).
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1000

F2 generacio eredmények

(]
8 o

i
-

i
_

T T T T T T
Kontroll tap Kisérleti tap 1 Kisérleti tdp 2 Porzitiv szelekcio 1 Pozitiv szelekcid 2 Pozitiv szelekcio 3

Testtomeg eloszlas az F2 generacioban.
A szelekcid jelentés hatassal volt a novekedési ratara:

A szelektalt vonalak legnagyobb egyedei szignifikans mértékben |
gyorsabban ndvekednek a kontroll tappal, mint a kisérleti tap
esetén. A szamitott kilonbség megkozelitéen 14%.

117




F2 generécio eredmények & /A \NIE

ltira és
etbiztonsagi Intézet

) BAJCSHAL

___ 2000 ——
Y
[eTs}
1500~
o lvar
S ,
:8 - .Ikras
5 tejes
g g
|_
500-
G_
Kontroll Tap Kisérleti tap 1. Kisérleti tap 2.

Ivar eloszlas az F2 generaciéban.
Nem volt megfigyelhet6 interakcioé az ivarok és a tap kozott.

Ez arra utal, hogy a kulonboz6 takarmanyok hasznositasat
befolyasolhatja az ivar.
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F3 generacio (n=3083) | M1/NIE

Akvakultura és
KSrnyezetbiztonsagi Intézet

=5 500
o Takarmany
GEJ |:| Kontroll
. Kisérleti
‘0 000- O
=
0
l—

500-

U_

Kontroll csop. Szelektaltl. Szelektalt 2.

Nincs kimutathat6 takarmany-specifikus szelekcios hatas
Minden szelektalt csoport nagyobb a nem szelektalt csoportoknal
Sikeres szelekcios hatds a novekedési ratara (~11.97%)

Az 1var és a takarmany kozott nincs kimutathato 0sszefligges



F3 generacio RAS rendszerben (n=267)
@ BAICSHAL)

» Medence hatas kizarasa

> Pit Tag jelolés

» Azonos szamu egyed minden medencében

» 1 medence kontroll tdp, 2 medence kisérleti tap
» 2 hetente végeztiink testtomeg méréseket



F3 generacido RAS rendszerben (n=220) @ BuCSHAL AT T

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

1-es medence / kisérleti tap 2-es medence / Kisérleti tap 3-as medence/ kontroll tap

1200 1200 1200
1000 1000 1000
800 800 800
600 600 600
200 400 400
200 200

200
o 0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 2 3 4 5 6 7 8 9
a=@=Contr PS]1 ==@==PS2 =@ Contr PS1 e==@=PS2 =@ Contr PS1 ==@=PS2

» A szelekcids nyereség:
* 12% a kontroll tap esetében
* 32% a kisérleti tap esetén

» Az is megfigyelhet6 volt, hogy a kisérleti tapot jobban
hasznositottak szelektalt vonalak (~21%)




F4 generacio (n=8000)

@ BAJCSHAL)

Két demonstracids kisérlet Magyarorszagon és egy Maltan (ABT).

1. teszt: a szelektalt vonalak teljesitmény-vizsgdlata

900

800

700

600

500

400

300

200

100

F4

Kontroll genotipus

Szelektalt 1

szelektdlt 2

Szelektdlt 3

B Kontroll tap

Kisérleti tap

>

>

6 hét
Kezd6 atlag tomeg: 212 + 58g
Végs6 atlag tomeg: 555 + 80g

A szelekcids nyereség :
23% a kisérleti tap esetén
26% a kontroll tap esetében

RAS rendszerben a szelekcios
nyereség :

33% a kisérleti tap esetén
12% a kontroll tap esetében



* Az alga lisztet iFishIENCi partner NORCE gyartotta

F4 generacio/ Alga (n=2400)

UDOMANYI EGYETEM

< Litura és
zetbiztonsagi Intézet

» Két ,azonos nyers taplaléanyag tartalmu” tap (egyedi gydrtas — Haltap kft.) — 5% alga

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

kontroll

Szelektalt 1.

F4 Algas tap

Szelektdlt 2.

Szelektalt 3.

M kontroll tap

Algas tap

YV V VY

Y

6 hét

300 egyed/csoport

Kezd§ atlag tomeg: 555 + 80g
Végsé atlag tomeg: 1181+125¢

Minden algds csoport nagyobb, mint a kontroll
csoportja
= (Atlagosan 5,3%)

A szelekcios nyereség :
* 19% a kisérleti tap esetén
* 21% az algas tap esetében



BAJCSHAL)

F4 generaci0/ Alga

Chroma Meter CR-400 - Konica Minolta
5 cm atmérdji mérobfej

15— 15 egyed / 3 ismétlés

Cie LAB L*a*b* szinrendszerben
El6zetes eredmény

AE*: 2,19 (lathato)

Kontroll




Tovabbi tervek MYA | =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

» Hus beltartalom vizsgalata
= Viztartalom
= Fehérjetartalom
= Hamutartalom
= Osszes zsir
= 7sirsavosszetétel (transz nélkil)
= Szénhidrat tartalom
= Energiatartalom
= A-vitamin (all-transz retinol) tartalom
= Béta-karotin (alfa és béta) tartalom

» Organoleptikus vizsgdlat ( Bajcshal)
» folyamatban




Tovabbi tervek MYA | =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

» Fajtafenntartds / ,, Fajta bejelentés”
» Genetikai vizsgalatok (ddRAD) - folyamatban

» A novekedésben szerepet jatszé gének expresszios
vizsgdlata - folyamatban

> Teljes transzkriptéma vizsgalat

» Szelekciéban haszndlhaté markerek azonositasa ,”"?\*
A ,4 1 \%/




MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Osszefoglalas /B

Akvakultira és
Kémyezetbiztonsagi Intézet

rendszer jol m(kodott afrikai harcsan.

» Létrehoztunk egy szelektalt allomanyt, amely a
kisérletekben alkalmazott négyféle tapot
hatékonyabban értékesitette, mint a kontroll vonal.

» RAS rendszerben a szelekciénal alkalmazott ,,tap
specifikus” szelekcios hatas is megmutatkozott.

» Sikeresen teszteltliik a Nannochloropsis algat, amely
alkalmazdsa pozitivan hatott a névekedési ratdara afrikai

harcsaban.

» Az algdnak nincs jelent8s hatdsa az afrikai harcsa
husszinére.






