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1. BEVEZETES

A vilag népessége az 1990-es évek ota 5,3 milliardrol 7,9 milliardra nétt. A
novekvo népességgel nétt az emberek teriilet- és élelmiszer igénye iS. Az ipar és a
mezOgazdasag, hogy Iépést tudjon tartani a novekvd igényekkel, egyre nagyobb
teriileteket sajatitott ki és vont be a termelésbe, emiatt napjainkra a nem meguajuld
er6forrasok kimeriilni latszanak. Ennek a kedvezétlen folyamatnak az eredményei
jelenleg mar szinte mindenki szamara ismertek. A globalis COz és mas iiveghazhatasa
gazok kibocsatasanak novekedése, a tobbek kozott ebbdl is fakado klimavaltozas, a
fajok kipusztuldsa, és a biodiverzitas csokkenése mar senki el6tt nem ismeretlen
fogalmak. A kornyezetvédelmi mozgalmak mellett a nagy vilagszervezetek is
igyekeztek nyomon koévetni a valtozast (lasd: Biodiverzitasi forum, Rio de Janeiro,
1993; Konferencia a globalis felmelegedésrdl, Haga, 2000; ENSZ Vilagcsucs
konferencia a fenntarthaté fejlodésrdl, Johannesburg, 2002, stb.) és kiilonboz6
kornyezetvédelmi stratégidkat, akcioterveket dolgoztak ki a biodiverzitds megdrzése
érdekében. Hogy mennyire fontos témava valt a természet- és kdrnyezetvédelem,
valamint az elmult évtizedekben zajléo folyamatok karos hatasainak megallitasa és
visszaforditasa, j6l mutatja az Europai Unid 2014-t61 2020-ig futd kutatas-fejlesztési
és innovacids politikajat meghataroz6 Horizont 2020, majd Horizon Europe
programok is. A H2020 program harom alappillérjébdl az egyik a tarsadalmi
kihivasokat foglalja magaba, olyan témakon keresztiil, mint az élelmezésbiztonsag,
kornyezetkimélo kozlekedés, er6forras hatékonysag, éghajlatvaltozas és a fenntarthato
mezdgazdasag.

A fenntarthaté halaszat a globalis GDP-hez évente 0,1%-kal jarul hozza. Az
elmaradottabb orszagokban, ahol a haldszati tevékenység létfontossagu, ez az érték
magasabb is lehet. 2020. februar 14-én alairasra keriilt egy globalis egyezmény az
illegalis halaszat ellen, mellyel csokkenteni szeretnék a drasztikus talhalaszatot, ami
hozzajarul vizeink okologiai allapotanak romlasahoz. Jelenleg a haldszat mértéke a
halaszati teriiletek tobb mint egyharmadan meghaladja a fenntarthato szintet. Ahhoz
azonban, hogy megfeleléen tudjunk gazdalkodni eréforrasainkkal igy, hogy kozben
segitsiik a biodiverzitas megorzését, elengedhetetlen annak minden aspektusat
ismerni, beleértve a genetikai diverzitast is. Hazank természetesvizi halpopulacioirdl,
plane a gazdasagi jelentdséggel tradicionalisan nem, vagy kis mértékben rendelkezd
fajok genetikai hatterér6l még igen keveset tudunk, holott az elmult évtizedekben
itthon is szamos olyan eseménynek lehettiink tanui, melyek drasztikus hatdssal birtak
a halfaunara, gondoljunk csak a tiszai cianid szennyezésre, vagy a Marcalt érintd
Vorosiszap katasztrofara. A molekularis modszerek fejlodésével és a genetikal
markerek megjelenésével keziinkbe keriiltek a megfeleld eszkdzok a hazai
halpopulaciok genetikai diverzitasanak felmérésére, filogenetikai vizsgalatara, ezzel
feltérképezve az allomanyok aktualis allapotat, és a multbéli események hatésait az
egyes populaciokra. Ezek a vizsgalatok kiemelten fontosak az idék soran lecsokkent
méretli populaciokkal rendelkezé 6shonos, és kozosségi jelentdségii fajok, mint a
megfogyatkozott balatoni garda (Pelecus cutratus) populacio, valamint az egyre tobb
teret nyerd ¢€s értékes, 6shonos, bennsziilott fajainkat kiszoritod invaziv fajok, mint az
eziistkarasz (Carassius gibelio) esetében is. Az utobbi évtizedek bebizonyitottak, hogy
mind a valami ellen (példaul az algaviragzas megfékezésére betelepitett, majd
kontrollalhatatlanna valt busa-fajok), mind valami érdekében (pl. gazdasagi hasznot
remélve a torpeharcsak telepitése vizeinkbe) beleavatkozni a természetes rendszerbe
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csak felelos dontések ¢és kell hattérismeret mellett lehetséges. Ehhez jarulnak hozza a
biodiverzitds fenntartasat és genetikai erdforrasaink megdrzését célz6 molekuldris
genetikai kutatasok.

Kutatasom célkitizései:

e Mikroszatellit markerek adaptaldsa populacidogenetikai vizsgéalatokhoz kozeli
rokon fajokbol az 6shonos késiillé (Sander volgensis), valamint a kozosségi
jelentdségli garda (Pelecus cultratus) esetén.

e Mitokondrialis genomi markerek (Citokrom b, Kontroll régio, Citokrom
oxidaz ) alkalmazhatésaganak felmérése filogenetikai és taxondmiai
vizsgalatokhoz az invaziv eziistkarasz (Carassius gibelio) esetében.

e A Balaton és vizgyiijto teriiletein talalhaté idegenhonos, invaziv eziistkarasz
populacidk genetikai diverzitdsanak vizsgalata.

e Magyarorszag nagyobb vizeiben talalhato 6shonos kdsiillé populécié genetikai
diverzitasvizsgalata.

e Magyaroroszagon dshonos garda populaciok genetikai diverzitasvizsgalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A biodiverzitas jelentOsége

A fajok sokféleségével mar Darwin foglalkozni kezdett, azonban a
biodiverzitas, mint fogalom, elészor az 1900-as évek elején keriilt az emberek
latoterébe (Harris, 1918). A természeti sokféleség, mint fogalom 1974-ben jelent meg,
és John Terborgh nevéhez kotheté (Terborgh, 1974). Az elsé kutaté pedig, aki
konkrétabban a bioldgiai diverzitas fogalmat definialta Thomas E. Lovejoy volt 1980-
ban (Lovejoy, 1980), akit azdta a biodiverzitas keresztapjaként tartanak szamon.
Lovejoy a biologial diverzitas alatt Darwinhoz hasonloan ekkor még csak a fajok
szamat emlitette, a variabilitas, mint bovebb tényezé még nem keriilt bele a fogalomba
(Swingland, 2000). Az els6 atfogobb, hivatalos publikacid, Edward O. Wilson
Biodiverzitas cim{i miive, ahol mar ez is szerepelt, 1988-ban jelent meg, az 1986-0s
»Nemzetkozi Forum a Biodiverzitasrol” esemény utan (Wilson, 1988). A napjainkban
egyezményesen hasznalt, hivatalos fogalom 1992-ben sziiletett meg Rio de Janeiro-
ban az ENSZ altal szervezett Kornyezet és Fejlodés Konferencian. Ekkor sziiletett meg
a biodiverzitas védelmét szolgalo ,,Bioldgiai Sokféleség Egyezmény”. Az egyezmény
foldiink diverzitdsanak védelme érdekében az ENSZ orszagai szdmara alapelveket, és
feladatokat definial, valamint intézkedik azok végrehajtasanak funkcionalis,
szervezeti, finanszirozasi kérdéseiben. Célja a biologiai sokféleség megdrzése,
komponenseinek fenntarthatdé haszndlata, a genetikai er6forrasok és pénzeszkozok
hozzaférhetdségének biztositasa. Az egyezményben foglaltak alapjan:

,Biologiai sokféleség a barmilyen eredetli él6lények kozotti valtozatossagot jelenti,
beleértve tobbek kozott a szarazfoldi, tengeri és mas vizi 0koldgiai rendszereket,
valamint az e rendszereket magukban foglalo 6kologiai komplexumokat” (7995. évi
LXXXI. Torvény).

A Biologiai Sokféleség Egyezmény éldhelyek védelmére vonatkozo irdnyelvén
nyugszik a Natura2000 hal6zat, ami az Eurdpai Uni6 okologiai halozata. Ennek célja,
hogy a kiilonb6z6 €l6helytipusok, novény és allatfajok védelmén keresztiil biztositja a
biologiai sokféleség megdvasat. Magyarorszag a Natura2000 Pannon Biogeografiai
ursinii - rakosiensis), vagy a homoki kikerics (Colchicum arenarium). A
Natura2000-es teriiletek kijelolésével nemcsak az endemikus, de az olyan fajok
megorzése is feladatunkkd valt, melyek hazank teriiletén ugyan még megtalalhatoak,
de eurdpai orszagokban mar veszélyeztetett fajnak mindsiilnek (Sundseth, 2008). A
védett, természetes ¢lohelyek mellett a génmegdrzésben és fajta-fenntartasban egyre
elterjedtebb szerepet jatszanak a koradbban elsddlegesen szdrakoztatasi, oktatasi céllal
1étrejott allatkertek, vadasparkok is (Rabb, 1994).

Az IUCN listaja alapjan jelenleg tobb mint 37 000 fajt veszélyeztet a kihalas és
csak a sugarasuszdju halak osztalyabol a vildgon tobb mint 2400 faj talalhato a
fenyegetett kategoriaban (stulyosan veszélyeztett, veszélyeztetett, sebezhetd) (IUCN,
2021). Ezen fajok megérzése nemzeti érdek is. Hazankban a 2019. évi hatalyos
jogszabalyok értelmében 31 halfaj all oltalom alatt (Agrarminisztérium, 2020). A
diverzitdst azonban nem csak a fajok szintjén érdemes nyomon kovetni.
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Mar Darwin 6ta tudjuk, hogy a fajok rendkiviil nagy valtozékonysagot mutatnak.
A fajokon, populacidkon, sot az egyes egyedek genetikai dllomanyaban, a kiilonb6z6
lokuszokon kimutathaté molekularis szintli diverzitasvizsgalat azonban csak a
technika fejlodésével valt elérhetévé. Napjainkra pedig egyre szélesebb korben
vizsgalt teriilet. A globalis klimavaltozas és az egyre gyorsabban valtozo kornyezeti
feltételek az ¢él6lények genetikai diverzitasdra is kihatnak. A fajoknak harom
lehetdségiik van, hogy 1épést tudjanak tartani a bolygon bekovetkezd valtozasokkal:

e adaptacio
e geografiai szétszorddas (migracid)
e fenotipusos/genotipusos atalakulas (evolucio).

Ha egy adott él6lénynek nincs lehetdsége utdbbi kettére, csak az adaptacio
lehetésége marad fenn, amihez azonban elengedhetetlen a kelld szintli genetikai
diverzitdas. Ha egy populacio erre sem képes, akkor az nemcsak drasztikus
1étszamcsokkenéshez, de akar kihalashoz is vezethet (Pauls et al., 2012). Ha egy adott
fajon beliil a homozigozitas a genom egész szintjére nézve megnd, példaul egy erésen
beltenyésztett populacidban, sokkal nehezebben tudnak reagalni a kornyezeti
hatasokra. Az adott populacio esetén alacsonyabb lesz az evolucios potencial, hiszen
kisebb eséllyel hordoznak adaptiv allélokat (Kirk & Freeland, 2011). Az dkologiai
folyamatokra tehat nemcsak a fajok kdzotti, de az intraspecifikus diverzitas is nagyban
kihat (Bolnick et al., 2011). Ez a fajokon beliili valtozatossag, mely a populaciokat
jellemz6 feno- és az ennek hatterében allo genotipus gyakorisagokon alapul, az
allatokat jellemz6 biodiverzitas negyedét teszi ki (Raffard et al., 2019). A FAO (Food
and Agriculture Organization) mar az 1960-as évektdl tamogatja az orszagokat az
¢lovilaguk genetikai hatterének megismerésében. Az elsé komolyabb 1épések a
tenyésztett allatok genetikai hatterének megdrzése érdekében az 1990-es évek elején
kezddédtek. 1992-ben a FAO egyik vilagtalalkozdjan megsziiletett a haszonallatok
genetikai er6forrasainak felmérését célzo globalis stratégia, az AnGR (Global Strategy
for the Management of Farm Animal Genetic Resources). Sajnos az elmult
évtizedekben, bar egyre tobbet tudunk az él6vilag genetikai hatterérdl, a genetikai
er6forrasainkkal torténé gazdalkodasunk egyre aggasztobb. 2015-ben az ENSZ 15
éves tervet dolgozott ki a fenntarthato fejlodés érdekében (United Nations, 2015) olyan
célokkal, mint az ocednok és tengerek fenntarthaté kezelése, a biodiverzitas
csokkenésének megallitasa és a fenntarthatd erddgazdalkodas. A FAO 2020-as
jelentése alapjan azonban pont a genetikai er6forrasok védelmével kapcsolatban nem
sikertil a kitlizott célokat teljesiteni. A jelentés alapjan 70 orszagbol a helyi haszonallat
fajtak mintegy 60 %-a veszélyeztetett (FAO, 2019). A genetikai diverzitas csokkenése
mellett az dshonos fajok fennmaradasara komoly veszélyt jelent az invaziv fajok
megjelenése is. A mezdgazdasag, az urbanizacid, a kereskedelem, a kereskedelmi
utvonalak, a turizmus, az utazas fejlddésével folyamatosan torjiik at a korabban
meglévl természetes akadalyokat az invaziv fajok el6étt. A molekularis genetikai
modszerek a filogenetikai vizsgalatok ¢és az adaptacios képesség felmérése mellett
olyan kérdésekre is valaszt adhatnak, mint az invaziv fajok pontos taxonomiaja,
eredete, azaz honnan és milyen uton keriiltek az adott élShelyre, és milyen
populacioszerkezeti valtozasokon mentek keresztiil az id6k soran.
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2.2 A védett, kozosségi jelentdségli s invaziv halfajok helyzete
Magyarorszagon

Az Eurépai Unid 1992-ben hozta Iétre a Natura2000 okologiai halézatot. A
teljes hazai haldzat kiterjedése 1,99 milli6 ha volt 2015-ben, ami hazank teriiletének
majdnem 22%-a (27/2015. (V1. 17.) OGY hatarozat). Magyarorszag az Eurdpai
Unidhoz valo csatlakozés utan kezdte meg jogrendjének harmonizalasat az eldirt
iranyelvekkel és 2004-ben megsziiletett a hazai k6zosségi jelentdségii ¢lohelytipusok,
allatok és novények védelmét célz6 Natura teriiletek kijelolésérdl szolod
korményrendelet. A 275/2004. (X.8) Kormanyrendelet alapjan kozdsségi
jelentéséglick ,,azon fajok, amelyek kozosségi szempontbdl veszélyeztetettek,
sérilékenyek, ritkak, illetdleg bennsziilottek”. A rendelet tovabba kiemelt kdzosségi
jelentéségli fajokat is meghataroz, melyek megorzéséért a kozosség kiemelt
felelosséggel tartozik. A kozosségi jelentdségli fajok listajan tobb atfedés is taldlhatd
a hazai védett halfajokkal, mint példaul a felpillanto kiillé6 (Gobio uranoscopus), a
leanykoncér (Rutilus virgo) vagy a réti csik (Misgurnus fossilis). A garda (Pelecus
cultratus) esetében, akarcsak a vizanal (Huso huso), az ivohelyre vandorlasuknak is
akadalyt jelentett a Vaskapu-szorosndl megépitett gatrendszer. Bar a kosiilld
populacidk esetében ezek a geografiai valtozdsok nem okoztak nagyobb csapast, az &
allomanyuk is tobbszor megritkult az elmult évtizedekben. A fogasi statisztikak szerint
hazankban 2016-ban az éves kosiillé fogas minddssze 11 tonnéra tehetd, ami 7
tonnaval kevesebb, mint az azt megel6z6 évi adat (FAO adatok, 2018) (1. abra).

Fogasi statisztika
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Tonna-élésaly

2014 2015 2016 2017 2018

K&siillg (Sander volgensis) Garda (Pelecus cultratus)

1. abra: A kosiilld és a garda fogasi statisztikaja 2014 és 2018 kozott (FAO, 2019)

Mind a védett, mind a kozosségi jelentdségil, és a horgaszati szempontbol fontos -
nem tenyésztett, valamint invaziv fajok esetében is a 2014-es év okozott egy nagy
attorést, amikor hatalyba I1épett a 2013. évi CII. torvény a halgazdalkodasrol és a hal
védelmérdl. A torvény elsOsorban azt tlizte ki célul, hogy nagyobb hangsulyt kapjon
hazankban az 6shonos halak/haldllomédnyok megévasa és megujulasi lehetdségeik
fenntartdsa. A 14-es § felhivja a figyelmet, hogy nem dshonos fajokat, mint példaul az
invaziv eziistkaraszt, csak teljesen zart, természetes vizzel 6sszekottetésben nem 1évo,
lefolyasmentes teriiletre lehet telepiteni, vagy olyan esetben, ha az allomany
bizonyitottan szaporodasképtelen ¢és ezaltal Okoldgiai kockédzatot nem jelent.
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Invazivnak tekinthetéek azok a populaciok, melyek tobb generacion keresztiil
onfenntartdé modon szaporodnak, és az idok soran jelentds teriileten elterjednek a
betelepiilési ponttol szamitva (Richardson et al., 2000). Az idegenhonos fajok szamos
moddon keriilhetnek be egy €l6helyre, halak esetében a leggyakoribb okok:

e Sz0kés az akvakultarabol

e Sporthorgészati c€lbdl telepités

e Akvariumi diszhalak elengedése

Csalihalak elszabadulasa

Gazdasagi célu betelepités

Figyelmetlen ikrakezelés

Csatornak megnyitasa korabban elszigetelt teriiletek kozott
o Illegalis betelepités (Lenhardt et al., 2011).

A fent leirtak figyelembevételével doktori munkam kitlizott célja a hidnyos genetikai
informécioval rendelkez6 kozosségi jelentdségli vagy invaziv halfajok koziil a késiilld,
a garda és az eziistkarasz fajok allomanyainak vizsgalata, molekularis genetikai
modszerekkel.

2.3 A vizsgalt halfajok ismertetése

2.3.1 A kosiillé (Sander volgensis, Gmelin, 1788)

2. abra: A késiilld (Foto: Dr. Ferincz Arpad)

A kosiillé (2. abra) a stigérfélék csaladjaba tartozd, hazankban Gshonos,
ragadozé halfaj, mely kizardlag Eurdpdban, ezen beliil a Fekete- és Kaszpi-tenger
vizgylijtoé folyodinak vizrendszerében honos. Elterjedésének fobb kdzpontjai a Volga
¢és a Duna voltak. Rendszertani besorolasa:

Animalia (Allatok kiralysaga)

Chordata (Gerinchurosok torzse)

Vertebrata (Gerincesek altorzse)

Gnathostomata (Allkapcsos gerincesek altdrzsaga)
Pisces (Halak féosztalya)

Actinopterygii (Sugaras uszoju halak osztalya)
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Perciformes (Siigéralakuak rendje)

Percidae (Siigérfélék csaladja)
Luciopercinae (Siill6félék alcsaladja)
Sander (Sillék neme)

Sander volgensis (Kdsiill6-faj, Gmelin 1788)

Bér jelenleg nem szerepel, mint veszélyeztetett faj az [IUCN voros listdjan, de
a FAO (FAO, 2019) fogasi statisztikai adatai alapjan a 2015-0s évet kovetOen,
egyedszamaban drasztikus visszaesés volt megfigyelhetd, ami tekintve, hogy mar a
2000-es évek elején is a hazai halbiomassza alig 1%-at tette ki (Specziar & Biro, 2003),
aggodalomra ad okot. 2012-ben az év halanak valasztottak. A faj elterjedésér6l a Duna
vizgyijt6jén Banaduc és munkatarsai (2016) altal végzett vizsgalatokban is talalunk
adatokat. Ok tobb faj esetében vizsgaltak a kiilonboz6 populaciok méretére hato kiilsé
tényezOk szerepét. Megallapitottak, hogy a kosiillot is magaba foglald stligérfélék
csaladja esetén az elsddleges veszélyeztetd tényezd az €lohely teriileti csokkenése, a
vizszennyezés és a tulhalaszas. Bar a kosiilld rendkiviil kedvelt faj a horgaszok
korében, és kivaldo husmindséggel rendelkezik, haldszati szempontbdl jelentdsége
elenyész6, ami a fajt érint6 alacsony szamu kutatasbol is lathaté (Kuznetsov, 2010).
Bar egészen a kozelmultig a nem tenyészett fajok koze tartozott, amelynek alloményait
a természetes szaporodas tartotta fenn, ma mar vannak probalkozasok a termelésbe
vonasara, de jelent6sége itt is kisebb rokonaénal, a fogassiilléénél (Sander lucioperca).
Berinkey 1958-ban megjelent munkajaig a két fajt nem is kiilonitették el a nagy
hasonlosag miatt (Berinkey, 1958). Téplalkozasi szokasait részletesen el¢szor magyar
kutatok 2003-ban irtak le a balatoni populaciot vizsgalva. A ragadoz6 életmodot
folytatd hal ivadékként elsésorban zooplanktonnal és iiledéklako allatokkal (pl.:
arvaszunyog-larvak) taplalkozik, majd kiilonboz6 kisebb rak-fajokkal, innen tér at a
kisebb halakra (pl.: dévérkeszeg (Abramis brama), vagédurbincs Gymnocephalus
cernua), valamint a kannibalizmusra. Erdekes, hogy bar ez alapjan a Balaton bSven
tud taplalékot nytjtani neki, ndvekedési ratdja mégis alacsony a toban (Speczidr &
Biro, 2003). Szintén Specziar és munkatarsainak (2009) eredménye a 2009-ben
kidolgozott morfologiai bélyeg rendszer, mely alapjan a kdsiilld és fogassiilld hibridje,
az un. fehér koves elkiilonithetd a szilil6fajoktdl. Bar laboratoriumban sikeresen
keresztezték, természetes koriilmények kozott a két faj hibridjérdl egészen 2008-ig
nem érkezett jelentés. Az akkor a Balatonban fellelt egyed mind a morfologiai
bélyegek, mind a RAPD markerekkel vizsgalt genetikai hattér alapjan igazoltan a két
faj hibridje volt. A kifogott egyed raadasul tele volt ikraval, mely azt jelzi, hogy akar
természetes koriilmények kozott is van esély a termékeny hibrid 1étrejottére. Az F1
generacid laboratoriumi koriilmények kozott bizonyitottan fertilis (Miiller et al.,
2010). A hibrid halak veszélyt jelenthetnek a kiindulasi fajok genetikai hatterének
autondémidjara. A hibridek elkiilonitésére szolgalo6 RAPD markerek mellett, csekély
szamban, de végeztek egyéb molekularis vizsgalatokat is a kdsiillén az utdbbi
évtizedben. Barmintseva ¢€s munkatarsai (2014) Kazahsztanban a Balkas-toban
talalhato kosillo allomany diverzitasat vizsgaltak a mitokondrialis Citokrom b régio,
illetve mikroszatellit markerek alkalmazéasaval. A toban ¢€l6 siillé és kosiilld
populdcidk genetikai polimorfizmusa mellett vizsgaltdk, hogy a Miiller-féle
hibridizaciora alapozva eléfordulhatnak-e hibrid egyedek a toban, de a mikroszatellit
l6kuszok vizsgalataval egyetlen fehér kdvest sem talaltak.
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2.3.2 A garda (Pelecus cultratus, Linnaeus, 1758)

3. abra: A garda (Foto: Molnar Jozsef)

A garda (3. abra) hazankban Gshonos, kozdsségi jelent6ségli halfaj. Rendszertani
besorolasa:

Animalia (Allatok kiralysaga)

Chordata (Gerinchurosok torzse)

Vertebrata (Gerincesek altorzse)
Gnathostomata (Allkapcsos gerincesek altorzsaga)
Pisces (Halak féosztalya)

Actinopterygii (Sugaras usz6ji halak osztalya)
Cypriniformes (Pontyalaktak rendje)
Cyprinidae (Pontyfélék csaladja)

Leuciscinae (domolykok alcsaladja)

Pelecus (garda nem)

Pelecus cultratus (Garda-faj)

A pontyfélék csaladja, tobb mint 340 genust foglal magaba. Nem csoda, hogy
az alcsaladok szdma és filogenetikai strukturdja még a 2000-es években is vitatott volt.
Eppen a gardat is magaba foglalé Leuciscinae alcsalad taxonomiai elhelyezkedése volt
az egyik kiemelten vizsgalt kérdéskor (Cunha et al., 2012). Az 1980-as években
molekularis markerek hijan a csaladokat még elsésorban morfoldgiai bélyegek alapjan
osztottak alcsaladokra és alacsonyabb taxondmiai egységekre. Ilyen volt a pontyfélék
csaladja esetében a bajusz megléte vagy hianya (Winfield & Nelson, 1991; Coburn &
Cavender, 1992). 1998-ban megjelent az elsd, a taxonomiai elkiilonitésiiket célzod
molekularis genetikai markerekkel végzett vizsgalat, ahol a mitokondridlis genom
Citokrom b régidja alapjan tobb alcsaladra osztottak a pontyféléket, és ezzel elvetették
a korabbi besorolast (Briolay et al., 1998). A molekularis modszerek fejlodésével a
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pontyfélék csaladjanak taxonomiai felosztasa egyre tisztult, de a Pelecus genust is
magaba foglaldé Leuciscinae alcsalad taxonjai még a 2000-es évekre is kérdésesek
maradtak. A garda, nemének egyetlen tagja, pelagikus ikrarako, anadrom halfaj,
elsdsorban a tengeroblok, torkolatok €s nagyobb folyok hala. Feltehetéen a Pannon-
tengerbdl maradt a hazai €s a kdrnyezd orszagok vizrendszerében (Perényi & Biro,
1991). Elterjedési teriilete napjainkban a Kaszpi-tenger €s vizgytijtdje, az Ural és a
Volga, a Fekete-tenger és a hozza kapcsolodo vizteriiletek a Kuban-totol a Dunaig, és
a Balti-tenger az Oderaval és a Nevaval (Kujawa et al., 2013). A garda hazankban is a
275/2004. (X.8.) kormanyrendelet alapjan a kozosségi jelentdségii halfajok kozé
tartozik. Mig az 1800-as években olyan népszeriiségnek orvendett, hogy a Balatonon
kiilon haldszati modszert dolgoztak ki fogéasara, a kotazast (Herman, 1887). Az 1900-
as években az alloméany létszama csokkenésnek indult. Korponai és munkatarsai
(2011) kimutattak, hogy a garda allomany csokkenése ebben az idében olyan jelentds
volt, hogy az egyik elsddleges taplalékuknak szamité vizibolhak (Bosmina spp.) szama
ezekben az években ugrasszeriien megnétt. A kovetkezd nagyobb méretli pusztulds a
Balatonban 2014-ben kovetkezett be. A halgazdalkodé tobb mint 20 000 elhullott
egyedet gylijtott be. A pusztulds okat vizsgalod elemzések soran tobb allat esetében is
egy Uj herpesz virust mutattak ki, &m mivel ez csak az esetek egyharmadanal volt
fellelhet6, az elhullast minden bizonnyal nem ez a virus okozta (Doszpoly et al., 2015).
A FAO statisztikai adatai alapjan az elhullas évében (2014) a hazai fogasi mennyiség
4 1 ¢l6suly volt és jelentdsebb ndovekedés nem is kdvetkezett be (1. dbra), koszonhetden
a hazai természetesvizi halaszat betiltasanak (2013 halaszati térvény). Hazank mellett
Lengyelorszag a masik olyan orszag, ahol kiemelt figyelmet szentelnek a gardanak.
Mivel a lengyel voros konyvben a faj kordbban a veszélyeztetett kategoriaba tartozott
(Kujawa et al., 2011), az orszag a faj megmentése érdekében a mesterséges szaporitas
modszerének kidolgozasaba kezdett. Az eljards egyik érzékeny pontja a
larvaneveléshez sziikséges, megfeleld sotartalom meghatarozédsa. A sotartalom
novekedésével Osszefiiggésben nott a larvadeformitasok szama, a til magas sétartalom
pedig letalisnak bizonyult a fejlodd egyedekre (Kujawa et al., 2016). Bar Kujawa ¢és
munkatarsai mar a tenyésztésen dolgoznak, a garda a haldszati kutatdsokban még
mindig az alulreprezentalt fajok kozé tartozik. A fent emlitett vizsgalatokon kiviil még
olyan kornyezeti vizsgalatok soran foglalkoztak a fajjal, ahol a szervezetben a
nehézfém tartalom felhalmozodasat mérték (Zarei et al., 2011; Nowosad et al., 2019).
Genetikai hatterét mindezidaig nem vizsgaltak. Egy cseh kutatocsoport ugyan bevonta
a fajt mikroszatellit markerek tesztelésébe, de csak kevés egyedet, és a tesztelt 11
marker nem, vagy alig tlint polimorfnak (Urbankova et al., 2013).
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2.3.3 Az eziistkarasz (Carassius gibelio, Bloch, 1782)

4.4bra: Az eziistkarasz (Sajat foto)

Az eziistkarasz (4. abra) egy a hazai vizekben szinte mindenhol megtalalhato,
omnivor, idegenhonos, invaziv halfaj. Rendszertani besorolasa:
Animalia (Allatok kiralysaga)

Chordata (Gerinchurosok torzse)

Vertebrata (Gerincesek altorzse)

Gnathostomata (Allkapcsos gerincesek altorzsaga)
Pisces (Halak féosztalya)

Actinopterygii (Sugarasuszoju halak osztalya)
Cypriniformes (Pontyalaktak rendje)

Cyprinidae (Pontyfélék csaladja)

Carassius (Karasz nem)

Carassius gibelio (Eziistkarasz-faj)

Az eziistkarasz a legnagyobb létszdmmal rendelkezd édesvizi halcsaladnak, a
pontyfélék csaladjanak tagja (Nelson, 1994). Eurdopéaban jelenlétét elsOként Kozeép-
Eurdpaban irta le Bloch 1782-ben. Hazankban az eziistkarasz nem Gshonos, egyes
forrasok szerint 1954-ben hoztak be az orszagba (Szalay, 1954). Més forrasok szerint
mar korabban, az 1930-as években is fellelhetd volt vizeinkben, azonban a fenotipusos
hasonlosagok, és a nem egységes rendszertan miatt ekkor még nem tudtak elkiiloniteni
kozeli rokonaitol (Sallai, 1997). Herman Ott6 konyvében egyes feltételezések szerint
mar 1887-ben irt rola, és a kdvi kardsz elnevezés konyvében valdjaban az eziistkaraszt
takarta. A szerzd akkor a fajt a széles karasz egy valtozataként irta le (Herman, 1887).
A karész nem tagjainak elkiilonitése sokszor még ma is nehézkes a rendkiviil nagy
morfologiai hasonlésagok (Takada et al., 2010), és a nem tagjai ko6zott megfigyelt
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hibridizacié miatt (Wouters et al., 2012.). Epp ezért az eurdpai szinti elterjedésének
folyamata is kérdéses. 1940-t61 kezdték el megjelenését feljegyezni el6szor
Bulgariabol, ahonnan hazéankba is keriilt, majd Romanidbdl, ahova feltehetden az
orosz vizekbdl jutott el (Rylkova et al.,, 2013). A taxonémiai kutatasok soran a
molekularis genetikai médszerek megjelenése sokat segitett a kérdéskor tisztazasaban.
Kalous és munkatarsai (2012) Csehorszagban morfometriai és merisztikus jellemzok
alapjan meghataroztak az ezilistkardsz neotipusat, mely alapjan mar konnyebben
megkiilonboztethetd a kardsz egyéb tipusaitdl. Az eziistkardsz gyors terjedésében
minden bizonnyal segitett a pontyfélék csaladjara is jellemzd poliploidia (2n=100,
3n=150-160) (Allendorf & Thorgaard, 1984). Az un. Carassius auratus-komplex (Cac
komplex) tagjainak jellemzd ploiditasi szintje, akarcsak taxonomiai besorolasa és
vilagszintl elterjedésiik menete is vitatott kérdés volt még a 2000-es években is. 2001-
ben Murakami és kutatdocsoportja a Japanban talalhatdé allomanyt vizsgélta és a
mitokondrialis genom elemzése alapjan megallapitottdk, hogy a japan vizekben
eléfordulo karaszok 2 alfajra oszthatoak: az egyik a Carassius auratus cuvieri, a masik
pedig a Carassius auratus langsdorfii. Ez utobbit két tovabbi morfoldgiai valtozatra a
Carassius auratus burgerire, és a Carassius auratus grandocilusra osztottak fel
(Murakami et al., 2001). Bar Murakamiék munkajaban még nem, Takada és
munkatarsainak 2010-es publikacidjaban mar megjelenik a Carassius gibelio is, mint
a Carassius auratus-komplex tagja, és szemben a korabbival, a C. a. langsdorfii-t
egyenld taxonomiai szintre soroljak a C. a. auratus, a C. a. cuvierii és a C. a. gibelio-
val (Takada et al., 2010). Az utdbbi évek vizsgalati eredményei alapjan az Europara
jellemzd ,hexaploid” Carassius gibelio egyedek nagyobbra nének és jobban
alkalmazkodnak a kornyezetiikhoz (Zhou & Gui et al., 2017), mint a diploid egyedek.
A biszexualis szaporodas mellett pedig egyes allomanyai uniszexualis, ginogenetikus
szaporodasra is képesek (Zhou et al., 2000). Ennek soran az ikras altal termelt triploid,
vagy esetleg diploid oocitat a sajat, vagy kozel rokon fajok tejesei termékenyitik meg,
azonban azok genetikai anyaga nem jut at a petesejtbe, igy a keletkez6 utdd az anya
genetikai allomanyabol szarmazik (Komen & Thorgaard, 2007). Bar korabban azt
feltételezték, hogy a Carassius auratus-komplex europai része valdjaban csak a
diploid Carassius auratus és a ginogenetikusan szaporodo, jellemzdéen triploid
Carassius gibelio-bol all, azdta az eziistkaraszbol is tobb diploid allomanyt
azonositottak. A korabbi feltételezésekkel szemben, miszerint a triploid egyedek csak
ikrasok, triploid tejeseket is talaltak (Jakovlic & Gui, 2011). Az eziistkarasz akar
évente tobbszor is képes ivni (Papadopol, 1982). Ez a reprodukcios tulajdonsag az
egyik oka annak, hogy ez az invaziv faj ennyire sikeresen tud terjeszkedni vizeinkben,
ezzel tavi kérnyezetben komoly taplalék-konkurenciat jelentve olyan fajoknak, mint
az dshonos ponty (Cyprinus carpio), vagy a széles karasz (Carassius carassius).

2.4. A molekularis genetikai markerek jelentdsége ¢és jellemzése

A biodiverzitds megdrzésének érdekében nemcsak a fajok szdmanak
megorzésére kell torekedni, hanem hosszabb tdvon a megdrzendd fajok minél jobb
egészségi allapotanak és alkalmazkodo képességének fenntartasara is. Ennek egyik
feltétele, hogy genetikai hatteriiket megismerjiik, és azt kelld valtozatossagban
megorizziik, elkeriilve ezzel a beltenyésztettséget és egyéb, az életmindségre negativ
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hatassal jaro tényezoket. A molekularis genetikai markerek a genetikai
diverzitasvizsgalatok alapkdvei. Mig kezdetben a populaciok valtozatossaganak
mértékét a fenotipusos bélyegek alapjan hatiroztadk meg, a technologia fejlédésével
egyidében sorra jelentek meg az ujabb és ujabb molekuldris markerek. Az Gjabb
technikakkal é¢s markerek megjelenésével azok felhasznélési teriiletei is egyre nottek.
A genetikai markerek lettek a géntérképezés eszkozei, taxondmiai kutatasok alapjai és
a diverzitas kimutatasanak eszkozei minden rendszertani kategoridban.

2.4.1. Alloenzimek

Az enzim polimorfizmusok a legkordbbi molekularis markereknek
tekinthetéek, melyek alkalmazasa az 1980-as években kezdett elterjedni az
akvakultaraban (May et al., 1980). Az enzimpolimorfizmusra ¢épiilé
populaciogenetikai  vizsgalatok alapja, hogy az alloenzimek kodominans
oroklodésmenetet kovetnek. Kimutatasuk munkaigényes, ¢s mas modszerekhez képes
viszonylag nagy vizsgalati mintat és specifikus festési eljarast, szubsztratot
igényelnek. Az egyes fajokban kidolgozott eljarasok azonban viszonylag konnyen
tiltethetok at mas fajokra. A gélelektroforézissel az adott fehérje homo- és heterozigota
valtozata elkiilonithetd (Hunter & Market, 1957). Az altalanos diverzitasvizsgalatok
mellett biogeografiai vizsgalatokhoz, illetve korabban ismeretlen novény- és allatfajok
azonositasdhoz is hasznaltak alloenzimeket (Step & Kocher, 1997), azonban a
modszert ilyen esetekben szubjektivitasa miatt érdemes fenntartdsokkal kezelni. Az
értekelés szubjektivitdsa mellett az eredményeket befolyasolhatja a null allélok
megjelenése, a fehérjék szovet specifikus jelenléte, valamint az esetleges eltérések a
Mendeli 6roklédéstdl (pl.: mitokondrialis fehérjék) (Kucuktas & Liu, 2007). Habar
csokkent szamban, de még napjainkban is alkalmazott technika. Az allozim
vizsgalatokat els6sorban egyéb markerekkel kiegészitve alkalmazzak a genetikai
diverzitas felmérését célzo kutatasok.

2.4.2 RFLP markerek

Az RFLP (Restriction Fragment-Length Polymorphism), ahogy az angol
elnevezésbdl is kovetkeztetni lehet a restrikcids helyek polimorfizmuséara épiild
modszer. A vizsgalat sordn az egyedekbdl az azonos restrikcidos enzimmel torténd
hasitas utan kapott fragmenthosszt, mintazatot vetik ssze €s elemzik az eltéréseket.
Kimutatdsuk kezdetben Southern-blot analizissel tortént, radioaktiv probak
felhasznalasaval, azonban a PCR (polimerdz lancreakcio) elterjedésével a vizsgalat
olcsobba és egyszertibb valt (PCR-RFLP - Green, 1998). Az egyes polimorfizmusok
igy mar egyszeriien agardz gélen is kimutathatova valtak. Az eredmények kimutatasat
és értékelését megkonnyiti, hogy az egyes restrikcidés polimorfizmusok koénnyen
detektalhatéak, nagy fragment méret kiilonbségeket eredményeznek. Bar a
kodominans 6roklddés €s egyszeriisége miatt a PCR-RFLP idealis markernek tlinik,
az alacsony polimorfitdsi szint miatt (altaldban csak 2 all¢l van) Onmagédban
populacidgenetikai diverzitasvizsgalatokhoz napjainkban sokkal alkalmasabb marker
tipusokat is talalunk mar.

2.4.3 RAPD markerek

A RAPD (Random amplified polymorphic DNA) egy PCR alapu eljaras, ahol
10-12 bp hosszu szintetikus primerrel végzik az amplifikaciot alacsony olvadasi
hémérsekleten (Williams et al., 1990). A megfelel6 hdmérséklet megvalasztasa utan
az oligonukleotid primerek tobb primer kdtohelyen feltapadnak a komplementer DNS-
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re ¢s a feltapadasi helyek fliggvényében egyedi mintazatot hoznak 1étre. Egy reakcio
soran tobb primer is hasznalhatd, igy még tobb 10kuszt lehetséges detektalni (Kumari
& Thakur, 2014). Mivel a primerek véletleszeriien kivalasztott szekvenciaval
rendelkeznek, elézetes genom ismeret nem sziikséges a termék szaporitasahoz, a
templat DNS-rre sok helyen tapad fel a primer (a rovid szekvencia, alacsony
hémérsékleten) és két ellentétes szalu feltapadasi pont kozott szaporodnak fel a
kiilonbozé mérettartomanyhoz tartozo szegmensek. A variabilitast az igy kapott un.
ujjlenyomat mintdzat polimorf fragmentjei alapjan hatdrozzak meg (Welsh &
McCelland, 1990). A termékeket agaroz gélelektroforézis soran kiilonbozé festékek,
példaul etidium bromid segitségével lehet detektalni. Bar kimutathatdésaganak
egyszerlsége és alacsony koltségigénye miatt korabban népszert genetikai markernek
szamitott, a gyakorlatban alkalmazasakor figyelembe kell venniink néhany, a
technologiabol adodo hatranyt, melyek miatt teljeskorti populacio-vizsgalatokra nem
alkalmas. Az egyik legnagyobb probléma a RAPD markerek alkalmazhatosagaval,
hogy a reakcié rendkiviil érzékeny a koriilményekre, ami jelentésen befolyasolja a
reakciok ismételhetéségét és Osszehasonlithatosagat a kiillonbozé vizsgald laborok
kozott. Emellett a fragmentek (markerek) recessziv-dominans 6roklédés menetet
kovetnek, vagyis a heterozigota és homozigota dominans genotipus nem kiilonithet6
el (Lynch & Millian, 1994). A gyakorlat napjainkban azt mutatja, hogy a RAPD
markerek alkalmazdsa Onmagédban elsdsorban populacidk, fajok, hibridek és
kiilonb6z6 vérvonalak elkiilonitésére alkalmas, azonban 4tfogobb populacidogenetikai
elemzésekhez célszerli példaul szekvenalasi reakcidval bdviteni a vizsgalatokat (Ali et
al., 2004).

2.4.4. AFLP

Az AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) a RAPD-hoz
hasonldéan a genom ismeretlen részeibdl ,ujjlenyomat” mintdzatot eredményezd
eljaras, mely az 1990-es évek elején kezdett elterjedni. Az eljaras sordn a teljes
genomot altaldban kettd restrikciés endonukledzzal (Kumar et al., 2013) emésztik,
majd a fragmentek végéhez adaptereket ligalnak, melyekhez a specifikusan
horgonyzott oligonukleotid primerek (az ismert linker szekvencian 1-3 bp-al talnytlo
primerek) kapcsolodni képesek (Vos et al.,, 1995). A specifikus primerekkel ezt
kovetden egy preszelektiv PCR-t végeznek, majd a terméket higitjak és ezt kdveti egy
ujabb PCR. A primer kotédés utan csak azok a fragmentumok szaporodnak fel,
amelyekben az emésztési helyhez kotédd nukleotidok Osszeillenek a szelektiv
nukleotidokkal. A jelolt termékek méretét poliakrilamid gélen (PAGE), vagy kapillaris
elektroforézissel detektaljak (Matthes et al., 1998). A moédszer legnagyobb eldnye,
hogy nagy szamu polimorfizmus kimutatasara alkalmas, és a PCR soran alkalmazott
hosszu oligonukleotidok miatt a reakciok konnyen megismételhetéek, habar tény,
hogy dragabb és iddigényesebb példaul a RAPD mddszernél. Akéarcsak a RAPD, az
AFLP is dominans-recessziv 0roklédést mutat, a&m a fragmenteket gélbol
visszaizolalva, szekvenalo reakcidval kiegészitve ez a hatranya kikiiszobolhet6 (Liu &
Cordes, 2004).

2.4.5. Mikroszatellitek

Szatellitek

Mivel a molekularis genetikai markerek koziil kutatasomat részben
mikroszatellit vizsgalatokra alapoztam, az aldbbi marker tipust az elézéeknél
bdévebben ismertetem.
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A genomban taldlhaté egymdasutan sokszor ismétlodo szekvencia egységeket
szatelliteknek vagy VNTR-eknek (valtozo szamu tandem ismétlédéseknek) nevezziik.
Az ismétlodo egységek mérete €s szama alapjan egy ismétlodo egységet mikro- vagy
miniszatellitnek neveziink (5. abra) eltérd a szakirodalmak szerint.

Az ismétl6d6 szekvenciarészek mérettartomanya a mikroszatellitek esetében
egy ¢s tiz nukleotid kozott valtozik (Chambers & MacAvoy, 2000; Schlétterer, 2000;
Vieira et al. 2016). Leggyakrabban, tandem ismétlédé di-, tri- tetra- vagy akar
hexanukleotid szekvencia részletek, melyek legnagyobb szamban a nuklearis genom
intragenikus szegmenseket (altalaban tri nukleotid ismétlédés van ezekben) is
érintenek (Vieira et al., 2016). Ilyenkor befolyasoljak a génexpressziot, vagy hurkokat
formazva a kromoszoma szerkezeti felépitésére is kihathatnak, példaul halak esetében
a centromer kromatin allomanyanak tomorségére (Martinez et al., 2001; Chistiakov et
al., 2006). Attol fiiggden, hogy az ismétlddo szekvencidban pontosan ismétlddnek-e
az alap nukleotid egységek vagy az amplikon 1-1 bazissal eltér, kiilonboztetiink meg
perfekt és imperfekt mikroszatelliteket (Urquhart et al., 1994). Minél nagyobb az
ismétlodo egységek szama, annal kevésbé stabil a mikroszatellit szerkezete és annal
gyakoribbak az imperfekt szekvencidk. Méretiik tovabba korrelal a mutacids rataval
(Ellegren, 2004). A szakirodalomban a mikroszatellit markerek elnevezése sokszor
nem egységes.

Valtozo szamu tandem Ismétlédések
(VNTR)

| .
g A - -

l Makroszatellit 100bp < [

Mikroszatellit (1-9 bp) Miniszatellit (10-100bp)

5.abra A tandem ismétlédések tipusai (sajat abra)

Mikroszatellitek a tudomanyos irodalomban

Chambers és MacAvoy 2000-ben késziilt atfogd tanulmanyuk alapjan az
1smétlodd régiok egységes elnevezésének az angol VNTR (Variable Number of
Tandem Repeat) roviditést javasoljadk Nakamura és munkatdrsai 1987-es munkaja
alapjan, azaz valtoz6 szamu tandem ismétlédésnek. A mikroszatelliteket pedig nem
roviditik, hanem a VNTR egyik tipusaként tartjak szamon. Vieria 2016-ban szintén
egy attekintd cikkében mar a révidebb TR (tandem repeat) roviditést hasznalta, kiilon
elnevezést (Vieira et al., 2016). Az SSR rovidités, bar Chambers javasolta elvetését,
mar az 1990-es évek masodik felétdl altalanosan elterjedt, akar csak az STR (Short
Tandem Repeat) és SSLP (Simple Sequence Length Polymorphisms) (McDonald &
Potts, 1987). Mind az 6t roviditést alkalmazzak mikroszatellitekre, de sok esetben
beleértik a rovidebb miniszatelliteket is, melyek azonban eltéré mérettartomanyuak (5.
abra). Allatok esetében a leggyakoribb a CA dinukleotid ismétlédése (Rohrer et al.,
1994). Megfigyelték, hogy az ismétlddd egységek mérete és az ismétlodések szama
nem teljesen rendszertelen. A gerincesekben hosszabbak és gyakoribbak, koziiliik is a
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valtozo testhdmérsékletli allatok esetében a leghosszabbak (Chambers & MacAvoy,
2000). Kialakulasukra tobb elmélet van, amelyek koziil a legelfogadottabb, hogy a
DNS replikéacié soran ,,megcsusz6” DNS polimeraz enzim, és a replikdcido soran

fellépd hibasan miikddo javitdsi mechanizmus felel keletkezésiikért, és az allélok
kialakulasaért. A minden eukaridtaban,

¢s ritkdbban wugyan, de prokariota
szervezetekben is el6forduld ismétlddé szekvencia elemek populdcidgenetikai

vizsgalatokra val6 alkalmassagarol elészor 1989-ben jelentek meg kdzlemények (Litt
& Luty, 1989; Tautz, 1989), habar maganak az ismétld régidoknak a jelenlétét mar
1984-ben leirtak az emberi mioglobin gén kapcsan (Weller et al., 1984). Egy 2016-0s
kutatds adatelemzése alapjan Litt-¢k miivének megjelenésétdl szamitva 44 000
tudoményos kozlemény latott napvildgot mikroszatellit téméaban (Ibrokhim, 2016).
Jelenleg a Web of Science adatbazisdban 1992-2020 kozott 20170 tudomdényos
kozlemény talalhatd a ’microsatellite’ és ’genetic diversity’ kifejezések egyiittes

szlirésére, ebbdl 1241 tengeri és édesvizi biologia témakdrben (6.4bra).
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6. abra: Tudomanyos publikaciok a Web of Science adatbazisban 1992-t61 2020-ig a
,microsatellite” és ,,genetic diversity” kifejezések egyiittes megjelolésével

Mikroszatellitek izolalasa és kimutatasa

A mikroszatellitek izolalasanak és kimutatasanak napjainkban két formaja a
legelterjedtebb, a korabban alkalmazott konyvtarkészités és Sanger szekvendlds,
valamint a napjainkban a helyét egyre inkabb atvevd 0ij generacids szekvenalasi
eljarasok (Vieira et al., 2016). A mikroszatellitek izolalasanak szekvencia ismeret
nélkiili elsd 1épése a konyvtarkészités. Ehhez a genomot restrikcids endonukledzokkal
emésztik, majd gélbdl a kb. 300-500 bp hosszii fragmenteket izolaljak, és az igy
keletkezett termékeket vektorba ligaljak, majd kompetens sejtek segitségével
eléallitiak a klonkonyvtarat. A konyvtarbol kiilonboz6 oligonukleoid probak
segitségével (Rassmann et al.,, 1991) kivalasztjak az ismétlédést tartalmazod

szekvenciakat, és egyedi tervezésili primerekkel a PCR soran felszaporitjak a vizsgalni

kivant régiot. A primer tervezés egyik nehézsége a mikroszatellit markerek esetén,

crer

populaciogenetikai szamitasok alapjat a PCR soran felszaporitott termék hossza, azaz
az egyes allélok mérete adja. Egy allél hossza, mely az ismétlddések szamatol fligg
nagyban befolyasolja mutacios ratajat és egyéb olyan tulajdonsagait is a lokusznak,
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mint példaul a polimorfitas (Kayser et al., 2006). Az allé¢lok detektalasa kezdetben
elsésorban szekvenald gélen tortént autoradiografiaval. A termék méreteket a szintén
gélre felvitt molekulasuly markerhez viszonyitva hataroztdk meg. Ez a detektalasi
modszer tobb napot is igénybe vett, és a radioaktiv anyagok miatt szigoru biztonsagi
intézkedéseket kovetelt a laboroktol (Litt & Luty, 1989). A 90-es években a radioaktiv
izotopok hasznalata utan terjedt el az eziistfestéses jelolési modszer, és a poliakrilamid
gélek alkalmazasa (Christensen et al., 1999). Napjainkban a mikroszatellit
markerekkel torténd vizsgalatok soran pedig a leggyakoribb DNS jeldlési mod a
fluoreszcens jelolés, melynek detektalasa és pontos mérettartomany meghatarozasa
automata szekvenalok segitségével torténik. Az allélméretek azonositasara,
elemzésére a kapillaris gélelektroforézisek, a Sanger szekvenalds €s az j generacios
eljarasok esetén is mar szamos algoritmus és szoftver (GeneMapper (Currie-Fraser et
al., 2010), Tandem Repeat Finder (Benson, 1999), TROLL (Adalberto et al., 2002))
all a kutatok rendelkezésére (Gemayel et al., 2010). A mikroszatelliteket a mendeli
oroklodés, a magas allélszam, és az Oket jellemz0 szintén magas polimorfizmus teszi
kivalo eszkdzeivé a genetikai diverzitasvizsgalatoknak.

2.4.6 SNP markerek

A bioinformatika tudomanyteriiletének fejléddése, a DNS chipek megjelenése
¢€s az Uj generacids szekvenalasi modszerek elterjedése a populacidogenetika teriiletén
Uj dimenzidkat nyitottak meg a genetikai markerek hasznalataban. Lehetévé valt az
SNP-k (single nucleotide polymorphisms), azaz az egy nukleotid eltérést hordozo
polimorfizmusok tomeges detektalasa. Kimutatdsukra kordbban tobbféle modszert is
alkalmaztak, mint a DNS kromatografia (Hecker et al., 1999), reverz dot-blot analizis
(Saiki et al., 1989), de napjainkban a legelterjedtebb és legpontosabb eredményt hozo
modszer a direkt szekvenalas (Liu & Cordes, 2004). A napjainkban hasznalt elemzések
koziil a hibridizalason alapuldé moédszerek (Gén chipek - Taub et al., 2009), DASH
(Dynamic allele-specific hybridization - Prince et al., 2015), Tagman (Holland et al.,
1991), PNA (Peptid Nucleic Acid - Nielsen et al., 1991)) és LNA (Locked Nucleic
Acid - Johnson et al., 2004) probak, stb. mellett a legtobb mdodszer magaba foglalja a
célszekvencia felszaporitdsit (PCR), majd ezt kovetéen a szekvencidk
megkiilonboztetésére szolgdlo restrikcids enzimek, vagy oligonukleotid probak
alkalmazasat (Landegren et al., 2018). Oligonukleotid probakat alkalmazé
genotipizalast hasznalnak a kiilonféle DNS-chipek (OLA: Oligonucleotide Ligation
Assay, Black et al., 2006) esetén. Ezek az eljarasok nagy ateresztoképességiiek és
valtozatos vizsgalati formak. A 2000-es évek ota tobbféle proba tipus is elterjedt az
SNP genotipizalasokra, mint a padlock probak (Baner et al., 2003), vagy a cirkularis
oligonukleotid probak (Pickering et al., 2002) alkalmazasa. Az oligonukleotid ligalast
hasznalé moddszerek mellett kiilon csoportot alkotnak a primer extenziora alapuld
eljarasok, melyek a hibridizalasnal pontosabb genotipizalasi lehetdséget nyujtanak.
Primer extenzios jelolés detektalasan alapul a piroszekvenalas (Ronaghi et al., 1998),
a kiilonféle fluoreszcens polarizaciora €piil6 modszerek (Hsu et al., 2001; Jameson &
Ross, 2010), a SnapShot kitek hasznélata, valamint kiilonféle DNS-chipes mddszerek
(Gabriel & Ziaugra, 2004; Tebbutt et al., 2004; Podder et al. 2008; stb.) is. Az SNP
markerek 6roklodd, kodominans markerek, melyek kimutatdsi protokollja joval
konnyebben standardizalhatd az egyes laboratoriumok kozott, mint példaul a
mikroszatelliteké, viszont az allél diverzitasuk jelentdsen Kisebb (Freamo et al.; 2011).
Az SNP-k tobbnyire csak 2 allélosak, szemben a rendkiviil polimorf mikroszatellit
ismétlédésekkel, ahol halak esetében akar 20-30 allél is kimutathatd egy-egy
populaciobol. Ennek koszonhetéen azonos felbontasti vizsgalathoz joval nagyobb
szamU SNP vizsgalatara van sziikség, mint mikroszatellitre. A kisebb allél diverzitas
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ellenére az SNP markerek végkimenetele igen nagy mennyiségii adat, melyek
kiértékelése joval bonyolultabb, mint a mikroszatellit adatok elemzése.

2.4.7 Mitokondrialis DNS markerek

A mikroszatellitek mellett kutataisom masik alapja a mitokondrialis genom
szekvencia elemzései, ¢és alkalmazasuk molekularis genetikai markerként. A
mitokondrialis markerek népszeriiségét j0l mutatja, hogy mar 2015-ben is tobb, mint
5300 komplett mitokondrialis genom volt elérhetd a Genebank adatbazisaban. Az els6
nem virus genom IS, amit megszekvenaltak, mitokondrialis DNS volt, méghozza a
human 1981-ben (Anderson et al., 1981). Az allatok szervezetében a mitokondriumnak
szamos szerepe van, tobbek kozott részt vesz a sejt metabolizmusban, az apoptozisban,
szerepet jatszik az Oregedésben és betegségek kialakulasaban (Boore, 1999). Az
emlésokben 15 500-16 800 bp hosszu, tobbnyire ugyanazt a 37 gént kodold genom (2
rRNS, 22 tRNS ¢és 13 polipeptid) 10-tdl tobb ezer kopiaban fordulhat eld a sejtekben
(7. abra). A nagy kopiaszam miatt a korabban felsorolt élettani hatasokat okozod
mutaciok sokaig halmozdodnak, mire lathatova valik hatasuk (Burger et al., 2003).

Ponty (Cyprinus carpio carpio)

mtDNS

ATPase &
ATPase B

7. abra: A ponty (Cyprinus carpio carpio) mitokondrialis genom szerkezete (Chang
etal., 1994)

A molekula cirkularis, rendkiviil ritka esetekben - példaul néhany alga és
meduza fajnal - linearis (Bridge et al., 1992; Vahrenholz et al., 1993; Kayal et al.,
2011). A haploid mitokondrialis genom (7. abra), szemben a nuklearis genommal,
anyai oOroklodést kovet. Bar a megtermékenyitéskor még jelen van az apai
mitokondrium, a zigbtdkban eliminalddik, és a tovabbiakban az utodokban mar csak
az anyai mitokondrium talalhaté meg (Ankel-Simons & Cummins, 1996). Szintén a
mitokondrialis genom sajatossaga, hogy joval nagyobb evolicios rataval rendelkezik,
mint a nuklearis genom. A magasabbrendi gerincesekben 6tszor nagyobb a mutacios
rataja, mint a sejtmagi genomé (Brown et al., 1974), kdszonhetéen példaul az oxigén
redukci6 soran keletkezd szabadgyokoknek (Lagouge & Larson, 2013), és a hiszton
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védelem hidnyanak (Ballard & Whitlock, 2004). Nem rekombinalédik, igy kivalod
eszkoze a kiilonféle filogenetikai kutatdsoknak. Tovabbi elénye a nuklearis
markerekkel szemben az intronok hianya (Herbert et al., 2003).

A mitokondrium maternalis 6roklodésének korabban feltételezett oka, hogy a
megtermékenyités sordn a himivarsejt nyaki része, mely a mitokondrium-allomanyt
tartalmazza, nem jut be a petesejtbe, vagy ha be is jut, mint a halak esetében, az anyai
mitokondrialis DNS mennyiségi talsulya miatt nem detektdlhatdé (Hutchison et al.,
1974). Ezt az elméletet a késObbiekben feliilirtak, mikor rajottek, hogy az apai
2003). A mitokondridlis genomhoz kotik a kutatok az Un. ,,anyaatok” jelenséget is
(Wolff & Gemmel, 2013), melynek alapja, hogy a mitokondrialis genomban
felhalmoz6dd mutaciok sulyosabb hatassal vannak a himekre, azokban a specialis
gének expresszidjat jobban befolydsoljak (Ballard & Pichaud, 2014). Specidlis
oroklodése miatt teljeskort populacidgenetikai diverzitasvizsgalatra Gnmagéaban ez a
marker tipus sem alkalmas, azonban a fajok azonositasara, kiillonb6z6 vérvonalak,
Igazoltak, hogy a mitokondrialis diverzitas az allozim markereknél jobban tiikrozi az
effektiv populacio méretet, illetve valtozatai jol reflektdlnak az adaptiv evoluciora
(Nabholz et al., 2007). Kimutatasuk korabban restrikcios hasitasi helyek vizsgalata
alapjan tortént (PCR-RFLP), napjainkban azonban legaltalanosabban PCR-t kovetd
direkt szekvenalasi reakcidval végzik. Halak esetében a populdcidgenetika teriiletén a
harom leggyakrabban vizsgalt régido a mitokondridlis genom nem ko6dold kontroll
régidja a D-loop régio, a Citokrom b és a Citokrom oxidaz 1 gének. Utdbbi kett6 az
oxidativ foszforilacioért felelés génkomplexum részei. Kezdetben leggyakrabban a
kutatok a D-loop régiot vizsgaltdk, mely a mitokondridlis genomban lezajlo
transzkripcidt, replikaciot €s inicidciot is szabdlyozo régid, és egyben a legnagyobb
nem kodolé DNS szakasz a molekulan. Ez utobbinak koszonhetden ez a szakasz
mutatja a legnagyobb szekvencia valtozatossagot is (Billington & Hebert, 1991).

2.5. Molekularis genetikai markerek alkalmazasa az akvakulturaban és
természetes vizi allomanyok vizsgalataban

A molekuléris genetikai vizsgélatok viszonylag hamar elterjedtek a halas
kutatasokban (Sick, 1961; Ligny, 1969; Ward & Grewe, 1994). Ahogy korabban a
markereket taglalo fejezetben is emlitettem, a halak esetében is elsdként a kiilonb6z6
enzim valtozatokkal, az un. alloenzimekkel végzett vizsgalatok jelentek meg.
ElsOsorban fajok, valamint populaciok kozotti diverzitast vizsgaltak veliik (May et al.,
1980; Taggart et al., 1980; Tessier et al., 1995; Stockwell et al., 1996), de mar ekkor
felismerték a modszer korlatait, ugymint a nem kellden magas polimorfizmus, igy az
1d6 eldrehaladtaval més genetikai markerek kertiltek el6térbe. Az allozim vizsgéalatok
a populaciogenetikaban csak, mint kiegészit6 vizsgalatok maradtak meg. Hasonloképp
népszerit modszer Volt, elsésorban populacid genetikai diverzitas és géntérképezési
vizsgalatokhoz, a 90-es évektdl, st még a 2000-es évek elején is, a RAPD modszer.
1993-ban Bardacki és munkatarsa nilusi tilapian (Oreochromis niloticus) végeztek
diverzitasvizsgélatot veliik. Bar a RAPD markerek alkalmasak voltak a populdciok
elkiilonitésére, de nem minden valtozat esetén. A nilusi tilapia valtozatok
elkiilonitésére a mitokondrialis genom vizsgalata hatékonyabbnak bizonyult.
Onmagaban tehat a RAPD markerek sem bizonyultak elegendének a tildpia esetén,
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viszont a mitokondrialis genom vizsgalata, tekintve maternalis 6roklédését, a hibrid
vonalak elkiilonitésének esetében bizonyult hasznalhatatlannak. A megoldast a két
modszer egyiittes hasznalata jelentette, mert egylitt mar alkalmasnak bizonyultak a
fajok, alfajok és hibridek elkiilonitésére is (Bardacki & Skibinski, 1994). A RAPD
markerekkel egytitt kezdett elterjedni a PCR alapi RFLP markerek hasznélata is,
elsGsorban a mitokondrialis genom génjeinek hasitasi helyeit vizsgalva (Hansen et al.,
1995; Toline & Baker, 1995; Taylor et al., 1997; Imsiridou et al., 1998; Mesquita et
al., 2000; Madeira et al., 2005). A technikat tobb esetben korabbi allozimes vizsgalatok
kiegészitéseként, illetve eredményeiknek megerdsitéseként alkalmaztak a kutatok
(Toline & Baker, 1995; Triantafyllidis et al., 1999). Legtobbszor az eredmények
alatamasztottak az allozimek altal meghatarozott differencialtsagot (Triantafyllidis et
al., 1999), valamint bebizonyosodott, hogy a PCR-RFLP markerek a kozelebbi
taxonomiai csoportok elkiilonitésére alkalmasabb eszkozoknek —bizonyulnak
(Imsiridou et al., 1998). A PCR alapu restrikcios vizsgalat Magyarorszagon is elterjedt
molekularis moddszer. Itthon PCR-RFLP markerekkel vizsgéltak tobbek kozott
természetesvizi, és tenyésztett sebes pisztrang (Salmo trutta m. fario) allomanyokat
(Osz et al., 2018), a szarvasi Halaszati Kutatointézet génbankjaban fenntartott dunai-
és tiszai vadponty vonalakat (Lehoczky et al., 2005), és eurdpai angolna (Anguilla
anguilla) ivadékokat is (Kolics et al., 2015). Mig a magasabb taxondémiai egységek
kozotti elkiilonitésekben a PCR-RFLP megjelenése okozott igazi attorést, addig a
populaciok ¢és egyedek kozotti differencidltsag szintjén a mikroszatellit markerek
megjelenése bizonyult uttéré modszernek. Hallerman és Beckmann (1988) egy atfogd
tanulmanyt adott ki a haltudoményok teriiletén alkalmazott DNS szintii polimorfizmus
vizsgélatokrol. Ebben tobbek kozott kiemelik, hogy a halas szakmdban az
ezredfordulon a markereken alapuld gyakorlati modszerek alkalmazdsa még mindig
nem volt tal gyakori, és el6szor emlitették meg a mikroszatellitek adaptalasanak
lehetéségét a halas kutatasokba. 1993-ban az elsdk kozott Estoup és munkatarsai
(1993) sebes pisztrangon vizsgaltak az 0j marker tipusok alkalmazhatosagat, majd
késébb bovitett eredményeiket korabbi allozimes vizsgalataikkal is sszevetették, ahol
a magasabb mutacids rataval rendelkezd mikroszatellitek joval nagyobb diverzitast
tartak fel a populaciok kozott (Estoup et al., 1998). A sebes pisztrang mellett, a
lazacfélék egy masik faja, a szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) is az els6
mikroszatellitekkel vizsgalt halfajok kozott volt. O’Connell és munkatarsai (1996) az
Ontario toban fellelhetd populacidk genetikai differencialtsagat vizsgaltak. Kutatasaik
alapjan 1997-ben O’Conell és Wright kozosen publikaltak az els6 attekint6 cikket a
mikroszatellit markerek hasznélatardl halakon. Még ebben az évben megjelent egy
masik munka, melyben pontyok genetikai diverzitasvizsgalatahoz izolaltak és
alkalmaztak mikroszatellit markereket (Crooijmans et al., 1997). A kutatasuk soran
izolalt mikroszetellit szett tagjait a késébbiekben tobb a pontyokon, illetve
pontyféléken végzett genetikai diverzitasvizsgalat soran alkalmaztik és alkalmazzak
napjainkig (Ludanny et al., 2010; Janson et al., 2015; Yadav et al., 2020). K&ztiik hazai
kutatasokban is (Bartfai et al., 2003; Lehoczky et al., 2005). Azt, hogy a modszer
milyen gyorsan terjedt a halas vizsgalatokban, jol bizonyitja DeWoody 2000-ben, alig
3 évvel az els6 halas mikroszatellit vizsgéalatok utan megjelent attekintd publikacidja,
amiben az adatbazisok alapjan mar akkor 73 relevans publikaciot talalt. Ezekben
egyiittesen tobb, mint 500 markert alkalmaztak (DeWoody & Avise, 2000). A 2000-
es évekbe 1épve mar komplexebb problémak megoldésara is elkezdték vizsgalni ennek
a markertipusnak az alkalmazhatosagat halak esetén. Hansen és munkatarsai 2001-ben
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mikroszatellit adatok alapjan kerestek elemzési modszercket, amelyekkel egy-egy
szarmazasat tekintve ismeretlen egyed valamely populacidba besorolhat6. Vizsgalatuk
nyoman egy, a populdciogenetika teriiletén jol hasznalhaté modszertan sziiletett.
Mccusker és Bentzen (2010) pedig azt vizsgaltak, milyen Osszefiiggések talalhatdak
szakirodalmi attekintés alapjan a mitokondridlis és mikroszatellit diverzitasi adatok,
¢s egy-egy haldlloméany tényleges mérete kozott. Megfigyeléseik alapjan, mig a
tengeri halaknal a mikroszatellitekkel mértek magasabb diverzitasi értékeket, addig
édesvizi fajok esetében a mitokondridlis genombol szarmazé adatok hoztak magasabb
diverzitasi értékeket. Magyarorszagon a korabban emlitett pontyokon tortént
vizsgalatokon feliil, tobbek kozott sebes pisztrangokon (Osz et al., 2018), siilldn
(Sander lucioperca) (Kanainé et al., 2019a) és afrikai harcsan (Clarias gariepinus)
(Kanainé et al., 2019b) is végeztek mikroszatellit teszteket. 2019-ben egy szlovak
kutatocsoport (Pekarik et al., 2019) gyijtott tobbek kozott a Duna hazai és szlovak
szakaszarol kecsege mintakat, hogy felmérjék a napjainkra veszélyeztetett, a Vaskapu
megépiilése Ota a tokfélék koziil a Dunaban legnagyobb szamban fellelhet6 halfaj, vad-
¢és tenyésztett allomanyainak genetikai diverzitasat. A Citokrom b (Cyt.B) és a
Citokrom oxidaz 1 (Co.l.) a halak populacio genetikai vizsgalataiban a kontroll régio
(D-loop) mellett leggyakrabban markerként alkalmazott szekvenciak. Mig azonban a
kontroll régiot inkabb populaciok kozott és azokon beliil, az egyedek kozti diverzitas
mérésére, a haplotipusok elkiilonitésére alkalmazzak, addig a Cyt.B és a Co.l.
magasabb taxonomoiai szintli vizsgéalatokban kap példaul fajtaazonositd szerepet
(Tobe et al.,, 2009). A mitokondrialis genom diverzitasat vizsgald modszerek
kezdetben elsésorban PCR-RFLP modszereken alapultak. Avise és munkatarsai
angolnak genetikai diverzitasat vizsgaltdk a mitokondridlis genom restrikcios
valtozatai alapjan. A katadrom életciklust folytatd hal esetében, bar a foldrajzi
tavolsagokbol addddan szamitananak ra, mégsem volt nagy a differencidltsdg a
populaciok kozott (Avise et al., 1986). Akarcsak a mikroszatelliteknél, a lazacfélékhez
tartozo pisztrangok, a mitokondrium alapt populacidgenetikai vizsgalatokban is
elsdként keriiltek a kutatok latcsovébe. 1992-ben Bernatchez és munkatéarsai elsdk
kozott alkalmaztak a  kontroll régi6 (D-loop) szekvenalasat genetikai
diverzitasvizsgalatra sebes pisztrangoknal. A fenotipus és filogenetika kozotti
kapcsolatok felderitése mellett arra is kivancsiak voltak, hogy a PCR alapu
szekvenalassal kapott eredmények mekkora dsszehangban allnak a korabbi allozim
alapt vizsgalataikkal. A két modszer kozotti atfedés megerdsitette a mitokondridlis
marker alkalmazhatosagat a diverzitas-vizsgalatra is. A PCR-t kovetd szekvenalas a
diverzitas-vizsgalatok mellett kivalo eszkoze a faj azonositasnak is (Balitzki-Korte et
al., 2005). Bernatchezék kés6bb a PCR-RFLP modszerrel vetették 6ssze a szekvenalas
alapu technikat pataki szajbling (Salvelinus fontinalis) vizsgalata kozben. Erdekes,
hogy ebben az esetben a mérdszamok feleakkora diverzitast mutattak ki, mint az RFLP
esetén (Bernatchez & Danzmann, 1993). A két eljaras kozotti kiillonbségeket, és
alkalmazasukban rejlé lehetdségeket jol bemutatja és Osszehasonlitja egy 2009-es
attekintés (Teletchea, 2009). Teletchea munkaja 153 cikk alapjan veti 6ssze a halas
kutatasokban alkalmazott markereket. A vizsgalt régiok megoszlasaban magasan a
mitokondrialis genom Citokrom b régioja allt, mint a legtobbet elemzett a markerek
kozott. A 2007-ig tartd idészakban az irodalmi adatok alapjan a taxondmiai
azonositasokhoz is a leggyakoribb technika a PCR-RFLP, majd a PCR-t kovetd
szekvenalas. A két eljaras elsdésorban nem egymas helyettesitésére, hanem inkabb
kiegészitésére szolgal, hiszen mig az RFLP mddszer gyors és olcso detektaldst tesz
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lehetévé, addig a szekvenalas alapi markerezés az eredményezett adatmennyiséggel
mulja feliil a masikat. Ezek a médszerek nemcsak a mitokondrialis, hanem a nukledris
genom vizsgalatara is hatékonyan alkalmazhatéak, igy példaul a PCR-RFLP remekiil
alkalmazhat6 hibridizaciok kimutatasara (Sriphairoj et al., 2018), mig a szekvenalas
uj allélok, génvaltozatok keresését teszi lehetdve.

2.6. Populaciogenetikai szamitasok a genetikai diverzitas felméréséhez

Akarcsak a molekularis genetikai markerek megvalasztdsakor, az adatok
kiértékeléséhez sziikséges kiilonbozé szoftverek, statisztikai alkalmazasok és
alkalmazott matematikai modellek megvalasztasakor is koriiltekintéen kell eljarnunk.
Mivel jelen munka soran a mitokondridlis és mikroszatellit markerekkel elsdsorban
populacidkon beliili, és azok kozotti Osszefiiggéseket vizsgaltunk, igy ebben a
fejezetben elsOsorban az ezek értékeléséhez sziikséges moddszereket, és a hozzajuk
kapcsolodd mérdszamokat tekintem at. Az alabbi moddszerek tehat elsGsorban a
dolgozatban is alkalmazott mikroszatellit és mitokondridlis markerekhez kothetdek.
Mig a mikroszatellitek esetében a valtozatossagot az egyes lokuszokhoz tartozo
allélméretek, addig a mitokondrialis markereknél kdzvetleniil a bazis polimorfizmusok
adjak, és az ezek alapjan meghatarozott haplotipus csoportok képezik a f6 elemzési
egységeket. A kivalasztott modszerek alkalmazhatosagat a kiilonb6z6 halfajokban
korabbi vizsgalatok is alatdmasztottak (Liu & Cordes, 2004).

2.6.1. Populacidgenetikai szamitasok a mikroszatellit markereknél

A molekuldris genetikai markerekkel nyert adatokbdl, a mikroszatellit
markerek esetén az elsé 1épés a lokuszonkénti allélok szamanak és frekvencidjanak
meghatarozasa, melybdl aztdn a heterozigozitasi értékek kiszamithatéak. Az
allélméretek meghatarozasa egy kritikus pont a mikroszatellit vizsgalatok esetében. A
rosszul meghatarozott genotipus az allélméretek alapjan kihat az all¢lgyakorisagra és
frekvenciara, ezaltal a heterozigozitas mértékére. A rosszul meghatarozott homozigota
arany pedig hat a Hardy-Weinberg egyenstlyra, és a beltenyésztettség szintjére (Bonin
et al., 2004). A polimorf informéacios tartalom (PIC érték) annak a valosziniiségét irja
le, hogy egy adott utdodban az anyai ¢€s apai eredetli allélok egyértelmiien
azonosithatoak. Ertéke az allélszamok és a megfigyelt allél gyakorisagok alapjan a
kovetkezd képlettel szamithato ki:

n-1 n
PIC=1-pt=> > 2p?p3
7 i=1 j=i+1

, ahol pi az i-edik allél frekvenciaja, ji a j-edik allél frekvenciaja, n pedig az allélszam.
Ha értéke 0,5 folotti tartomanyba esik, az adott marker nagyon informativ, 0,2 és 0,5
kozott mérsékelten, mig 0,2 alatt kevéssé informativ (Botstein et al., 1980). Utobbi
tartomanyba esd¢ markereket dnmagukban, vagy kevés marker esetén nem érdemes
diverzitasvizsgalathoz alkalmazni. A heterozigozitas, vagy Nei-féle géndiverzitas
mérészama annak a valdsziniiségét mutatja, hogy tetszéleges 16kuszon a populaciobol
két véletlenszertien kivalasztott allél kiilonbozik. Egy alland6 nagysagl populacidban
egy semleges lokusz vart heterozigozitasat a kovetkezo képlet adja meg

4 Nv/(4Nv + 1)
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, ahol N az effektiv populacio méret, v pedig a generacionkénti mutacios rata per 10kusz
(Kimura, 1968). A heterozigdta egyedek jelenlétének fontossaga egy populacioban
mar az allozim vizsgélatok 6ta ismert, ahol tobb fehérje vizsgalata soran is pozitiv
korrelaciot mutattak ki a heterozigozitas és egyes fenotipusos tulajdonsagok kozott
(Mitton & Grant, 1984). A heterozigozitasi szint és a populaciokat jellemzé fitnesz
Osszefiiggésének mutatdja a HFC (heterozygosity-fitness correlations) érték. Az érték
arra a hipotézisre ad valaszt, mely szerint a heterozigota 10kuszok nem véletleniil
parosodnak a fitneszhez kapcsolt lokuszokkal (Chapman et al., 2009). Egy
populacidban a biotikus tényezok, mint az életkor, fejlédési stadium, stb. mellett a
heterozigozitds, ¢€s a populdciokban megjelend kedvezd tulajdonsdgok kozotti
Osszefiiggés alakitja ki a heterozigdta folényt. A lecsokkent heterozigotak és
megndvekedett homozigotak ardnyabol fakado beltenyésztettség egy populacioban
annak 6sszeomlasahoz vezethet (Wang et al., 2001).

A vart (He) és becsiilt (Ho) értékébdl tudunk kovetkeztetni egy populécio
Hardy-Weinberg egyenstlyhoz valo viszonyara (HWE). A Hardy-Weinberg modell,
az idealis populacié modellje a populacidégenetikaban, ami referencia pontként szolgal,
¢s ami alapjan a populacid genetikai hatterére hato tényezok hatasai felismerhetdek és
megbecsiilhetéek (Mayo, 2008). A Hardy-Weinberg szabalyt, mely az idealis
populacid allapotat jellemzi, egymastol fiiggetleniil 1908-ban irta le Hardy (Hardy,
1908) és Weinberg (Weinberg, 1908). Munkaik alapjan az idealis populacid
kritériumai a végtelen nagy egyedszam, a véletlenszert szaporodas, valamint a kiilso
¢s belsé hatasok, mint mutacio, szelekcid és migracid hianya, igy az allélgyakorisag
generaciordl generaciora allandé marad. A valosagban minden pontnak megfeleld
populacié nem létezik. A kiils6 hatasok altal egy populacioba bejuto allélok mellett, a
mutaciok soran allél-keletkezéssel is megjelenhetnek mérhet6 kiilonbségek. Az ilyen
bazis kiilonbségek alapjan szekvenalassal azonositott ortolog génekbdl, akar evolicios
hatasokra is kovetkeztethetiink (Albalat & Canestro, 2016).

A populacidkban az id6 sordn lokuszonként felhalmozodo allélkiilonbségek
alapjan 1972-ben Nei meghatarozta a genetikai tdvolsdg mérészamat (D) (Nei, 1972).
A genetikai tavolsag Nei-féle értéke altalaban 0 €s 1 kozé esik. Minél kozelebbi értéket
vesz fel a nulldhoz, annal alacsonyabb a differencialtsag a parba allitott populaciok
kozott. A populaciok differencialtsaganak mérésére szolgal az tin. fixacios index, vagy
masnéven Wright-féle F-statisztika értéke is (Wright, 1922). Az index harom variancia
értékbol épiil fel, a populaciok kozotti (Fst), a populacion beliili (Fis) és a teljes
genetikai varianciabol (Fit), mely értékek tulajdonképpen a populacidk heterozigota
és homozigota egyedeinek gyakorisagara épiilnek. A modszernek napjainkra tobb
Kiterjesztett, és vizsgalat specifikus valtozata jelent meg. Az elsé kiterjesztett valtozat
Nei nevéhez kothetd. Az altala meghatarozott Gst tulajdonképpen tobb 10kusz esetén
az 0sszes allél Fst értékének medianja (Nei, 1973). Ezt kovette idérendi sorrendben a
nagyon variabilis mikroszatellit marker eredmények elemzéséhez a Slatkin éltal kozolt
Rst érték (Slatkin, 1995). Utobbi alkalmazasa nem terjedt el annyira, mint az Fst vagy
a Gst altal mért differencialtsag. Mivel ezek pontossaga tobb attekinté munka alapjan
megkérddjelezhetd (Heller & Siegismund, 2008; Liang et al., 2015), a minél egzaktabb
eredmény eléréséhez jelentek meg olyan korrigacios értékek, mint a Jost-féle *D’ érték
(Jost, 2008).
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2.6.2. Populaciogenetikai szamitasok a mitokondridlis markereknél

A mitokondrialis markerek szekvencia analizise alapjan szamitott szekvencia
diverzitas, és a polimorf populacidk szamabdl hatdrozhatjuk meg a populacidkat
jellemz6 nukleotid diverzitas () értékét, az alabbi képlet alapjan

mn=mn"/L

, ahol L a poziciok szama, n* pedig a szekvencia diverzitas értéke, ami a szekvenciak
szama és a szekvencia paronkénti genetikai tavolsag értékébol szamithato Ki

T " nn-1) b

i<j

ahol n a szekvencia szam, djjaz i és j szekvenciak kozotti genetikai tavolsag (Nei &
Li, 1979).

A genetikai tavolsdgok szemléltetésére késziilnek a kiilonb6zd taxonomoiai
egységek kapcsolatat bemutato torzsfak (phylogram) és kladogramok (Platnick, 1977).
A kladogram a filogenetikai fak olyan valtozata, mely csak a rokonsagi kapcsolatokat
fedi fel, evoltcids informacidval nem rendelkezik, mivel az 4ghossz nem informativ.
A torzsfak segitenek az evolucios folyamatokat felderitd modszerek eredményeit
alatdmasztani, azokat egy iddskalan elhelyezni. Az allélikus marker adatok alapjan
készitett legelterjedtebben hasznalt tavolsag alapi modell az Gn. Neigbour Joining
(NJ) modell (Saitou & Nei, 1987), mely paronként szamitott genetikai tavolsagok
alapjan éptl fel. Mindig a legkdzelebbi csoportokat (egyedeket) vonja Gssze és ez
alapjan képezi le a torzsfat. A tavolsag alapu kovetkeztetéssel dolgozd moddszerekkel
szemben a karakter alapimodszerek (szekvencia) evolucios modellek felallitasara is
alkalmasak (Kapli et al., 2020). Ezek koziil a kovetkeztetési modszerek koziil a
leggyakrabban alkalmazottak a Maximum Likelihood (ML), ami az adathalmaz
alapjan a legvalosziniibb modellt abrazolja, a Maximum Parsimony (MP), ami a
legkevesebb karaktervaltozassal létrehozhato fat allitja fel, és a Bayesian inference
(Bi), mely egy feltételezett valoszinliség és annak ellenkezdjét veti 6ssze. A megfeleld
modell kivalasztasdhoz figyelembe kell venni a szekvencia adatokat. Bar az egyes
filogenetikai szoftverekkel a Maximum Parsimony alapjan generdlt fa gyorsan
elkésziil, csak megfeleld hosszlisagu, és back, illetve parallel mutaciot nem tartalmazo
szekvenciakat tud helyesen abrazolni. Ezzel szemben a Maximum Likelihood és a
Bayesian modszer sokkal tobbféle adatot tud elemezni, azonban joval iddigényesebb,
¢s mindkét modszer esetén tigyelni kell a megfelelé szubsztitucidos modell (1, 2 vagy
tobb paraméteres modell) kivalasztasara (Yang & Rannala, 2012). Az ezekkel a
modszerekkel dolgozd szoftverek valoszinliség szamitason alapulnak, és a torzsfak
létrehozasakor minden lehetséges fat felallitanak, majd azt fogadjak el, melyhez a
legkevesebb mutacio feltételezhetd. A genetikai valtozatossdg alapjan épitett
filogenetikai halozatok esetén, ha taxondémiai kapcsolatokat szeretnénk vizsgalni,
szem elott kell tartani annak az esélyét, hogy a két taxon kozotti kozos 0stdl szarmazo
polimorfitas elébb rogziilt, minthogy a két faj elkiiloniilt volna egymastol, de a fa
értelmezésekor megtévesztd lehet a tobbszords szubsztiticio is.
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A populécidkat jellemz6 demografiai valtozasok szamszertisitésére a Tajima-
D ¢és a Fu-féle Fs értékeit hasznaltuk. A Tajima-D érték a vizsgalt populacié egyedeit
parokba allitja és a parok differencidltsagat veti 0ssze a szegregald helyek szamaval.
A negativ érték pozitiv szelekciora utalhat a populacidban, esetleg ndvekvé populécio
méretre, mig a negativ értékbol, ami azt jelenti, hogy alacsony a kis és nagy
frekvencidval rendelkezd polimorf bazisok szama, természetes szelekciora ¢és
csokkend populacido méretre kovetkeztethetiink (Tajima, 1989). Mig a Tajima-D a
szegregacios helyek szdman alapszik, addig a Fu-féle Fs érték esetében a haplotipusok

crer

populacidban (Fu, 1997).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Mintagytjtés

A mintavételezés soran a vizsgalt 3 halfaj (garda, kosiilld, eziistkardsz) minden
egyedétdl egy nagyjabol 1-2 cm? nagysagli szdvet darab keriilt begylijtésre a
farokuszobol. Kosiill esetén 118 minta, garda esetén 128 minta, az ezlistkardsz esetén
pedig 132 minta keriilt felhasznalasra. A mintavételek helyét és a halak befogasi
modjat az aldbbi 1. szamu tablazat ismerteti. Az elektromos halaszgéppel mintat vevo
kolléga rendelkezett az ehhez a mintdzasi modszerhez sziikséges engedélyekkel.

1. tablazat: A dolgozatban vizsgalt fajok mintavételi helye, annak modszere, és a
mintaszamok teriileti megoszlasa

Faj Orszag Ml;]l;?;gtel Mintazasi modszer Mintaszam
Balaton Balaton: 72 db
Késlls Duna. Duna: 34 db
(Sander | Magyarorszag Tisza éé a Horgaszat Tisza és Holt-Ko6ros: 12
volgensis) Holt-Kéros db
Osszesen: 118 db
Balaton Balaton: 54 db
Garda Magvarorsza (Eeli?(,)s ’ Angolna csapda (Bal- Fert6: 23 db
(elecus | "0 elorszig | (Hun), | Hum), Panelhdlé (Fert- [ Visztula-lagina: 48 db
cultratus) gy & Visztul,a Hun), Visztula-lagina
lagtna(Po) Osszesen: 128 db
Balaton .,
(Sidfok), Balaton (Siofok): 29 db
Bala,t,pr,l,l . Kanyavar: 17 db
vizgyijtok: 6. 18 db
Kényavar _ ggg' ” e
5 Oszodi-berek: 19
Ezsiitkarasz (Kv), Ingb | b nelhalé (Sifok, I
, (In), . Siéfok-Toreki: 19 db
(Carassius Magvarorsza Oszd- Hogyész) Elektromos Héavész: 30 db
auratus £y & iberek halaszgép (Kv, In, Ob, ogyesz:
Si6fok-
Toreki Osszesen: 132 db
(To)
Hogyészi
tavak

Az allatokat minden esetben 2-fenoxietanollal altattam a szovetek begyiijtése el6tt. A

mintavételezés utan a szovetdarabok

abszolut etanolt tartalmazé 1,5 ml-es

centrifugacsovekbe keriiltek, majd tovabbi felhasznalasig -20 C°-on taroltam 6ket.
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3.2 DNS izolalas

A DNS izolalas E.Z.N.A szoveti DNS izolalo kit (Omega Bio-tek, Norcross,
GA, USA) hasznalataval tortént a gyartd protokollja alapjan. A DNS toredezettségét
eloszor agardz gélelektroforézissel ellendriztem. A 1,5%-os toménységli agardzt
(SeaKem LE Agarose, Lonza), a 0,5 ug/ml interkalalodo etidium bromidot, és a TBE
puffert (890 mM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS), 890 mM Boérsav, 20 mM
Etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA)) tartalmazo gélen valasztottam el a mintanként 5-5
pul DNS-t CleaverScientific tipusa kadban. A DNS mindségét géldokumentacios
rendszerben, UV fény alatt ellendriztem a gélen. A DNS koncentraciokat és tisztasagat
Implen tipust spektrofotométerrel hatdroztam meg, €s a kapott koncentraciok alapjan
a tomény DNS-t 50 ng/ul toménységre higitottam.

3.3 Mikroszatellit vizsgalatok

Az 50 ng/ul toménységli DNS-b6l a vizsgalni kivant szakaszt polimeraz
lancreakcidoval (PCR) szaporitottam fel, azonban a reakcié koriilmények vizsgalt
fajonként, markertipusonként €s primer paronként is eltéréek voltak. A PCR soran
hasznalt markertipusokat és primer parokat a 2., a reakcio koriilményeket pedig a
3. tablazat szemlélteti. A reakciokat minden esetben 25 ul végtérfogatban végeztem el
3-szor 32-es blokku ProFlex (Applied biosystems, Waltham (USA)), illetve 2 darab
48-as blokkal rendelkezé ESCO (Escoglobal, Szingaptr) PCR késziilék hasznalataval.
A PCR-ek sikerességét a mikroszatellit markerek esetén 2%-0s, mig a mitokondrialis
markerek esetén 1,5 %-os agardz gélen ellendriztem. Az agardz gélelektroforézis soran
a PCR termékekbdl 5-5 pl-t futtattam meg, hogy ellenérizzem nem szaporodott-e fel
altermék és megfelelden zajlott-e le a PCR.
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. tablazat: A vizsgalatok soran alkalmazott markertipusok és primer parok bemutatasa fajonként

Faj Nl?;ll::r Primer Primer szekvencia Ismétlodo régio Forras
F: TGTTTGTCAGCGTCAAGAGG
MSL-1 (CA)® Kohlmann & Kersten
R: TTCCGCTCCAACATATCACA 2008
F: CAGAATCACGCAAGCACTC 25
MS 701 (AC)
R: AGTTGTGCGATGGACTAATGT
) ) F: TGTTCTGGTTTATCTGTTTTGAA
Késiills Mikroszatellit MS 704 (GT)%
Osullo R: TCTTCGCTGCTTATAGTCTGC L
(Sander F: CATTGATGCCTGTAGCAAGTT Kénainé et al. 2019
volgensis) MS 404 : (TG)*
R: CTCAGTAATCTTCCAGGGAGC
F: GTCTCAGGTCGTTGGCATAG
MS 395 (AC)*
R: CATGGGATTACAACTCTGCTG
) o F: TCACCCCTGGCTCCCAAAGC .
Mitokondriélis D-loop Liu et al. 2002
R: CTAGGACTCATCTTAGCATCTTCAGTG -
Garda F: TCACCCCTGGCTCCCAAAGC )
(Pelecus Mitokondriélis D-loop Liu et al. 2002
cultratus) R: CTAGGACTCATCTTAGCATCTTCAGTG _
F: TCACCCCTGGCTCCCAAAGC .
D-loop Liu et al. 2002
EzUstkarasz R: CTAGGACTCATCTTAGCATCTTCAGTG -
(Carassius Mitokondrialis CytB. F: GAAGGCGGTCATCATAACTAG Bottero et al. 2003
ayrat.us R: GTTTGTTTTCTAACCCGATCAATG -
gibelio) F: TTCTCCACCAACCACAARGAYATYGG
Co. I. lvanova et al. 2007
R: CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA -




3. tablazat: A vizsgalatok soran alkalmazott PCR koriilmények ismertetése fajonként

Oligonukle
10X -es otid
. . . h \ L1 1 .
Faj |Marker tipus | Primer Fl"i Lree | (NH):S04 (;:gn(f;;) (2(2 ;IHI;D primerek (RE‘}D ;fg:ﬁ‘:‘l’:t (‘;'zl;ll:;s’
J Puffer } ” 6w |
(F/R)
MSL-1 VIC 2,5 ul 1,5l 1,5 pl 0,5 ul 0,2 pl 50C° 45
MS 701 PET 2,5 ul 1,5l 2 pl 0,5 pl 0,2 ul 55C° 45
Kosiillo . . o
Mikroszatellit MS 704 PET 2 pl 2 pl 1,5l 0,5 pl 0,2 ul 60C 42
(Sander
volgensis .
) MS 404 PET 2,5 ul 2 pl 2 pl 0,5 pl 0,2 ul 55C 45
MS 395 PET 2,5 ul 1,5l 2 pl 0,5 pl 0,2 ul 55C° 45
Mitokondrialis| Crmt D-loop - 2,5 ul 2 ul 2 ul 0,5 ul 0,2 pul 52C° 35
Garda
(Pelecus |Mitokondridlis| Crmt D-loop - 2,5 pl 2 ul 1,5 pl 0,5 pl 0,5 ul 52C° 35
cultratus)
Ezlstkara Crmt D-loop - 2,5l 2 ul 2 ul 0,5 pl 0,2 ul 52cC° 35
sz
(Carassius| Mitokondrialis Cyt B. - 2,5l 2 ul 2 ul 0,5 pl 0,2 ul 52cC° 35
auratus
gibelio) Co. I - 2,5 pl 2 ul 2 ul 0,5 pl 0,2 pul 52cC° 35




3.3.1. Mikroszatellit markerek adaptéalasa

A kosiilld esetén alkalmazott mikroszatellit markerek (Kohlmann & Kersten,
2008; Kanain¢ et al., 2019a) siilld (Sander lucioperca) fajbol szarmaztak. A
vizsgalatba vont markerek jellemzését a 2. melléklet mutatja be. Az alkalmazott
primerek egyike egy 17 bazis hosszi (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) univerzalis
meghosszabbitast (farkat (tail)) hordozott. Ez komplementer egy harmadik
fluoreszcens 5 végen jelolt primerrel. A reakcidohoz hozzaadva a fluoreszcens primer,
a farokkal ellatott forwarddal és a reverssel egyiitt beépiil a felsokszorozodott
amplikonba (Shuelke, 2000). A késiill6 mintak mikroszatellit markeres vizsgalata
soran minden esetben egy kétlépcsés PCR protokoll keriilt alkalmazasra (4. tablazat).
Ilyenkor egy lassu, hosszabb inkubacids idékkel rendelkezé eléciklus soran egy
kezdeti termék-felszaporitas torténik. Az el6z6 ciklusoknak készonhetéen a masodik
1épcsd soran mar rovidebb inkubacios idoket alkalmaztam a gyorsabb amplifikacio
érdekében. Az eredeti, siilld6 esetén alkalmazott protokollok is kétciklusos
eléamplifikacioval indultak (Kénainé et al., 2019a). Vizsgalataimban a
preamplifikacios szakaszban az ismétlések szama mindegyik marker (MSL-1, MS
701, MS 704, MS 404, MS 395) esetén 2 ciklus volt. A masodik 1épcsében a
ciklusszam az MSL-1 marker esetén 25, az MS 701, MS 704, MS 404, MS 395 esetén
pedig 45 ciklus volt. A kiindulasi siillé protokoll az MSL-1 esetén egy TouchDown
PCR volt. Ebben az elsé ciklus sorozat 10 ismétlésbal allt, és a feltapadasi homérséklet
60 °C-rdl csokkent fokozatosan 50 °C-ra, ciklusonként 1 °C-t hiilve (Kohlmann &
Kersten, 2008).

4. tdblazat: A siilld és kdsiilld markerek kétlépcsds PCR hoprofilja. A feltapadasi
hémérsékletek valtozasait az egyes markerek esetén a 2. tablazat szemlélteti

2 min 95 °C 1x
15 sec 95 °C
Ciklus (1. 1épcsd) 1 min 55°C 2X
2 min 72 °C
15 sec 95 °C
Ciklus (2. 1épcs6) 20 sec 55 °C 45x
40 sec 72 °C
Elongicid 5 min 72 °C 1x
4°C Végtelen

3.3.2. Kapillaris gélelektroforézis

A mikroszatellit  elemzés  kovetkezO  1épéséhez, a  kapillaris
gélelektroforézishez, a PCR termékeket nem sziikséges tisztitani, de a mintakat eld
kell késziteni a futtatashoz. A minta-el6készités soran a PCR termékekhez
hozzamértem a 0,1 pl molekulasuly markert (GeneScan 500 LI1Z, Applied Biosystem,
USA), és a 9,9 ul Hi-Di formamidot (Applied Biosystem, USA). A kapillaris
gélelektroforézishez sziikséges reakcio elegyet minden esetben 10 pl végtérfogatban
mértem 0Ossze, azonban a PCR templat mennyisége az agardz gélelektroforézissel
ellendrzott termék erdsségétdl fiiggott. A ,,gyengébb” termékekbdl 0,3 ul-t, mig a gélen
nagyobb koncentraciot mutaté mintakbol 0,5 pl-t mértiink hozzd a reakciohoz. A
kihigitott terméket a kapillaris gélelektroforézis eldtt 94 °C-on 6 percig denaturaltam
ProFlex PCR késziilékben (Applied Biosystems, USA). A kapillaris gélelektroforézist



NanoPOP7 (Applied Biosystem, USA) polimer hasznalataval, a Magyar Agrar- és
Elettudoméanyi Egyetem Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézetében taldlhatd
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, USA) késziilékén végeztem el 50 cm
hosszl kapillarison keresztiil.

3.4. Mitokondrialis DNS vizsgéalatok

3.4.1. A mitokondrialis PCR-ek

A mitokondridlis genom vizsgalata soran mindharom faj (kosiilld, eziistkarasz,
garda) és mindharom alkalmazott mitokondrialis marker (D-loop, Citokrom b,
Citokrom oxidaz 1) esetén azonos, 25 ul végtérfogatii reakcio elegyet hasznaltam,
aminek Osszetevdi a 3. tablazatban, héprofilja mely szintén megegyezett mindegyik
marker esetén a 5. tdblazatban keriilt feltiintetésre.

5. tdblazat: Az eziistkarasz, garda és kosiilld vizsgéalata soran alkalmazott hdprofil a
mitokondrialis genom kontroll régidja (D-loop), a Citokrom oxidaz 1 és a Citokrom
b markerek esetén.

2 min 95 °C 1x
30 sec 95 °C
Ciklus 30 sec 52 °C 35x
1 min 72 °C
Elongacis | ° T 2 1x
4°C végtelen

A mitokondrialis marker vizsgélatok esetén a sikeres amplifikalast kovetden a
PCR termékeket meg kell tisztitani a reakcid soran esetlegesen fennmaradd
Osszetevoktdl, mint példaul a be nem épiilt oligonukleotidok, mert a szekvenalasi
reakcid érzékeny a termék tisztasagara. A PCR tisztitdst a Sigma Aldrich gyarto
(Merck, Darmstadt, Németorszag) GenElute PCR tisztitd kitjével végeztem el, a
gyartd protokollja alapjan. A tisztitott PCR termék centrifugacsdvekbe kertilt,
melyeket a tovabbi felhasznalasig -20 C°-on taroltuk.

3.4.2. A mitokondrialis szekvenalas

A szekvencia leolvasashoz a folosleges reakcid Osszetevoktol megtisztitott
PCR termékeket harom 1épésben készitettem eld. Elsé 1épésként a mintdkat ismét
megfuttattam 1,5 %-os agar6z gélen, hogy ellenérizzem a tisztitasi 1épések
sikerességét és a termékek erdsségét. Masodik 1épésként a tisztitott PCR terméken egy
szekvenaldo PCR-t végeztem BigDye Terminator V3.1 szekvenalo kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével. A szekvenald reakcié 10 pl
végtérfogatban keriilt 0sszemérésre. A protokollt a reakcio Osszetevokkel és az
alkalmazott héprofilt a 6. tablazat szemlélteti. A vizsgalt mitokondrialis genom régiok
(D-loop, Citokrém b, Citokrom oxidaz 1) nagy mérete miatt a szekvenalo reakciokat
mindharom faj minden mintéja esetén reverz és forward iranybol is elvégeztem.
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6. tablazat: Szekvendlo PCR protokoll a kdsiilld, eziistkarasz és garda mitokondrialis
vizsgalatokhoz

Szekvenalo reakcio dsszetétel Szekvenald PCR - H6profil
Bid Dye 2ul 96 °C 10"
Big Dye puffer 2,5ul 50 °C 5" 28x
Primer (6,6 uM) 2ul 60 °C 4'
tisztitott PCR templat 3,5ul 4°C Végtelen
Osszesen 10 ul

A szekvenald PCR utan harmadik [épésként etanolos-precipitaciot végeztem,
hogy a mintat a PCR soran be nem épiilt oligonukleotidoktol is megtisztitsam, és kelld
mindségli legyen a bazissorrend meghatarozashoz. A precipiticiod elsé 1épéseként
mintanként 80 pl etanolt és Na-acetatot tartalmazo elegyet mértem a (gélelektroforézis
utan maradt) 20 ul térfogata szekvenalod reakciokhoz. A precipitacios keverék pontos
Osszetétele: 3 ul Natrium-acetat (3M), 14,5 pul MQ tisztasagu viz, 62,5 ul cc. etanol. A
precipitacios eleggyel alaposan elkevertem a mintdkat majd szobahdmérsékleten 10
percig inkubaltam. Az inkubacid utan 4 °C-on, 20 percig 4600 RPM-en centrifugaltam
(Hettich Rotanta 460 centrifuga). A centrifugalas utan a mintakrdl eltavolitottam a
fels6 fazist, majd 180 ul 70%-0s etanolt adtam hozzajuk. Ezt kdvetéen ismételten
4 °C-on 20 percig 4600 RPM-en centrifugaltam 6ket, majd a felsd fazist eltavolitottam.
A mintakat ezt kovetden kiszaritottam, eltavolitva ezzel a maradék alkoholt is, majd
mintanként 20 ul HiDi formamidban feloldottam 6ket és minimum egy éjszakan at
4 °C-on inkubdltam. Az inkubacidt kovetden a szekvenald gépbe helyezés elott
94 °C-on 6 percig denaturaltam. A bazispar meghatarozas az els6 mintdk esetén, a
2019 elott a kapillaris gélelektroforézisekhez is alkalmazott 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem) késziiléken négy 50 cm-es kapillarissal, majd egy ujabb tipust
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosytem) késziiléken zajlott nyolc 50 cm-es
kapillarison keresztiil.

3.5 Az adatok elemzése populaciogenetikai szoftverekkel

3.5.1. Mikroszatellit markerek szoftveres elemzése

A mikroszatellit markerek esetén a Genetic Analyzer késziilék altal leolvasott
nyers adatokat a GENEMAPPER SOFTWARE VER. 4.0 (Applied Biosystem)
segitségével jelenitettem meg, majd a kapott gorbéket értékelve az allélméreteket
EXCEL (Microsoft) tablazatban rogzitettem. A kiértékelés kovetkezd 1épéséhez az
allélméreteket tartalmaz6é munkalaphoz bdévitményként hozzaadtam a GENALEX
VER.6.5 (Peakall & Smouse, 2012) szoftvert. Ez utobbival egyfeldl létrehoztam a
GENEPOP VER 4.7 (Rousset, 2008) szoftver bemeneti file-jat, masfeldl
kiszamitottam a markereket jellemz6 polimorfizmus informaciés tartalom értékeit
(PIC érték), a vart és valos heterozigozitasi értékeket (He, Ho), az F-statisztika értékeit,
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a Nei-féle genetikai tavolsagokat, és a program altal 1étrehozott egyedek, illetve
populaciok kozotti tavolsagmatrix alapjan PCoA (Principal Coordinate Analysis)
elemzést készitettem. A GENEPOP szoftver segitségével kiszamoltam a populacidkat
jellemz6é Hardy-Weinberg-féle genotipus gyakorisagi értékeket ¢és az eltérés
szignifikancia szintjeit (Hardy, 1908; Weinberg, 1908), valamint a populaciokat
jellemzd privat allélokat. A populaciok szerkezetét jellemzo Klaszterek szamat a
DeltaK érték alapjan a STRUCTURE VER 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) szoftverrel
hataroztam meg, 2-12 klaszterrel (K), korrelalt allél frekvenciaval, 10° burnin és 10°
MCMC  generaciot alkalmazva. Az eredményeket az online elérhetd
(http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) STRUCTURE Harvester
program segitségével értékeltem (Earl & vonHoldt, 2012). A legvaglosziniibb klaszter
szamot a program az Evanno-modszer segitségével hatarozta meg (Evanno et al.,
2005). A fékomponensekre végzett diszkriminancia analizist (DAPC) az R 4.1.0
szoftver ,,adagenet” programcsomagjaval készitettem el (Jombart, 2008).

3.5.2. Mitokondriélis markerek szoftveres elemzése

A mitokondridlis markerek esetén a nyers szekvencia adatokat a MEGA X
szoftverbe (Kumar et al., 2018) importaltam. A programban a kromatogramok alapjan
a szekvenciakat trimmeltem, és mintanként reverz €s forward irdnybdl illesztettem,
majd a konszenzusokat a Mega szoftverben a CLUSTALW (Higgins & Sharp, 1988)
algoritmussal illesztettem ossze a tobbi egyed szekvencidival. Az Alignmentet (az
illesztett szekvenciakat) ezt kovetben FASTA formatumban mentettem Ki a
szoftverbdl, és a DNASP6 (Rozas & Rozas, 1995) szoftverbe importaltam. A
programmal kiszamoltam az egyes populaciokat jellemzé haplotipus és nukleotid
diverzitasi értéket (m), a filogenetikai szempontbol informativ pozicidk szamat
(parsimony informative sites), meghataroztam a polimorf bazisok helyét a
szekvencian, és a populaciokat jellemzd haplotipusokat. Kiszamitottam a populdcidkat
jellemzd Fu-féle Fs értéket, és a Tajima-féle genetikai tdvolsagot (D). Az azonositott
haplotipusokat az NCBI (National Center for Biotechnology Information), BLAST
(Basic Local Aligment Search Tool) programjaval ellenériztem (Altschul et al., 1990).
A haplotipusok illesztését, akarcsak a kordbbi szekvencidk esetén is, a Mega X
szoftverrel végeztem el, €és az igy illesztett formatumbdl hoztam 1étre a szoftveren
keresztiil a populacidkat jellemz6 filogenetikai torzsfakat. Mindharom faj (kdsiilld,
ezlstkarasz, garda) €s az ezilistkarasz vizsgalatakor mindharom mitokondrialis DNS
marker (D-loop, Citokrom b, Citokrom oxidaz 1 alegység) esetén a filogenetikali
torzsfakat a Tamura-Nei féle genetikai tavolsadg alapjan, 1000-es bootstrap értéket
megadva, Maximum Likelihood alapjan készitettem el. A haplotipusok kozotti
rokonsagi kapcsolatokat bemutato halozati abrat a POpART szoftverrel (Bandelt et al.,
1999; Clement et al., 2002) median-joining haloval készitettem el. A Citokrom
oxidaz 1 alegység vizsgalatakor az eziistkardsz esetén a kapott haplotipusokat a
BLAST elemzés mellett a BOLD (Barcoda of Life Data) VER. 4 szoftverrel is
ellendriztem (Ratnashingham & Hebert, 2007).
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A kostilld

A kostllon végzett vizsgalataim soran 118 egyed genetikai diverzitasat
vizsgaltam, 5 mikroszatellit markerrel (MSL-1, MS 701, MS 704, MS 404, MS 395)
¢és a mitokondridlis genom kontroll régioja (D-loop) alapjan. A siillé protokollok
optimalizalasat kovetden sikeresen elvégeztem a vizsgalni kivant szekvencidk
felsokszorozasat PCR-rel. A vizteriileteken egymashoz kozel es6é allasokon
horgaszattal kifogott egyedeket nem kezeltem kiilon populacioként, igy a nagyobb
vizteriileti egységet tekintettem egy populacionak, azaz a Duna (Du), a Balaton (Bal)
¢és a Tisza_Holt-Koros (T_HK). A begyijtott egyedszamok az egyes teriileteken é16
koésiilld populaciok méretével és fogasi nehézségeivel fiiggenek Ossze. A kdnnyebb
atlathatosag érdekében a kapott eredményeket kiilon ismertetem a mikroszatellitek és
a mitokondrialis marker esetén, az el6bbivel kezdve.

4.1.1. A késiillon végzett mikroszatellit marker vizsgalatok
4.1.1.1 A mikroszatellit markerek optimalizalasa

A PCR optimalizalas soran elsésorban a MgCl, mennyiségét, a feltapadasi
hémérsékleteket és a ciklusszamokat valtoztattam meg, hogy megteremtsem az idealis
reakcio koriilményeket. A szakirodalomban hasznalt adatokat, és a vizsgalat sordn a
koésiillon miikdodé protokollok kozotti kiilonbséget a 7. tablazat szemlélteti, az
optimalizalas soran nem valtoztatott mennyiségeket pedig az anyagok és
modszerekben korabban bemutatott 3. tablazatban tiintettem fel.

7. tablazat: Siillébdl izolalt mikroszatellit markerek kiindulési protokolljaban és a
kosiillén torténd alkalmazasuk sordn miikodd hdprofilok és anyag mennyiségek
Osszevetése.

Siillé (Sander lucioperca) Kaésiill6é (Sander volgensis)

Feltapadasi | Ciklus Feltapadasi Ciklus

MgCl, | hémérséklet szam MgCl, | hémérséklet | szam (2.

(25mM) | (2.Ciklus | (2.Ciklus | (256mM) | (2. Ciklus ciklus

sorozat) sorozat) sorozat) sorozat)
MSL-1 2 ul 50 °C 25 1,5l 50 °C 45
MS 701 2 ul 55°C 45 1,5l 55°C 45
MS 704 2 ul 55°C 45 2ul 60 °C 42
MS 404 2 ul 55°C 45 2ul 55°C 45
MS 395 2 ul 55°C 45 1,5 55°C 45

Két, a siillé vizsgalatok soran miikodé mikroszatellit marker esetén (MS 423,
MS 424) a protokoll tobbszori valtoztatasaval sem sikeriilt terméket felszaporitani. Hat
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marker (MS 420, MS 417, MS 192, MS 384, MS 373, MS 703) pedig a kapillaris
gélelektroforézis alapjan monomorfnak bizonyult, vagy minden egyedben ugyanazt az
allél mintazatot kaptam, maximum kétféle allélmérettel rendelkezett, mely alapjan
nem alkalmasak a tovabbi genetikai vizsgalatokra a vizsgalt kdsiilld populaciok
esetében. Az MS 420-as marker esetében ezek 161 és 171-es allél méretek, az MS 417-
nél 266, az MS 192-nél 223, az MS 384-nél 266, az MS 373 esetében 180 és 190, az
MS 703 markernél pedig kizarélag 170 bp hosszusagu allélokat detektaltam. Az
adaptalt mikroszatellitek esetében gyakori, hogy a recipiens fajban nem
amplifikalédnak, monomorfak vagy mas nem homoldg szekvenciat sokszoroznak fel
(Yue et al., 2010). Az 6sszes egyed és marker esetében kapott allélméreteket a 3.
melléklet mutatja be. A vizsgalt populaciokban az egyes l6kuszok esetén kapott allélok
méreteit és allélfrekvenciajukat dsszesitve a 8. tablazat ismerteti.

4.1.1.2 A mirkoszatellit markerekkel végzett populacio vizsgalatok

A protokollok optimalizéldsa utdn végiil a Kénainé-féle siilldé markerek
(Kénainé et al., 2019a) koziil 4 markerrel (MS 701, MS 704, MS 404, MS 395), illetve
a mellé valasztott, a szakirodalombodl szintén sillore leirt, és atemelt MSL-1
(Kohlmann & Kersten, 2008) markerrel 3 populacion végeztem el a mikroszatellit
elemzést, bizonyitva a markerek fajok kozotti adaptalhatosagat.

8. tablazat: A teljes vizsgalati allomanyban az egyes 10kuszok esetén kapott allélok
¢és azok frekvenciaja, ahol A(s) az allélok mérete (bp), A(f) pedig a hozzajuk tartozo
allélfrekvencia, kiemelve a leggyakrabban eléfordul allél méreteket.

Markerek MS 701 MS 704 MS 404 MSL-1 MS 395
elnevezése

AG): AL | AG) | A% | AGS) | AM% | AS)% | AD% | AG) | A% | AG) | A%
méret (bazis)

A(D): Allé] 286 | 127 | 266 | 256 | 368 | 26,50 | 231 | 13,60 | 241 | 4,35
frekvencia

202 | 127 | 268 | 085 | 398 | 13.68 | 233 | 132 | 245 | 17.83

208 | 47,46 | 270 | 1239 | 406 | 085 | 235 | 10,53 | 249 | 21,30

302 | 6,78 | 272 | 171 | 408 | 30,34 | 237 | 12,28 | 251 | 41,30

304 | 2542 | 274 | 1,28 | 410 | 14,96 | 239 | 35,09 | 254 | 0,87

308 | 14,41 | 276 | 1,28 | 412 | 2,56 | 241 | 3,95 | 255 | 6,52

312 | 339 | 278 | 427 | 414 | 2,56 | 243 | 14,01 | 259 | 2,17

280 | 19.66 | 416 | 1,28 | 245 | 833 | 263 | 043

282 | 52,56 | 418 | 4,70 267 | 0,87

286 | 214 | 420 | 2,56 269 | 3,91

200 | 1,28 271 | 043

A kosiill6 populaciok vizsgalata soran a legtobb allélt az MS 704-es és az MS
395-6s markerrel tudtam kimutatni. Mindkét esetben a populaciokat egyiittesen nézve
11 darab allélt kaptam. Ezeket kovette a sorban az MS 404-es marker 10 darab alléllal,
majd MSL-1 8 db és az MS 701 7 db alléllal. A markerenként legnagyobb
frekvenciaval rendelkezé allélméretek 3 esetben is (MS 701, MS 704, MS 395)
meghaladjak, vagy megkozelitik az 50 %-ot, ami azt jelenti, hogy az Osszes egyed
vizsgélt lokuszainak majdnem fele az adott allélmérettel rendelkezik. Egy
mikroszatellit marker alkalmazhatosaganak vizsgélatakor az ilyen magas allél
frekvencia nem feltétleniil jelent jot. Ha tobb allélméret van, és valtozatosabb a
megoszlasuk, a marker polimorfitasa is magasabb, és alkalmasabba valnak az egyedek
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és populaciok differencialtsiganak mérésére. Az altalam alkalmazott markerek
mindegyike a rendkiviil informativ kategdriaba esett, ha a populacidkat dsszességében
nézzik. Az MS 701-es PIC értéke, akar csak az MS 704-esé 0,63. Az MS 404-esé 0,76,
az MS 395-6s¢ 0,71, az MSL-1-esé pedig 0,77. Erdemes azonban populacionként
kiilon-kiilon is megnézni ezeket az értékeket (9. tdblazat), mert eléfordulhat, hogy
egyes populaciok esetében a differencialtsag olyan mértékii eltolodast mutat, hogy mig
az egyik populécio esetében az adott marker kelléen informativ, a masik populacioban
mar nem.

9. tablazat: A kostlld esetén alkalmazott 5 mikroszatellit marker (MS 701, MS704,
MS404, MSL-1, MS 395) polimorf informacios tartalma (PIC) a vizsgalt 3
populaciéban (Balaton (Bal), Duna (Du), Tisza_Holt-Ko6ros (T_HK)), sziirkével
kiemelve a mérsékelten informativ markereket.

Bal T_HK Du
MS701 | 0,44 0,56 0,67
MS704 | 0,64 0,26 0,61
MS404 | 0,72 0,24 0,41
MS395 | 0,75 0,68 0,5
MSL-1 0,79 0,55 0,48

Ha a populaciokra kiilon bontva nézziik meg az eredményeket az egyes
markerek PIC értéke tobb esetben is a mérsékelten informativ kategdriaba esik.
Mindharom populacié esetében volt olyan marker, ami az adott populdcioban csak
mérsékelten informativnak bizonyult. Az MS 404 mikroszatellit marker egyediil a
balatoni késiillé populacioé (Bal) esetében bizonyult rendkiviil informativnak. A Tisza
¢és Holt-Koros egyiittes populacioja (T _HK) esetén mutattak a legrosszabb hasznalati
értékeket a markerek, de itt figyelembe kell venni az alacsony mintaszamot is. Az MS
704 és MS 404-es marker is épp, hogy csak bekeriiltek a mérsékelten informativ
kategoriaba, és még a maradék 3 koziil (MS 701, MSL-1, MS 395) is kettd éppen csak
atlépte a 0,5-0s hatarértéket. Ez adodhat a vizsgélt populacié mintaszamabol is. Ezt a
feltételezést tamasztja ala a magasabb mintaszammal (N=72) rendelkezd balatoni
populacié (Bal) esetében kapott eredmény, ahol még a legalacsonyabb PIC értéki MS
701-es marker is csak 0,1-el alacsonyabb értékkel tért el a ,,rendkiviil informativ”
kategoriatol. A balatoni populacié esetén az MSL-1-es marker 0,79-es PIC értékkel a
leginformativabb a kategériaban, mig ugyanez a marker a dunai (Du) esetén a masodik
legkevésbé informativ markernek bizonyult, pedig a mintaszamok tekintetében a 32
mar nem tekinthetd annyira alacsonynak, hogy ilyen szinten befolydsolja az
eredményeket. Ebben az esetben a mintaszdmok mellett a kapott allélméretek
eloszlasa, azaz a heterozigdta és homozigdta egyedek aranya befolyasolja az értékek
alakuldsat, ami a heterozigozitasi értékeknél is megfigyelhetd. A vizsgalt kosiillok
esetében az Osszes egyedre nézve markerenkénti bontasban elmondhato, hogy egyik
marker esetén sem tapasztaltam szignifikans eltérést a Hardy-Weinberg egyensulytol.

Bar osszesitve egyik marker esetén sem volt szignifikans az eltérés, ebbdl nem
lehet kovetkeztetni az egyes populaciok kiillon-kiilon eltérésére az idealis egyensulyi
allapottol. Esetemben kiilon-kiilon vizsgalva a 3 késiillé populéciot tobb esetben is
nagymértékli eltérést tapasztaltam az idealis allapottol. Pusztan az alacsony
mintaszdmu Tisza Holt-Kords populacio esetében fordult elé nem szignifikas eltérés
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a 701-es és a 395-6s markere esetén (10. tablazat). Megallapithat6 tehat, hogy mind a
Balatonban, mind a Dunaban heterozig6ta hiany figyelhetd meg.

10. tablazat: A vizsgalt kdsiillo populaciokra (Balaton- Bal, Tisza_Holt-Koros
(T_HK, Duna-Du) kapott vart (He) és megfigyelt (Ho) heterozigozitasi értékek, az
allélgazdagsag markerenként (Ar) valamint a Hardy-Weinberg egyensulytol valo
eltérés szignifikanciaja markerenként, ahol * P<0,05.

MS 701 MS 704 MS 404 MSL-1 MS 395
He | Ho | Fis |[Ar] He | Ho | Fis | Ar{ He | Ho | Fis |Ar| He | Ho | Fis | Ar| He | Ho | Fis | Ar
Bal |05(033(047 (6067 (044(002|11{075| 047|027 |9 1083|031 {066| 8 | 0,79 |045(0,36| 10

Bal p- *kk *kk *kk *k*k *k%k

THK [07]058]-015]4] 03 Jot6[0s2] 5 02e] o | 1 |2{063] 009 | -0]4]075[091]03]5
T_HKp. ns. ns. il b ns.

Du [07]047]045|5] 068057013 3 {052 078 ]-067] 3 055] 034 [025] 4 | 055 035]01] 5
Dup *k%k * *k*k * *k%k

Hogy a genetikai egyensulyi allapotok mellett még tobb adatot szerezzek az
adott populaciokrdl, a vizsgalt markerekkel kiszdmitottam a Fixacids index mutatoit
is. Az Fis érték, mely a populaciokon beliili differencialtsagot méri a Balaton esetén
Osszesitve 0,403, a Tisza_Holt-Ko6rds csoport esetén 0,351, a dunai késiillé mintak
esetén pedig 0,447 volt. Az adatok alapjan a harom kosiilld populacié koziil a
Tisza_Holt-Koros tiint a legvaltozatosabbnak az egyedek szintjén. A koefficiens
mindharom populacid esetén pozitiv értéket vett fel, ami alatdmasztja a Hardy-
Weinberg egyensulytdl valo eltérés szignifikancia tesztjén kapott eredményeket és a
heterozigbta hidnyt. A populaciok kozotti egyiitthatd Fs értéke a balatoni és a
Tisza_Holt-Koros mintai kozott 0,1688, a balatoni ¢s dunai kozott 0,058, mig a
Tisza_Holt-Koros és Duna ko6zott 0,0731. Elmondhato tehat, hogy a populaciok
kozotti differencia a Balaton és a Tisza_Holt-Koros kozott kozepes, a tobbi
Osszehasonlitasban pedig alacsony szintli. A tavolsagok aranyosan valtoznak a valos
foldrajzi tavolsagokkal. A balatoni populacié bar nagyobb hasonlosagot mutat a
dunaival, mint a két folyoviz egymassal, az allélok szintjén meglehetdsen egyedi. Az
5 16kuszra egyiittesen nézve 20 privat allélt hordoz, szemben a dunai és a Tisza_Holt-
Koros populaciokkal, melyek 1-1-et.
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Az egyedek kozotti genetikai tavolsag alapjan PCoA (Principal Coordinate Analysis
vagy foékoordinata analizis) elemzést is végeztiink (8. abra).

Principal Coordinates (PCoA)
*, S N |
.’ -8 ’ ", *
* @ - *
N $ o, 0", Yo o +Bal
8 *T %N e ey * WT_HK
*
* Du
* *» *
. e e
. *
Coord. 1

8. abra: Ko6siillé populéaciok fokoordinata elemzése, ahol Bal=Balaton,
T _HK=Tisza_Holt-K6r6s, Du=dunai populacio

A genetikai tavolsag alapjan készitett abra jol szemlélteti a populaciok
egyedeinek differencialtsagi viszonyat, azonban a populaciok kozotti eltéréseket nem
tiikrozi. Erdekes, hogy bar a heterozigozitasi adatok alapjan a balatoni (Bal) populacio
nagyobb hasonlosagot mutat a dunaival (Du), mégis a két populacié egyedei a PCoA
elemzés soran sokkal inkabb eltavolodnak egymastol, mint a Tisza_Holt-Ko6ros
populacid, mely a genetikai tdvolsagok alapjan viszonylag egységes atfedést mutat a
masik kettovel. Ezt a tobbi koordinata variacid is alatdmasztotta (7. melléklet).
Egyetlen koordinata elrendezésben keveredtek latvanyosan a populaciok egyedei, de
ezt az elrendezést sem a tobbi koordinata elrendezés soran generalt PCoA é4bra, sem
az 'R’ statisztikai szoftverrel készitett DAPC analizis (9. abra), sem pedig a Structure
program Kklaszterezése soran kapott DeltaK érték nem tamasztotta ala (10. abra).

DA eigenvalues PCA eigenvalues

9. abra: Kosiillé populaciok klaszter elemzése az R statisztikai szoftverrel, ahol 1:
balatoni populacio (Bal), 2: Tisza_Holt-Ko6ros populacio (T _HK), 3: dunai populaciod
(Du).
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A Structure elemzés a 3 mintavételi hely (Balaton, Tisza és Holt-Koros
egyiittes, Duna) esetén 2 klaszter elkiiloniilését tartotta a legvaldsziniibbnek 12
futasbol az Evanno modszer alapjan (Evanno et al., 2005). A 3 populacié egyedeinek
alléleloszlasat a 2 klaszterben a 11. abra szemlélteti.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

1000 |

500

6 8 10
K

M
s

10. abra: A Structure szoftverrel meghatarozott és Structure Harvester programmal
megjelenitett delta K érték, ahol a 12 futas (K) alapjan a 3 késiillé populacio egyedei
2 klaszterbe sorolddnak.
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11. dbra: K0siill6 egyedek megoszlasa a harom populacioban, ahol 1 a balatoni, 2 a
Tisza_Holt Koros, 3 pedig a dunai populacio, pirossal és zolddel pedig a két klaszter
12 K, azaz futds szam alapjan.

Ha a mikroszatellit elemzést nézziik, 6sszességében elmondhaté tehat, hogy a
kozeli rokon fajok esetén valoban sokszor, de nem minden esetben miikddik a
mikroszatellit marker adaptacio, és eléfordul, hogy az egyik faj esetén polimorfnak
mutatkozoé marker a masik fajnal mar egyértelmiien monomorf. A 13, kezdetben
kijelolt mikroszatellit marker koziil 11 esetében sikeriilt a protokoll optimalizalasaval
terméket felszaporitani, azonban az allélméretek detektalasaval csak 5 bizonyult
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kellden polimorfnak a genetikai diverzitdsvizsgalatokhoz. A PIC értékek
alatamasztottdk, hogy ez az 5 marker jol alkalmazhaté a populacidogenetikai
vizsgalatokra. Mindharom populacié (Tisza_Holt-Ko6ros, Duna, Balaton), melyeken a
gyakorlatban is teszteltem ezeket a markereket, mérsékelt heterozigéta hianyt mutatott
a Hardy-Weinberg teszt alapjan. A dunai hordozta a legtobb heterozigota egyedet az
Osszes markerre nézve. A balatoni populacio bar nagyobb mintaszammal, alacsonyabb
heterozigozitast mutatott, de szintén értékes genetikai dllomannyal rendelkezik, mivel
nagy mennyiségii, csak a balatoni populdciora jellemz6 privat allélt hordoz (4. és 5.
mellékletek). A Tisza_Holt-Koros populacié  vizsgalataiba pedig a jovében
mindenképp érdemes lesz tobb egyedet is bevonni, mivel az alacsonyabb mintaszam
ellenére is valtozatosnak bizonyult az allomany, de az eredményeket érdemes a
mitokondrialis vizsgalatokkal is dsszevetni.

4.1.2 A kosiillon végzett mitokondridlis marker vizsgalatok

A héarom kosiillé6 populaciéo (Bal, T HK, Du) mitokondrialis genomjanak
vizsgalatakor az un. kontroll régiot, azaz D-loop régiot vizsgaltam. Hat minta esetén a
mikroszatellit tesztekhez hasznalt DNS és a kiindulasi szdvet is elfogyott, igy azok
nem keriiltek be a mitokondridlis elemzésbe. Az elemzést végiil 68 balatoni, 10
Tisza_Holt-Koros egységi és 34 dunai mintan végeztem el. A PCR-ek mindegyik
mintan sikeresnek bizonyultak. A szekvenalas utani illesztést kovetéen mintanként
849 bazispar hosszusagu szekvencia allt rendelkezésemre a vizsgalatokhoz. A vizsgalt
849 bazisbol 8 bazis volt polimorf, és mind a 8 a parszimoénia szamara informativ
helynek bizonyult. A 8 polimorf bazis (12. abra) 7 haplotipust hatarozott meg (12.
tablazat). A 8 polimorf bazis koziil az els6 a 74-es, a masodik a 75-0s, a harmadik a
83-as, a negyedik a 100-as, az 6todik a 104-es, a hatodik a 105-6s, a hetedik a 154-es
¢s a nyolcadik a 174-es nukleotid pozicioban talalhato.

MATRIX

[ ]

[ ]
Hap 1 TAAAATGA

Hap 2 ...... A.
Hap 3 ..G.....
Hap 4 ..GT....
Hap 5 ....TAA.
Hap 6 ....TA..
Hap 7 ATGT...C

¥

END;

12. abra: K&siillé haplotipus szamok, és az 6ket meghatarozo polimorf bazishelyek a
balatoni, dunai és tisza-holt-korosi csoport mintai esetén a leggyakoribb 1-es
haplotipushoz viszonyitva (Hap 1).
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A haplotipus diverzitas értéke a 3 populéacidra egyiittesen nézve (Hd): 0,6049,
mig a nukleotid diverzitds értéke (w): 0,001. Ha kiilon-kiilon nézziik az egyes
populaciodkat (10. tablazat) a balatoni populacio nukleotid diverzitasi mutatdi hasonld
értéket vettek fel a harom populécio egyiittes értékeivel, azonban ebbdl messzemend
kovetkeztetést nem célszerli levonni tekintve, hogy a balatoni populaciobol
rendelkeztiink a legnagyobb mintaszimmal is. Ez a populacié hordozta a legtdbb,
Osszesen 7 haplotipust. Ezt kovette a dunai 3 és a tisza-holt-korosi egység 2
haplotipussal. Bar a haplotipusok szamaban ¢és ebbdl fakado diverzitds értékében a
Tisza_Holt-Kords  csoport  hasonlonak mutatkozott a dunaihoz. Ha azonban
figyelembe vessziik a Fu-féle Fs értéket, és a Tajima-féle differencialtsagot, latszik,
hogy a Tisza_Holt-Korés populacid jelentds eltérést mutat a masik kett6tol. Ez a
populacio kapott egyediiliként pozitiv szignifikans értéket a Tajima-féle D-teszten. Ez
visszavezethetd egy hirtelen egyedszam csokkenésre a kozelmultban, de figyelembe
kell venni az alacsony mintazott egyedszamot is.

10. tablazat: A haplotipus (gén) diverzitas és a nukleotid diverzitas bazishelyenként a
vizsgalt kdsiillé populaciok esetében, ahol H: a hordozott haplotipusok szdma, Hd a
haplotipus diverzitas, © a nukleotid diverzitas, SSD a diverzitds mutatok standard
deviancia értéke, Fs a Fu-féle Fs, D pedig a Tajima féle differencidltsag, p(D*) pedig
a hozzatartoz6 szignifikancia szint.

Populacio | H | Hd (1?1(815) L n (Sns)i Fs D p (D*)
Bal 7 | 0,65 0,04 0,001 | 0,0002 | -0,89 -0,67 ns
T_HK 2 | 0,53 0,09 0,0006 | 0,001 1,09 1,3 *
Du 31043 0,09 0,005 | 0,0001 0 -0,09 ns

A Tamura-Nei féle genetikai tavolsag alapjan a legnagyobb genetikai tavolsag
a Tisza_Holt-Koros és a balatoni populacio kozott figyelhetd meg (11. tablazat). A
Balaton esetén megfigyelt negativ Fu-féle Fs novekvd populaci6 méretre utal, ezt
tamasztja ald, a Tajima féle -0,67-es D érték is. Orszagos szinten a FAO statisztika is
hasonl6 adatokat mutat, ahol a mint4zési idészakban (2016 ¢s 2017) az orszagos fogés
11 t-¢éldsulyrdl 13 tonnara emelkedett. Bar ez biztatd eredmény, a mennyiség még
mindig csekély a 2015-6s évben rogzitett 18 tonnas adathoz képest (FAO, 2019).

11. tablazat: Koésiillé populaciok kozotti genetikai tavolsag (Tamura-Nei modell), a
Mega szoftver altal kalkulalva, 1000-es bootstrap értékkel.

T HK Du Bal
T HK
Du 0,000897
Bal 0,001137 | 0,00107
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12. tablazat: K6siillé egyedek haplotipus megoszlasa a mitokondrialis DNS D-loop
régid szekvenciaja alapjan (Bal-Balaton, T_HK-Tisza, Holt-K6r6s, Du-Duna).

THK_6, THK_3, THK 2, THK_1, Du_34, Du_33, Du_31, Du_30, Du_29,
Du_28, Du_27, Du_26, Du_24, Du_23, Du_22, Du_21, Du_20, Du_19,
Du_18,Du_17,Du_16,Du 12, Du_11, Du_10, Du_9,Du_8,Du_7,Du_2,
Du_1, Bal_1, Bal 69, Bal 67, Bal 66, Bal 64, Bal 63, Bal 62, Bal 60,
Bal_58, Bal_57, Bal_53, Bal_52, Bal_51, Bal_48, Bal_46, Bal_37, Bal_35,
Bal_34, Bal_31, Bal_30, Bal_28, Bal_24, Bal_22, Bal_19, Bal_17, Bal_16,
Bal 15, Bal 14, Bal 12, Bal 10, Bal 9, Bal 6, Bal 3,Bal 2, Bal 1
Hap_2 THK_ 4, THK_11, THK_10, THK_8, Du_6, Du_5, Du_4, Bal_70, Bal_65,
(n'2§) Bal_61, Bal_59, Bal_56, Bal_49, Bal_47, Bal_43, Bal_42, Bal_40, Bal_38,
' Bal 32, Bal 29, Bal 27, Bal 23, Bal 21, Bal 20, Bal 5, Bal 4
Hap_3 | Du_32, Du_25, Du_15, Du_14, Du_13, Du_3, Bal_50, Bal_39, Bal_26,
(n:11) | Bal_25, Bal_13
Hap_4 | g2l 68, Bal_54, Bal 18
(n:3)
Hap_5
(n:3)
Hap_6
(n:1)
Hap_7
(n:2)

Hap_1
(n:64)

Bal_55, Bal_33, Bal_11

Bal_36

Bal_8, Bal_7

A leggyakoribb 1-es haplotipust (Hap_1) 64 késiillé egyed hordozta, koztiik
vegyesen talalhatoak mindharom populaciobol (Balaton-Bal, Tisza_Holt-Koros-THK,
Duna-Du) mintak. A Hap_1 haplotipuson kiviil, a Hap_2 volt a masik, mely mindegyik
populacioban jelen volt. A Hap_3-as haplotipusba sorolodo 11 egyed részben dunai,
részben balatoni volt. A maradék 4 haplotipusban (Hap_4, Hap_5, Hap_6, Hap_7)
csak balatoni mintak fordultak el6. A balatoni kosiillok tehat mindegyik, az
allomanyok vizsgalatakor meghatarozott haplotipust hordoztak, és 4 szekvencia
valtozat is talalhat6 6sszesen 9 egyednél, mely csak ezt a populaciot jellemzi. Erdekes
megfigyelni, hogy a PopArt szoftver altal készitett halozati abran (13. abra) a 4, csak
balatoni egyedek altal hordozott haplotipusok (Hap_4, Hap_5, Hap_6, Hap_7)
egymastol elkiiloniilve foglaltak helyet. Bar mitokondrialisan ezek a csoportok
egymasbol nem levezethetéek, a mikroszatellit eredményekhez visszatérve lathato,
hogy a nuklearis genom esetén a PCoA abra alapjan (8. abra) nincsenek kiilon
csoportot alkotd egyedek az egyes populacidkon beliill. Az egyes haplotipusok
egymasbol evoluciosan levezethetdek, nem volt sziikség feltételezett haplotipusokat
jelentd median vektorok beiktatasara a halozati abra készitésekor.
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13. abra: K0siill6 haplotipusok filogenetikai halozati abrazolasa median-joining
haloval a mitokondrialis genom kontroll régidja alapjan (z6ld-Balaton, piros-
Tisza_Holt-Koros, sarga-Duna). A korok mérete az egyedszamot tiikrozi.

Egy populédcion belill a ritka haplotipusok, mint amilyen a 6-os és 7-es
haplotipus (Hap 6, Hap 7) a Balaton esetében génmegdrzési szempontbol
felértékelddnek. Bar a balatoni populacio esetén a Hap_2 nem szamit ritkanak, hiszen
19 egyed hordozta, a dunai populacional mar igen, mivel ott csak 3 egyed esetén
valtozatat. Utobbi populaciot nézve elmondhatjuk, hogy a dunai egyedek tobb, mint
70%-a a leggyakoribb Hap_1-be tartozik. Ez az alacsony szintli mitokondrialis
diverzifikaltsag 0sszefligghet a korabbi mikroszatellit vizsgalatokban mért alacsony
heterozigdtahiannyal. Bar a mitokondrialis vizsgalatok soran, a populaciokon beliili
egyedek kozotti differencialtsaig mérdszama (Fis) pont a Tisza-Holt-Koros egység
esetén mutatta a legkisebb mértékii heterozigota hianyt. Az NCBI adatbazisaiban
végzett szekvencia ellendrzés a nukleotid BLAST elemzéssel alatdmasztotta az
egyedek morfoldgiai jegyek altal tortént azonositasat. Mind a hét haplotipus esetén az
illesztések ¢€s keresés utan a program ugyanazokkal a szekvenciakkal taldlta a
legnagyobb atfedést az adatbazisban, csak mas-mas hasonlosagi szazalékokkal
(13.tablazat).

13. tablazat: K&siilld D-loop haplotipusok 0sszevetése az NCBI adatbazisaban talalt
korabbi késiillé mintaval (Ac:AF007824; Faber & Stepien, 1998)

Query ldentity
Hap_1 100% 97,20%
Hap_2 100% 97,31%
Hap_3 100% 97,08%
Hap_4 100% 96,60%
Hap_5 100% 97,31%
Hap_6 100% 97,20%
Hap_7 100% 96,60%
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Az els6 helyen, és a legtobb pontot az §sszehasonlitasi rendszerben a Faber €s
Stepien munkéja soran leirt Stizostedion volgensis mitokondrialis D-loop szekvencia
(Génbanki azonosito: AF007824.1) kapta (Faber & Stepien, 1998). A Stizostedion
volgensis név szintén a kdsiillot takarja, 2003-ban valtozott a genus elnevezése Sander
volgensis-re (Nelson et al., 2003). Faberé¢k vizsgalataban (els6sorban fogassiilloket
vizsgaltak) egyetlen kosiillo szerepelt a mintak kozott a fenti adatbazis azonositoval,
melyet a Dunébdl fogtak Pozsony kornyékén. A szekvencidt egyiittesen is abrazoltuk
sajat haplotipusainkkal (13. abra). A filogenetikai fan az altalunk azonositott Hap_2,
Hap 5 és Hap 6 haplotipusok mellé sorolddott be, melyek koziil egyediil a Hap_2-es
tartalmazott a Duna hazai szakaszabol szarmazo késiillé mintakat (12.tablazat).

S U90624.1 Stizostedion lucioperca
AF007824.1 Stizostedion volgensis mitochondrial DNA control region

Hap_2

— ™
58 Hap_6

59

Hap_3
7 I: Hap_4
75 Hap_7

Hap_1

14. 4bra: Kdsiillo D-loop haplotipusok filogenetikai kapcsolatainak abrazolésa az
AF007824.1 és U90624.1 referencia szekvenciaval, a leggyakoribb 1-es csoportot
gyokérkeént kijeldlve.

Osszességében megéllapithatd, hogy a vizsgalt 849 bazispar hossza D-loop
régio alapjan, a hazai vizsgalt kosiillé populaciok 7 haplotipust hordoznak, ami a
vizsgalt egyedek és €élohelyek szamat tekintve inkdbb alacsony diverzifikaltsagnak
felel meg. Ha ezt 6sszevetjiik a mikroszatellit vizsgalatokkal, ott is megfigyeltiik tobb
esetben is a Hardy-Weinberg teszt alapjan kimutatott kismértéki heterozigdta hianyt.
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a magyarorszagi kosiillé populaciok genetikai
valtozatossaga csokken. Meg kell azonban jegyezni, hogy ezek egyaltalan nem
visszafordithatatlan folyamatok. A pozitiv irdnyu valtozdsoknak mar vannak jelei a
diverzitasi mutatokban, mely a legtobb vizsgalt mintaszamu balatoni populacioban a
diverzifikaltsagi mutatok alapjan novekvo egyedszamot feltételez, és tobb privat allélt
és egyedi haplotipust is hordoz. A dunai populacio heterozigozitasi adatai is biztatoak,
igy megallapithaté, hogy hazdnkban a ndvekvdé tendenciat figyelembe véve
helyreallhat egy stabil, Hardy-Weinberg egyensuly allapotdhoz kozel levd, kelléen
valtozatos genetikai hattérrel rendelkezd kdsiilld allomany, hisz a genetikai
eréforrasaink rendelkezésre allnak hozza. Mivel jelenleg kiilfoldrél rendkiviil kevés
kosiilldé mitokondridlis D-loop szekvencia all rendelkezésiinkre, egy atfogobb
vizsgalathoz tovabbi kiilfoldi mintak, és még tobb hazai egyed vizsgélata sziikséges.
A tovabbi populédcio adatok, atgondolt telepitési szabalyozassal egylitt segithetik a
genetikailag elkiiloniilt allomanyok sajatossdgainak megorzését.
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4.2. Az ezustkarasz

crer

Az eziistkarasz esetében a 6 mintavételi helyrdl (Siofok (N=29), Ingé (N=18),
Kanyavar (N=17), Hégyész (N=30), Siofok-Toreki tavak (N=19), Oszodi-berek
meg. A szekvencidk illesztése utdn minden egyed esetén egy 699 bazispar hosszu
szekvencia allt rendelkezésemre. A konszenzus szekvencidk létrehozasa utan a
DnaSP6 szoftver a 43 polimorf bazis hely alapjan a 132 szekvenciabdl 22 haplotipust
hatarozott meg, ami egy viszonylag magas érték, és nagy valtozatossagra utal ekkora
mintaszam mellett. A polimorf helyeket és az egyes haplotipusonkénti bazis
eltéréseket a 15. abra szemlélteti. A haplotipusok a leggyakoribb 1-es csoporthoz
(HapDI_1) viszonyitva tobb esetben is csak egy-egy bazissal térnek el (HapDl_7,
HapDI_16), néhany esetben azonban feltinden nagy a kiilonbség a csoportok kdzott
(HapDI_4, HapDI_11).

MATRIX i

[ 10 20 30 40 ]
HapDl 1 AACGAACCAAACGTCCTCGAAAACAGACTTCTAGTGACGACGC
HapBl: 2: sasssssessisssieem e s Corsamassisiassisns
HapDl 3 slissemosrers CITRES IR AN ¢ Gy s CesGeCossAGasT
HapDl 4 LITAT.TT....A..GC..GGC.TGAGTC.ACGA.T.TA.T.T
HapDl 5  wasaaiss G R s
HapDl 6  sawvesien Blvssnmsivmenimestiiume Cussnmwenvwsis T
HapDl 7° swessaes T
HapDl 8 | , EXA . VIRTRN Gc N( C C 000) [r G.C...AG..T
HapDl 9% s e e s s e s Gssaniess
2721510 3 R s ) P e e e e e S L S T e
HapDl 11 .T...... (CTTRTS  URER LA ¢ ) CenuAGaT
HApDl 12 ..vosisimes B s iaers B osior b G wiormimisisnms s sy e s e
HapDl 33 saaasess R R AT
Hapbl: 348 saswsamessevesss CTaGLeTeavnsawses C...AG..T
HapDl 15 .sesnsws (A 3 LN
15 2] 0] D1 LS O ——— O
HapDl 17 Gnssnsssness B e R S S R RS
Hapbl: 38 saswwnes Y. ¥ S R S PSS S
HapDl 19 ..... 8 R R R R
HapDl 20 .T...... GeviBArrunnn Geverrnnnnnnn G.C...AG..T
HapDl 21 saaasssssi GA s R s e
HapDl 22 wuewesmmes GRs:sireesias Bassrvmeaams i

15. abra: Az eziistkarasz D-loop haplotipusokat meghatarozo bazis eltérések a
leggyakoribb 1-es haplotipus csoport szekvenciajahoz viszonyitva.

Az egyes haplotipusok megoszlasat populacionként a 14. tablazat mutatja be.
A 22 szekvencia valtozatbol 9 olyan haplotipus van, mely minddssze egy egyedben és
7, ami csak két mintaban fordul eld, szemben a leggyakoribb 1-es haplotipussal
(HapDI_1), ami 46 egyedben van jelen. Ez az 6sszmintaszam tobb, mint 35 %-a. A
masodik legtobb egyedben eléforduld haplotipus a 7-es haplotipus (HapDI_7) 33
egyeddel. Mindkét szekvencia valtozatra igaz, hogy az Oszodi-berek vizét leszamitva

51



mindegyik mintavételi helyrél szarmazo egyedek megtalalhatéak benniik. Ezekkel
szemben a harmadik legnagyobb egyedszammal bir6 haplotipus a 21-es (HapDI_21)
csak az Oszodi-berek mintdiban fordult eld. Ez a populacié az egyetlen, ami két
teljesen elkiiloniilt haplotipusra oszlik csupan, melyek a HapDI_21 17 db ¢és a
HapDI_22-es haplotipus 2 mintaval. Ezt leszamitva az Osszes populacio egyedei
legalabb egy masik mintavételi helyszinen el6forduld haplotipus egyedeivel keverten
talalhatoak meg. A legtdbb, 6sszesen 9 haplotipust a Siofoknal, a Balatonbol mintazott
populacid hordozta. Ezt kovették a sorban a Kanyavarnal és HOgyészen mintazott
eziistkarasz populaciok, melyek egyforman 8-8 haplotipusra oszlottak. Ez a kanyavari
populacié esetén kiemelkedé mennyiségnek szamit, figyelembe véve a siofoki (N=29)
¢és hogyészi (N=30) mintaszamokat, melyek majdnem a duplai a Kanyavaron mintazott
halak szamanak (N=17). A populaciokat jellemz6 haplotipusok szama tobb
szempontbol is fontos. Egyfelol kovetkeztethetiink beldle a populdciok
valtozatossagara, ami alapjan a sidfoki és a hogyészi populaciok kiemelkeddek,
masfelél a mindossze 2 haplotipusra oszthatd Oszodi-berek esetén is érdekes az
eredmény, hisz bar ott a valtozatossag igen alacsony, 31 mintabol csak 2 haplotipus
mutathat6 ki, de szemben a tobbivel olyan egyedi haplotipusokat hordoz, melyek csak
erre a populaciora jellemzdek.

14. tablazat: Eziistkarasz egyedek haplotipus csoportokba sorolasa mintavételi
helyenként, ahol N: egyedszam, Sio:Si6fok, Hog: Hégyész, In: Ingd, Ob: Oszodi-
berek, Kv: Kanyavar, To: Si6fok-Torek, a Hapl_sorszamok pedig az egyes
eziistkarasz haplotipus csoportokat jelolik

D-loop N N N
csoportok | (Sio) | (Hog) | (In)
HapDI_1 9 11 10
HapDI_2
HapDI_3
HapDI_4
HapDI_5
HapDI_6
HapDI_7
HapDI_8
HapDI_9
HapDI_10
HapDI_11
HapDI 12
HapDI_13
HapDI_14
HapDI_15
HapDI_16
HapDI_17
HapDI_18
HapDI_19
HapDI_20
HapDI_21
HapDI_22
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A haplotipusokat meghatdroz6 43 variabilis bazis helybdl 35 bizonyult
filogenetikailag informativ helynek, de mindegyik pozicié csupan két bazis
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variacioval. A haplotipus diverzitas az 6sszes szekvenciara nézve (H) 0,800 + 0,023,
mig a nukleotid diverzitas értéke () 0,006 + 0,001, a Tajima féle differencialtsag (D)
pedig -1,57. A populaciokra kiilon-kiilon szamitott értékeket a 15. tablazat szemlélteti.

15.tablazat: A haplotipus (gén) diverzitas és a nukelotid diverzitas bazishelyenként a
vizsgalt eziistkarasz populaciok esetében, ahol H: a hordozott haplotipusok szama,
Hd a haplotipus diverzitas,  a nukleotid diverzitas, SSD a diverzitds mutatok szoras
(SD) értéke, Fs az Fu-féle Fs, D pedig a Tajima féle differencialtsag.

Poputicio | H | Hd | 00 | | SSD@ g D
Siofok | 9 | 083 | 004 | 011 | 004 | 1,02| -143
Hégyéesz | 8 | 072 | 005 | 006 | 001 | -022| -1,08
Tngd 4 | 063 | 009 | 002 | 0008 | 032] 013

Oszodi-

e | 2| 019 | o1 |ooo4 | 0002 | ool o
Kanyavar | 8 | 08 008 | 007 | 002 | 094 -1i1
Torck | 4 | 066 | 007 | 013 | 006 | 641 -111

A legmagasabb haplotipus diverzitasi értéket a Siéfokon mintazott egyedek
mutattak, mig nukleotid diverzitas esetében a Siofok-Toreki tavak eziistkarasz
populacidja. Bar a Sidfok-Toreki mintak csak 4 haplotipusba sorolddnak, ezért is az
alacsony haplotipus diverzitasi szam, de két egyed is a 4-es haplotipusba (HapDI_4)
keriilt. Ez a szekvencia valtozat tartalmazta a legtobb polimorf bazist a tobbi
haplotipushoz viszonyitva, igy a nukleotid diverzitds értéke magasabb. A
legalacsonyabb értékek mindkét mérészam esetén az Oszodi-bereknél (Ob)
mutathatoak ki. A Tajima-féle differencialtsag mutatdja (D), itt is negativ értéket vett
fol, akarcsak a Fu-féle Fs értéke, ami alacsony mértékii populacidé ndvekedést jelez.
Mindkét mérészam esetében pozitiv értéket egyediil az Ingodi (In) mintak mutattak. Az
Ing61 mellett pozitiv, rdadasul kiemelkedéen magas (6,41) Fs értéket mutatott a
Siofok-Toreki eziistkarasz populacio. A Siofok-Toreki halastavak rendszere
Osszekottetésben van a Balatonnal a Cinege patakon keresztiil. A mintavételek a 10-€s
tobol torténtek, mely a Balatonhoz legkodzelebbi a rendszerbdl és egyediil a korabbi
11-es, a mintavételkor nem lizemeld, Toreki-lap néven nevezett egység valasztja el a
totol. Az eredmény tobb mint valoszinii, hogy az alacsonyabb mintaszamnak és a két
4-es haplotipusba sorolddott Szekvencia miatti magas nukleotid diverzitasnak
koszonhetd. Ezt a diverzitast a tobbitdl kiemelkedden eltérdé nukleotid sorrend okozta,
akarcsak a siofoki (Balaton) 1,02-es értéket. A tobbi vizteriilettdl teljesen fiiggetlen,
azokkal ¢l0 Osszekottetésben nem allo, zart Hogyészi-horgéasztd esetében mindkét
érték pozitiv szelekciora utald, nullanal kisebb, értéket mutatott. Bar teriiletileg
Hoégyész a leginkabb elkiiloniilé populacio a tobbitdl (16. abra), a haplotipusok
evolucios kapcsolatat bemutatd haldzati dbra elemzésébdl latszik, hogy genetikailag
nem mutat jelentdsebb eltérést a tobbitdl (17. abra).
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16. abra: Eziistkarasz mintavételi helyszinek piros pottyokkel jelolve, ahol 1: Siofok,
2: Ingd, 3: Kanyavar, 4: Hégyész, 5: Siofok-toreki tavak, 6: Oszodi-berek.

A halozati dbran (17.4bra) jol lathato, hogy a két legtobb egyedet magéba foglalo (a
korok mérete az egyes haplotipusokat hordoz6 egyedek szamat tiikrozi) 1-es €és 7-es
haplotipus (HapDI 1, HapDIl 7) szinte minden populaciobol tartalmaz egyedet, kivéve
az Oszodi-berek mintait, melyek elkiiloniilnek és csak a pirossal jelolt HapDl 21-gs
¢s HapDI 22-es haplotipust hordoztdk. A halézati 4dbra a medianvektorokat
figyelembevéve 3 nagyobb csoportra oszthato (Dl Csoport_1, DI_Csoport_2,
DI_Csoport_3). A haplotipusok nagy része a halozati abra alsé részén 1évé 1-es
csoportban talalhatéak. A masodik csoportba (DI_Csoport_2) 5 haplotipus (HapDI_3,
HapDI_8, HapDI_11, HapDI_14, HapDI 20) kiiloniilt el a tobbitdl. Tlik is tavolabb
helyezkedik el, teljesen kiilonalloé csoportot alkotva a HapDI 4. A t6bb vektornyi
tavolsag tobb evolucids 1épést takar, igy a kapott csoportok taxondmiai besorolasat
mindenképp érdemes ellendrizni. Plane az olyan morfoldgiailag nagyon hasonld
csoportok esetén, mint a kdrasz nemzetség tagjai.
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17. abra: Az eziistkarasz haplotipusok, és a hozzajuk tartoz6 egyedeket bemutato
Median-joining alapti halozati abra, ahol a zold a siofoki, piros az 6szodi-berek, fehér
a hogyészi, sarga a kanyavari, lila az ingoi, a kék szin pedig a Siofok-Toreki
mintakat szemlélteti. A fekete pontok a PopArt szoftver altal beillesztett median
vektorok, DI_Group a haplotipus csoport. S6tét zold szinnel jel6ltiik a referencia
szekvenciakat.

A taxonomiai besorolas egyik tampontja az NCBI GenBank-ban elérhetd
nukleotid adatbazis Gsszehasonlité szekvencia vizsgalat (BLAST) volt. A kapott
eziistkarasz haplotipusok standard nukleotid BLAST elemzése soran 7 haplotipus
(HapDl_3, HapDI_4, HapDIl 6, HapDIl 8, HapDI 11, HapDIl 13, HapDl 14)
szekvenciaja a 22-bol nagyobb hasonldsagot mutatott a karasz komplex mas tagjaival,
mint az eziistkarasszal. Mindegyik haplotipus esetén a legnagyobb hasonldsagot
mutatd BLAST eredményeket a 15. tdblazat szemlélteti.
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15. tablazat: Eziistkarasz haplotipusok azonositasa az NCBI BLAST programmal,
génbanki azonositoval és a kapott talalatok szazalékos értékelésével, ahol a ,,Query”
az illesztett nukleotidok szazalékat mutatja, az ,,Identity” pedig a talalattal vald
atfedés szazalékos értékét. Zolddel jeloltem a halozati dbra (17-es dbra) alapjan a 2-
es D-loop csoportba, kékkel, a 3-as D-loop csoportba tartozo haplotipusokat.

D-loop Blast azonositas Query Identity [ Azonosito
HapDI_1 Carassius gibelio 100% 100,00% | MF036180.1
HapDI_2 Carassius gibelio 100% 99,86% | MF036180.1
HapDI_3 Carassius auratus auratus 100% 99,86% | AB379949.1
HapDl_4 | Carassius auratus buergeri 100% 99,43% | AB377291.1
HapDI_5 Carassius gibelio 100% 99,86% | MF036179.1
HapDl_6 Carassius auratus 100% 99,86% | FJ817324.1
HapDI_7 Carassius gibelio 100% 100,00% | MF036179.1
HapDI_8 Carassius auratus auratus 100% 99,86% | AB379949.1
HapDI_9 Carassius gibelio 100% 99,86% | MF036180.1
HapDI_10 Carassius gibelio 100% 99,86% | MF036180.1
HapDI_11 | Carassius auratus auratus 100% 99,71% | AB379949.1
HapDI_12 Carassius gibelio 100% 99,71% | MF036179.1
HapDl_13 | Carassius auratus gibelio 100% 100,00% | EF633617.1
HapDI_14 Carassius auratus 100% | 100,00% | FJ817323.1
HapDI_15 Carassius gibelio 100% 99,00% | KU668573.1
HapDI_16 Carassius gibelio 100% 100,00% | MF083605.1
HapDI_17 Carassius gibelio 100% 99,86% | MF036180.1
HapDI_18 Carassius gibelio 100% 99,57% | MF036179.1
HapDI_19 Carassius gibelio 100% 99,86% | MF036180.1
HapDI_20 Carassius gibelio 100% 99,43% | KU668576.1
HapDI_21 Carassius gibelio 100% 99,71% | MF036180.1
HapDI_22 Carassius gibelio 100% 99,71% | MF083605.1

A BLAST illesztések alapjan a HapDI_3, HapDI_6, HapDI_8, HapDI_11 és
HapDI_14 mind a Carassius auratus auratus-t, vagyis az aranyhalat takarja. Az
eziistkarasz fejezetben ismertetett taxondmiai ellentmondasokat a talalati eredmények
jol tikrozik. Mig az altalunk vizsgalt HapDI_6-0s haplotipussal 99,86%-o0s, illetve a
HapDI_14-essel 100%-o0s atfedést mutatd FJ817324.1-es (Jung et al., 2009) azonositd
szammal rendelkez6 aranyhal szekvencia ,,Crassius auratus (goldfish)” néven volt az
adatbazisban, addig az AB379949.1-es szekvencidt Komiyama és munkatarsai mar
,Carassius auratus auratus (gold crucian carp)” néven tiintették fel a rendszerben
(Komiyama et al., 2009). Munkajukban az altaluk Japanban vizsgalt aranyhalakat az
eziistkarasz (Carassius auratus gibelio) valtozataként irtak le. Szintén az 6 vizsgalatuk
soran kapott haplotipussal (AB377291.1) mutat 99,43%-0s egyezést az altalunk
vizsgalt HapDIl_4-es haplotipus. A japan csoport a szekvenciat a Ginbuna-val
(Carassius auratus buergeri) azonositja, mely egy japan aranyhal valtozat. Az
eziistkarasz is kétféle elnevezéssel szerepelt a taldlatok kozott. A legtobb esetben
haplotipusaink egy torok kutatds soran meghatarozott szekvenciakkal (MF083605.1,
MF036180.1, MF036179.1) mutattak atfedést (Agdamar & Tarkan, 2019), melyeket
az adatbazisba az eziistkarasz (Carassius gibelio) egyik leggyakrabban hasznalt angol
megfeleldjeként ,.silver crucian carp” elnevezéssel toltotték fel. A 13-as haplotipus
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(HapDI_13) esetén azonositott EF633617.1 szekvencia Li és Gui 2008-as munkaja
nyoman keriilt az adatbazisba (Li & Gui, 2008).

Hap18
Hap10
Hap7
Hap5
Hap2
Hap1
Hap19
Hap17
MF036180.1 Carassius gibelio (Tardk)
Hap12
EF633628.1 Carassius gibelio (Kina)
Hap21
AB377299 1 Carassius gibelio (Japan)
Hap9
Hap15
— Hap22
75 52 L Hap16
Hap6
g2 Hap13
68 Hap14
Hap11
74 Hap20
61 70 KC243414 1 Carassius gibelio (Grazia)
AB379957.1 Carassius auratus auratus
Hap8
Hap3
— AB377291.1 Carassius auratus buergeri
93l Hap4

#

JN117597 1 Carassius carassius
LC019787.1 Carassius cuvieri

JX122531 1 Cyprinus carpio haematopterus
J2390593.1 Cyprinus carpio

18. abra: Eziistkarasz haplotipusok a mitokondrialis genom kontroll régidja alapjan,
gyokérként egy ponty (Cyprinus carpio) D-loop szekvenciat (AC: JQ390593.1)
kivalasztva. (A filogenetikai fa Neighbour Joining illesztéssel, Tamura-Nei
tavolsagot figyelembe véve 1000-es bootstrap értéket hasznalva késziilt a MEGA-X
szoftverrel)

A filogenetikai fan (18. abra), akarcsak a halozati abran (17.abra) a BLAST
elemzés soran nem eziistkaraszként azonositott szekvenciak nagy része (HapDI_3,
HapDI_8, HapDI_11, HapDI_14) elkiiloniilt csoportot (halozati abran: D1_Csoport 2)
alkottak. Ide soroldodott a 20-as haplotipus (HapDI_20) is, mely egy azsiai eredetii
szekvenciaval (KU668576.1; Wang et al., 2016) mutat kicsivel tobb, mint 99%-0s
egyezést (15. tablazat). A filogenetikai fara felkeriiltek a szakirodalomban Carassius
auratus komplex néven ismert karasz nemzetség egyéb tagjai is. Az egyes szekvencidk
szarmazasa és ismertetése a 8-as szamu mellékletben talalhatoak. A referenciak koziil
a nem Carassius gibelio-ként azonositott szekvenciak jol lathatoan elkiiloniiltek a fan.
Hozzajuk sorolodtak az altalunk 4-es haplotipusba keriilt mintak, melyek a legnagyobb
hasonlésagot a Carassius auratus buergeri-vel mutattak. Egyetlen az NCBI
adatbazisban Carassius gibelio-ként szerepl6 szekvencia (KC243414.1) beékel6dott a
Carassius auratus-ok kozé. Ezt a szekvenciat egy Graz kutatocsoport hasznalta, mint
Crassius auratus gibelio referencia szekvencia Torokorszagbol a Graz vizek karasz
nemzetségének taxonomiai besorolasahoz (Japoshvili et al., 2013). A szakirodalmi
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bizonytalansagok miatt, a sajat haplotipus szekvenciaink taxonémiai besorolasanak
megerdsitése érdekében, valamint a kontroll régi6 taxondmiai elkiilonitésre alkalmas
markerként valdo mikodésének ellendrzésére, az egyes D-loop haplotipusokat hordozo
szekvencidkat megvizsgaltuk a mitokondridlis genom Citokrom b (Cyt.B.) és
Citokrom oxidaz 1-es alegységére (Co.l.) is. A markerek kivalasztasakor a taxondmiai
vizsgélatokkal foglalkozd szakirodalmi adatokat vettiik figyelembe. A kontroll
régiondl alkalmazott vizsgéalati modszerek mindkét 1) marker esetében
miikddéképesek voltak. A PCR-ek soran mindegyik mintdbdl sikeriilt felszaporitani a
vizsgalni kivant régiokat, a szekvenalo reakcid soran pedig sikeriilt meghatarozni az
egyes szekvencidkat meghatarozo bazis sorrendeket.

crer

Kalous és munkatarsai a Citokrom b régid vizsgalatai alapjan irtdk le az
eziistkarasz neotipusat, mely vizsgalat alapjan javaslatot tettek a Carassius gibelio 2
kiilon alfajra bontasara (Mongol és Eurépai-Azsiai) is (Kalous et al., 2012). A
Citokrom b vizsgalat soran a DnaSP6 szoftver a korabbi kontroll régio alapjan
meghatarozott 22 haplotipus referencia egyedeibél a nukleotid diverzitas alapjan
mindbssze 6 haplotipust azonositott. Az egyes haplotipusokat és hozzajuk sorolodo
D-loop régiora nézve polimorf bazisokat tartalmazé szekvencidkat a 16. tablazat
mutatja be. A haplotipusokat meghatarozé polimorf bazis helyeket a 9. melléklet
tartalmazza.

16. tablazat: A Citokrom b régio alapjan megkiilonboztetett 6 haplotipus nukleotid
BLAST eredménye, a kapott talalatok azonositdja €s query (a keresd szekvencia
hossza a teljes hossz %-aban), illetve identity (szekvencia aznossag %-a) értékei,
valamint az egyes D-loop csoportok megoszlasa a Citokrom b régiot hordozo
szekvencia csoportokban.

D-loop haplotipusok megoszlasa a
CytB csoportokban

Identity

CytB.
Csoportok
Blast
azonositas
Azonosité
(Ac
number)

HapCb 1 |22 |19 |18 |15 | 2 | 1 C.gibelio | 100% | 100% | KX601122.1
HapCb 2 |21 |17 |16 |14 |12 |10 |9 |8 |5 | 3| C.gibelio | 100% | 100% | HM000019.1
HapCb_3 | 20 | 11 | 7 C.gibelio | 100% | 100% | KX601124.1
HapCb 4 | 13 C.gibelio | 100% | 99,53% | HQ689899.1
HapCb 5 | 6 C.gibelio | 100% | 100% | MG281946.1
HapCb 6 | 4 C.gibelio | 100% | 99,91% | LC337602.1

A legtobb D-loop haplotipust a HapCh_2 csoport hordozta. A HapDI_4-es,
HapDI_6-0s és HapDI_11-es D-loop haplotipust, amiket a korabbi BLAST elemzés a
Carassius auratus auratus és Carassius auratus buergeri szekvenciakkal azonositott,
itt is kiilon csoportba keriiltek. Erdekes azonban, hogy mig a 13-as haplotipus
(HapDI_13), akar csak a 20-as (HapDIl_20) a Cyt.B. esetén szintén a ritkabb
szekvenciak kozé sorolodik, addig a masik marker alapjan eltéré HapDI_8-as,
HapDI_3-as és HapDI_14-es haplotipus beolvadt a leggyakoribb Citokrém b csoportba
a HapCb_1-esbe. A csoportok BLAST elemzése joval egységesebb képet mutatott.
Mindegyik szekvencia Carassius gibelio szekvenciakkal keriilt egy besorolasba,
rdadasul szemben a D-loop értékkel a legtobb esetben mind a query, mind az identity
értéknél 100%-os egyezéssel. A szekvencidk tovabbi elemzéséhez a kapott 6 Citokrom
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b haplotipust (HapCb_1, HapCb_2, HapCb_3, HapCbh_4, HapCb_5, HapChb_6)
beillesztettiik a Kalous ¢és munkatarsai altal vizsgalt szekvencidk filogenetikai
torzsfajara (18. abra). A torzsfara felkeriiltek még a Takada és munkatarsai altal 2010-
ben publikalt, az Eurdpara jellemz6 Carassius haplotipusokat reprezentald V. klad
Carassius gibelio mintai is (Takada et al., 2010). Az ide tartozo szekvenciakat
(DQ399926.1, DQ399929.1), ugyantigy a cseh Kalous és munkatarsai (2007) t6ltotték
fel az adatbazisba egy korabbi, az Elban végzett vizsgalat soran.

DQ399926 1
HapCh 6
DQ399529 1
HapCh 2
FJ478019 1
HapCh 1
HIM000008.1
HM0D000091
HM000020.1
HIM0D08685.1
JN4023051
HM0D08678.1
a2 AB368700.1
HapChb 4
HIM0D08684.1
GU170378.1
FJB22041 1
HapCh 5
HapChb 3
HM008690.1
DQ868526.1 ) .

94 { DQ8689251 Ho
39 DQB8E8Y24. 1 -

AY347293 1 Cyprinus carpio
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18. abra: A Citokrom b haplotipusok elhelyezkedése a filogenetikai fan, 6sszevetve a

Kalous és munkatarsai altal meghatarozott 2 eziistkarasz alcsoporttal és a Takada és

munkatarsai altal Eurdpai eziistkarasz kladnak jelolt cseh eredetli szekvenciakkal. (A

filogenetikai fa Median Joining illesztéssel, Tamura-Nei tavolsagot figyelembe véve
1000-es bootstrap értéket hasznalva késziilt a MEGA-X szoftverrel)

Bar a csehek munkajaban jol elkiiloniilt a két Carassius gibelio csoport, ahol a
C. gib. 1. -es az Eurdpai-Azsiai, mig a C. gib. II.-es a mongol mintakat hordozta, az
altalunk azonositott haplotipusok mégsem egyontetiien a vart C.gib. l.-es szekvencidk
koz¢é sorolddtak be. Kett6 csoport, a HapCh 5 és a HapCh_3 a csehek altal elkiilonitett
mongol csoporthoz allt kozelebb. Bar a nukleotid BLAST elemzés alapjan az altalunk
meghatarozott Citokrom b haplotipusok az adatbazis alapjan is a Carassius gibelio
szekvenciakkal mutattak a legnagyobb atfedést, az ehhez a 2 csoporthoz (HapChb_5,
HapCb_3) tartozo D-loop haplotipusokat reprezentalé mintak fele azok koziil keriilt
ki, melyek a D-loop elemzés soran kozelebbi hasonlosagot mutattak a Carassius
auratus auratus-sal. Az eredményt arnyalja, hogy szintén a HapCh_3 haplotipusba
keriilt a kontroll régi6 haplotipusai koziil a HapDI_7-et hordozé egyed, ami a D-loop
régio esetében a masodik legtobb esetben kimutatott szekvencia valtozatnak bizonyult.
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4.2.3 Az eziitskarasz Citokrom oxidéaz 1 vizsgalata

A vizsgalatok a Citokrém oxidaz 1 (Co.l.) esetén is miikodtek, az anyagok és
modszerek fejezetben ismertetett protokollokkal. Mindegyik minta esetén sikeriilt a
vizsgalni kivant régiot PCR-rel felsokszorozni, és a szekvencidk bazis sorrendjét a
szekvenalasi reakcid soran meghatarozni. Az igy kapott haplotipus csoportokat €s a
hozzajuk sorolodo D-loop haplotipusokat a 17. tablazat mutatja be. A haplotipusokat
meghataroz6 bazisokat a 9. melléklet tartalmazza. A mitokondridlis genom 3

crcr

régiojabol a Co.l. marker mutatta ki a legkevesebb, mindéssze 4 haplotipus csoportot.

17. tdblazat: Az eziistkarasz esetén kimutatott 4 db Co.I. haplotipus és a hozzajuk
sorolodo D-loop haplotipusok, valamint a BLAST elemzés soran kapott legerdsebb
talalat eredményei.

Col D-loop haplotipusok megoszlasa a Col csoportokban BLAST
Csoportok taldlat
Carassius
col-t ° auratus
Col2 | 8|6 |5 |a|3|2221|1|19|18|17|16]15|14|12|10]1 gi";‘)':l‘is;'us
Co.l._3 712011 Carassius
auratus
Co.l._4 13 C_ara_ssnus
- gibelio

A 4 csoport BLAST analizisének eredménye felhivja a figyelmet az online
adatbazisok korlataira, és a feltoltott adatok kritikus kezelésére. Az NCBI BLAST
standard nukleotid elemzése 2 citokrom haplotipust is (Co.l._1, Co.I._3) Carassius
auratusként azonositott (17. tablazat). A Citokrom oxidaz 1 régiot barkod-régionak is
nevezik. A szekvencia alapjan elvégzhetd keresésre egy kiilon adatbazist is
létrehoztak. A BOLD (The Barcode of Life Data System) rendszerben (web) szintén
lehet a szekvenciak FASTA formatumu illesztése alapjan azonossagokat keresni. A 4
db Citokrom oxidaz 1 haplotipus talalati eredményeit a 18. tablazat szemlélteti.

18. tablazat: Eziistkarasz Citokrom oxidaz 1 haplotipusok BOLD azonositasa

Col Barkéd (BOLD) Similitary
Csoportok azonositas
Co.l. 1 Carassius auratus 99,83%
Co.l. 2 Carassius gibelio 100%
Co.l. 3 Carassius auratus 100%
Co.l. 4 Carassius gibelio 100%

Az eredmények atfedésben alltak a két adatbazisban. Ennek ellenére a
szekvencia azonositasokat nagy koriiltekintéssel és minél tobb molekuldris genetikai
markerrel érdemes ellendrizni, mert az ilyen jellegli informatikai adatbazisok még nem
képesek Onalldan kisziirni a hibakat, melyek a pontatlan felt6ltésekbdl, rosszul
meghatarozott szekvencia sorrendekbdl, téves rendszertani egységekbe osztott
egyedektdl szarmazo mintak elemzésébdl adodnak (Deagle et al., 2014, Buhay, 2009).
Bar a tanulmanyok elsésorban a BOLD adatbazist emelik ki és a Co.l. marker
hasznalata soran felmeriild tévedések lehetdségét, jelen munka megerdsiti, hogy a
tévesen feltoltott szekvencidk, nem a Citokrom oxidaz gén 1l-es alegységének
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sajatossagai. A téves azonositas egy olyan csoportban, mint a karasz-komplex tagjai,
minden marker esetén el6fordulhat, hiszen mar a mintazott egyedek fenotipusos
azonositasa iS nehézségekbe litkozik. Ezen segithetne eziistkarasz esetén a leirt
neotipusok (Kalous et al., 2012) figyelembevétele. Mindazonaltal annyi fenotipusos
bélyeget felvenni, amik alapjan egy neotipusba az adott halat be lehetne sorolni,
nagyobb egyedszam esetén a helyszini mintavételkor életszertitlen. A citokrom oxidaz
alaptl genetikai elemzésiiket Osszevetve a sajatunkkal, €s figyelembe véve a mas
mitokondrialis régiok (Co.l., D-loop) esetén, mas taxonomoiai besorolasu egyedekkel
mutatott filogenetikai tavolsagokat, mint a D-loop 4-es haplotipus és a Carassius
auratus buergeri esete, nem tekintheté megbizhatonak a karasz-komplex tagjainak
elkiilonitésére hazankban.

A harom mitokondrialis markerrel (D-loop, Cyt.B., Co.l.) tortént vizsgalat
alapjan Gsszességében megallapithatd, hogy a mitokondridlis genom vizsgalatdhoz
altalanosan hasznalt Sanger-féle szekvenaldsi modszer az eziistkarasz esetében is
mikddik. A pontyfélék csaladjdban altalanosan alkalmazott primer parokkal az
eziistkarasz esetén is lehetséges a termékek felszaporitasa. A hat mintavételi helyr6l
gyljtott, és sikeresen elemzett 132 mintabol a D-loop régid alapjan 22 haplotipust
tudtam elkiiloniteni, melyeknek tobb mint a fele csak 1 vagy 2 egyedet tartalmazott,
ez alapjan elmondhatd, hogy a hazai vizekben tobb ritka haplotipus is megtalalhato.
Az Oszodi-berek populacioja nem csak foldrajzilag izolalt, de genetikailag is elkiiloniil
a haplotipusok alapjan. Bar a hdgyészi alloméany foldrajzilag teljesen elszigetelt és
semmiféle kapcsolatban nem all a tobbi mintavételi hellyel, mégsem alkot elkiiloniilt
egységet semmilyen mas szempontbol. A D-loop haplotipusok alapjan a Sidfok-
Toreki populacid is magas differencialtsigot mutat a tobbihez képest. Innen
mutathatoak ki a legeltérobb egyedek. Ezek a halak bar nem nagy szamban, de
feltiin6en kiilonboz6 genetikai hattérrel vannak jelen vizeinkben. Az eltérések miatt,
melyeket a filogenetikai abrak (17. abra, 18. abra) is alatamasztottak, vontam be a
vizsgalatha a Cyt.B. és Co.l. markereket. A faj azonositas soran az NCBI és BOLD
szekvencia adatbazisok segitségével hasonlitottam Ossze az egyes haplotipusokat az
adatbazisban szerepld mas mintdkkal. Az altalam eltéréként azonositott mintdk
nemcsak a D-loop, de a Citokrom oxidaz 1-es alegység alapjan is nagyobb atfedést
mutattak a karasz-komplex mas tagjaival. A legpontosabb, az eziistkarasz fenotipussal
atfedé eredményeket a Citokrom b szekvencidk adtak. A referencia szekvenciakkal
valo egyezés mellett, azok filogenetikai kapcsolatanak abrazolasa soran tobb helyen is
kapcsolat tiinik fel dzsiai eredetii szekvenciakkal. Erdekes, hogy a szakirodalomban
(Pentinsaari et al., 2016) kiemelten faj-azonositasra ajanlott barkod rendszer (Co.l.
marker) alapjan csak 4 haplotipus csoportot kaptunk, ami taxondémiai azonositas
szempontjabol pontosabb eredményt is adhatna, de a 4-b6l a BOLD, akér csak a
BLAST 2-t azonositott csak Carassius gibelio-ként.
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4.3. A garda
4.3.1. Mikroszatellit markerek adaptacidja garda fajra

Mivel a gardat (Pelecus cultratus) mindezidaig nem vizsgaltak mikroszatellit
markerekkel, nagyon kevés eldzetes vizsgalat, vagy kiindulasi alap Aallt
rendelkezésemre a vizsgalatok megkezdésekor. A mitokondrialis markerek mellett
célom volt egy atfogobb fajspecifikus vizsgalat mikroszatellit markerekkel. Mivel
kosiilld esetén is bizonyitottan miikddott a fajok kozotti marker adaptacio, elsé korben
a kozeli rokon fajokbol igyekeztem mar miikodé mikroszatellit markereket adaptalni
(Baerwald & May, 2004; Barinova et al., 2004; Urbankova et al., 2013; Hosseinnia et
al., 2014) (Melléklet 11.). Akarcsak a kosiillo esetén, a valtozo értékek itt is elsésorban
a MgCl, mennyisége, a primerek feltapadasi hdmérséklete és a ciklusszamok voltak.
Osszesen 11, a szakirodalom alapjan valasztott mikroszatellit markert teszteltem (19.
tablazat). A 11 markerbdl a protokollok optimalizalasa utan 5 marker esetén sikeriilt
PCR terméket felszaporitani (Albi22, Albi6l, Albi462, Gob28, CypG24), de ezek
koziil 2 marker esetén (Albi462, CypG24) annyi altermék és egyéb fragment
szaporodott fel, hogy az eredmények kiértékelhetetlenek voltak, és tovabbi
optimalizalassal sem sikertilt csokkenteni a ,,zaj” mennyiségét. Hairom marker (Gob28,
Bl1, Albi22) a kapillaris gélelektroforézis eredményei alapjan monomorfnak
bizonyult. Egyetlen mikroszatellit marker, az Albi 61 bizonyult polimorfnak, de az is
pusztan 3 alléllal rendelkezett. Egyetlen hirom allélos mikroszatellit marker
onmagéban populdcidgenetikai vizsgalatra nem alkalmas.

19. tablazat: Teszt mikroszatellit markerek garda vizsgalatokhoz, ahol - : nincs
eredmény, + sikeres

Azonosito Adaptacié | Polimorfitis | Allél méret MgCl: Ff lta{p a,d asi
hémeérséklet
Albi22 JX228956.1 + - 129 bp 2 56 C°
Albi6l JX228957.1 + + 111,115,121bp 2 56 C°
Albid62A KC161205.1 + - - - -
Gob28 DQ207805.1 + - 250 bp 2 53C°
MFW19 DQ780025 - - - - -
CypG24 AY439142 + - - 2 52 C°
Rru3 AB112739 - - - - -
BI1-153 FJ468350 - - -
Bl2-114 FJ468352 - - -
Crooijmans et al.
MFW1 11997 ; ] ]
Crooijmans et al.
MFW9 11997 ; ) ;

4.3.2 A garda mitokondrialis vizsgalata

A harom garda (Pelecus cultratus) populaci6 (Balaton, Fert6, Lengyelorszag)
illesztettem. Az igy kapott 803 bazispar hosszi konszenzus szekvenciak szoftveres
elemzésekor 5 haplotipust mutattam ki (19. éabra). A haplotipus csoportokat
meghataroz6 4 polimorf bazis helybdl kettd bizonyult filogenetikai szempontbol
informativ poziciénak.

62



MATRIX

[ ]

[ 1
Hap_1 AGAC

Hap_2 ..G.
Hap_3 .A..
Hap_4 ...T
Hap_5 G...

>
END;

crer

polimorf bazisok és azok alapjan meghatarozott 4 haplotipus csoport.

A haplotipus csoportokat a 20. tdblazat szemlélteti. Mind a mintaszamok, mind
a mintavételi helyek kozotti foldrajzi tavolsag (20. abra) alapjan ez a valtozatossag
rendkiviil alacsony, gondoljunk csak a 8 mintaval tobb eziistkdrasz allomany soran
kapott 22 haplotipusra. Az egyedek tobbsége raadasul (104 minta) a 125-bdl a
leggyakoribb 1-es haplotipust hordozza. A Lengyelorszagban talalhaté Visztula-
lagunabol szarmazo mintak mindegyike ebbe a leggyakoribb csoportba tartozik.

20. abra: Garda mintavételi helyek jobb oldalt kiemelve a magyarorszagi mintavételi
pontokat, bal oldalt pedig a lengyel mintazas helyszinét.

20. tablazat: Garda mintak haplotipusai és az azt hordozo6 egyedek, ahol BG: Balaton,
LG: Lengyel, FG: Fertd.

LG47 LG48 LG46 LG45 LG44 LG43 LG42 LG41 LG40 LG39 LG38 LG37 LG36
LG35 LG34 LG33 LG32 LG31 LG30 LG29 LG28 LG27 LG26 LG25 LG24 LG23
LG22 LG21 LG20 LG19 LG18 LG17 LG16 LG15 LG14 LG13 LG12 LG11 LG10 LG9
LG8 LG7 LG6 LG5 LG4 LG3 LG2 LG1 FG22 FG19 FG18 FG17 FG14 FG13 FG11
FG9 FG8 FG6 FG3 BG23 BG22 BG16 BG13 BG10 BG3 BG53 BG50 BG49 BG47
BG46 BG44 BG42 BG40 BG39 BG38 BG36 BG35 BG34 BG33 BG32 BG30 BG29
BG28 BG27 BG26 BG25 BG24 BG21 BG20 BG19 BG18 BG17 BG15 BG14 BG11
BG9 BG8 BG7 BG6 BG5 BG4 BG2 BG1 B37

Hap_2 | FG23 FG21 FG20 FG16 FG15 FG12 FG10 FG7 FG5 FG4 FG2 FG1
Hap_3 | BG54 BG52 BG51 BG48 BG45 BG43 BG41

Hap_4 | BG12

Hap 5 | BG31

Hap_1
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A masodik haplotipus (Hap 2) kizar6lag a Fert6b6l szarmazé mintakbol kertilt
el6, a Hap 3, Hap 4 és Hap 5-6s haplotipust pedig csak balatoni mintak hordoztak.
A balatoni gardak esetén talalhato tehat a legtobb haplotipus. A csak fert6i mintakban
eléforduld Hap_2-esen kiviil mindegyik haplotipusban talalhato balatoni minta,
beleértve a két ritka Hap 4 és Hap 5-0t is. Mindazonaltal figyelembevéve az 54-es
mintaszamot, a populacié esetén még igy is egy rendkiviil homogén allomanynak
mindsil, akarcsak a Ferté a két haplotipussal, vagy a D-loop régiora nézve teljes
mértékben monomorf lengyel allomany. A garda populaciok alacsony
diverzifikaltsagat tovabb erdsiti, hogy a még elkiiloniilt 5 haplotipus kozott is
minddssze 1-1 nukleotid kiilonbség van (19. abra). Az egyes elkiiloniilt haplotipusok
mind a legtobb egyed altal hordozott Hap_1-bdl szarmaztathatoak, és abbol median
vektor kozbeiktatasa nélkiil kozvetleniil levezethetdek (21. dbra).

Hap_5

. Bal
@ Ferto

. Lengy

21. abra: Garda haplotipusok halozati abraja Median-Joining modszerrrel (PopArt
szoftver), ahol a zold a lengyel, kék a fert6i, piros a balatoni populacio.

Az egyes populaciok diverzitdsi mutatoit kiilon-kiilon is attekintettiik, bar a
teljesen homogén lengyel Visztula-lagunabol szarmazo populacio esetében a
populécion beliili genetikai differencidltsagi szamitdsoknak nincs értelme, hiszen a
vizsgalt szekvencidk alapjan nem volt kimutathat6 valtozatossag az egyedek kozott. A
haplotipus diverzitas (Hd) értéke a Fert6 esetén 0,7 (£ 0,05), a Balaton esetében pedig
0,41 (+ 0,08). Bar a fertdi mintak csak két haplotipust hordoznak, de azt fele akkora
mintaszambol (N=23), mint a balatoni. A Fu-féle Fs érték mutatja a legnagyobb
kiilonbségeket a két populacio esetében. Mig a Balatonnal -4,09, addig a fert6i
populécidban pozitiv értéket vett fol (1,28). A negativ érték a Balaton esetén akar egy
nemrég bekovetkezd 1étszam novekedésre Is utalhat, ez azonban a FAO altal 2016-
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ban, a mintagytjtés évében mért fogasi adatok alapjan nem tamaszthato ala (FAO,
2019). A hazai horgasz fogasi adatokban drasztikusabb valtozas nem tortént 2013-at
kovetden, mikor a balatoni halaszat betiltasra keriilt. A szegregacios helyek szama, és
a paronkénti illesztés alapjan kalkulalt populacié méret valtozasait reprezentald abra
(22. abra) azonban alatamasztja a feltételezett boviilést.

S
o

= Freq. Obs.
Freq. Bxp.

S
=]
(S Y N (O

0.4

I Y N S T R |

o
[N]
1

T T N1

=}

' T g
10 15 20
Pairwise Differences

=]
o

22. abra: Balatoni garda populécio feltételezett méret valtozasanak abrazolasa, ahol a
z61d a vart frekvencia a populacioé novekedést feltételez6 null hipotézis mellett, mig a
piros pontozott vonal a becsiilt frekvencia (DnaSP)

A balatoni populaciot megfigyelve lathato, hogy a vart és becsiilt gorbe szinte
teljes fedésben all egymassal. Ezzel szemben a fert6i populacio a varttol eltérd, kiugrd
értéket mutat (23. abra).
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23. abra: Fertdi garda populacio feltételezett méret valtozasanak abrazolasa, ahol a
zold a vart frekvencia a populacié novekedést feltételezd null hipotézis mellett, mig a
piros pontozott vonal a becsiilt frekvencia (DnaSP)

A Fu-féle Fs és a populaciddinamikai abra (23. dbra) alapjan a Fert6 esetében
feltételezhetd, hogy a populacié a 2017-es mintazasi évet megel6zden palacknyak
effektuson esett keresztiil. Mivel a fertéi garda populacié egy 6shonos, 6nfenntartd
populacid egy esetleges betegség vagy barmilyen kiils6 tényezd6 (pl. vizhidnybol eredd
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gyenge szaporodasi sikerli évek), mely 1étszam csokkenéssel jar, konnyen elérheti ezt
a hatast. A Tajima féle D-érték is alatdmasztja ezeket a feltételezéseket, mely a Balaton
esetében -1,67, mig a Fertéi populacioban pozitiv 1,23-as értéket vett fol. A negativ
értek a populdciddinamikai vizsgalatokndl a mutacids rata novekedésébdl fakadhat,
mely 0sszehangban 4ll a pozitiv Fu-féle Fs érték alapjan becsiilt novekvo alloméannyal.

A kapott 5 garda haplotipuson elvégeztem a standard nukleotid BLAST
elemzést. A NCBI adatbazisaval torténd egyeztetés a vartnak megfeleld eredményt
hozott. Mind az 5 haplotipus az adatbazisban talalhat6 egyetlen garda szekvenciaval
(AB239597.1, Saitho et al., 2006) mutatta a legnagyobb atfedést, ezt kdvetden
tobbnyire a Leucicus nem tagjait hozta ki az elemzés, mint a hazankban is el6fordulo
nyuldomolykoé (Leuciscus leuciscus), vagy a francia vizekre jellemzd Leuciscus
burdigalensis. Ahogy azt az irodalmi attekintésben emlitettem az évek soran a
pontyfélék csaladjaval kapcsolatban is, mint a legnagyobb édesvizi halcsalad (Nelson,
1994), felmeriiltek taxonomiai kérdések és rendszertani javaslatok, melyek a gardat és
domolykokat is magaba foglald Leuciscinae alcsaladot is érintették (Winfeld &
Nelson, 1991; Briolay et al., 1998; Gilles et al., 2001; Cunha et al., 2012). Az évek
soran vizsgalt kérdéses alcsaladok és genuszok egyes reprezentativ szekvenciait
(Melléklet 10.) az NCBI adatbazisabol kdzosen is abrazoltuk az altalunk kapott garda
haplotipusokkal (24. abra) a ponty (KX576714.1- Cyprinus carpio) szekvenciat
kijelolve a fa gyokereként. Az abran a korabbi taxondmiai besorolasuknak
megfeleléen a garda szekvenciak a nyuldomolykdval és a filirge csellével (Phoxinus
phoxinus) mutattak a legszorosabb kapcsolatot. Az 5 haplotipus egy csoportot alkotott
a torzsfan 2 kisebb agra osztva, fentebb a 4-es és 2-es haplotipusok, alatta pedig a
leggyakoribb 1-es, 3-as és 5-6s haplotipus. A garda haplotipusok f616tt helyezkedik el
a torzsfan a Leuciscinae csalad tobb, a hazai vizekben megtalalhato tagja is, mint a
bodorka (Rutilus rutilus), a dévérkeszeg (Abramis brama) és a kurta baing (Leucaspius
delineatus). Szintén ehhez a csoporthoz, sét a kurta bainghoz legk6zelebb sorolodott
a szélhajto kiisz (Alburnus alburnus) is, ami azonban nem tagja a Leuciscinae
alcsaladnak bar a korabban emlitett szakirodalmi felsorolasokban a vitatott helyzetti
alcsaladok kozott szerepel, a compot (Tinca tinca) is tartalmazo Tincinae mellett.
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AJ388402 1 Leucaspius delineatus
AJ388401.1 Alburnus alburnus
FJ188382.1 Rutilus rutilus
AJ388404.1 Abramis brama
DQ664491 1 Leuciscus leuciscus
AJ388410.1 Phoxinus phoxinus

59 I: Hap 4
Hap 2

Hap 3
- E Hap 5
38 Hap 1

AJ388411.1 Tinca tinca
AJ388393.1 Gobio gobio
LC098114 1 Pseudorasbora parva
- { MH797174.1 Rhodeus ocellatus
81 LO7753.1 Cyprinella spiloptera
MH797241 1 Pseudobrama simoni
- { MNI58523 1 Megalobrama terminalis
100 MNO58485.1 Megalobrama amblycephala
KF395261 1 Rhinichthys atratulus
—— AB274417 1 Carassius carassius

g L — ABO08B02.1 Carassius auratus
KX576714.1 Cyprinus carpio

24. abra: Garda haplotipusok elhelyezkedése a Cyprinidae csalad filogenetikai fajan
(A filogenetikai fa Neighbour Joining illesztéssel, a Kimura 2-paraméteres genetikai
tavolsagfigyelembe véve 1000-es bootstrap értéket hasznalva késziilt a MEGA-X
szoftverrel)

A rokon fajokbol adaptalt mikroszatellit markerek estén populaciogenetikai
vizsgalatokat nem tudtam végezni, mert a 7 markerb6l, amit sikeriilt adaptalni csupan
az Albi 61 bizonyult gyengén polimorfnak, de dnmagaban egy marker nem elegend6
a diverzitas mérésére. Az Albi 61 harom allél mérete: 111 és 115 és 121 bp. A rokon
fajok kozott tehat nem lehetetlen a marker adaptacio, de itt is lathato, ami a kosiilld
esetén is bizonyitott, hogy a mas fajok esetében polimorf markerek nem feltétlentil
polimorfak a vizsgilandé fajnal. Osszefoglalva tehat a garda populaciok elemzését, a
3 populaciobdl, dsszesen 125 hal mitokondrialis genomjanak kontroll régidja alapjan
5 haplotipust kiilonitettem el. A mintak tobb mint 80%-a a leggyakoribb 1-es csoportba
tartozott. A 3 mintavételi hely koziil a lengyel Visztula-laginabol szarmazo mintak
genetikailag teljesen monomorfok voltak, beleolvadva a leggyakoribb 1-es
haplotipusba (Hap_1). A jelent6s foldrajzi tavolsag ellenére sem alkottak a magyar
populacioktol elkiiloniilt egységet. A balatoni garda mintdk mutatkoztak a
legvaltozatosabbnak. Osszesen 4 haplotipus volt jelen, melyek koziil 3-at csak a
Balatonban talaltunk meg, de a mintak nagy része itt is az 1-es csoportra jellemzo
szekvencia valtozatot hordozza. A Fert6bdl szarmazo populécioé 2 haplotipust hordoz,
ebbdl egy csak erre a csoportra jellemzdé. A diverzifikaltsagi mutatok ebben a
csoportban a legmagasabbak, mert bar csak 2 valtozata talalhaté meg benne a kontroll
régionak, de az a kettd joval kevesebb (n=23) minta esetén, mint a balatoni mintaknal
(n=53). A csoportok kozotti egyes szekvencia valtozatok csak 1-1 nukleotidban
kiilonboznek a leggyakoribb 1-es haplotipustél és abbdol mindegyik kozvetleniil
levezethetd. A garda populacidkat jellemzd alacsony diverzifikaltsag mellett pozitiv
jelnek tekinthetd a balatoni mutatok alapjan feltételezett novekvo egyedszam.

67



5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Marker adaptalhatosag rokon fajok kozott

A kosiillé (Sander volgensis) esetén a marker adaptacid Osszességében
sikeresnek bizonyult. A kivalasztott 13 siill6 mikroszatellitb6l mindéssze 2 marker
(MS 423, MS 424) volt, melyekkel a protokollok tobbszori valtoztatasa utan sem
sikeriilt a PCR soran terméket felszaporitani. Hat marker (MS 420, MS 417, MS 192,
MS 384, MS 373, MS 703), melyek a siill6 fajban polimorfnak bizonyultak (Kanainé
et al., 2019a), a késiill6 esetén monomorfnak mutatkoztak, vagy csupan 2 allélt
hordoztak, igy nem alkalmazhatoak a fajban populaciok diverzitdsanak mérésére. A
PIC értékek alapjan az 5 kell6 mértékben polimorf marker (MS 701, MS 704, MS 404,
MS 395, MSI-1) mindegyike alkalmasnak bizonyult a magyar késiillé populaciok
vizsgalatahoz. Az eredmények alapjan azonban elmondhatd, hogy a kiilonb6z6 fajok
kozotti marker adaptaciokor nemcsak a polimorfitas mértéke kiilonbozhet, de az egyes
mikroszatellit markerekkel detektalt allélméretek is. Jelen vizsgalat alapjan a kosiillé
mindegyik marker esetén nagyobb allélméret tartomannyal rendelkezett, mint a siill6,
leszamitva az MS 395-0s markert, ahol a tartomanyok kozel azonosak voltak, a kdsiillo
esetén 241-271 bazisig terjedtek az allélméretek, mig a Kanainé-féle siillékutatasban
234-270 bp volt a tartomany. A mikroszatellit markerek adaptalasa tehat egy miikodo
eljaras a siigérfélek kozott, de az eltérd mérettartomanyok miatt komplett, a stillé
esetében miikodé multiplex marker szettek (Kanainé et al., 2009a) nem emelhetéek at.

A garda (Pelecus cultratus) esetében a marker adaptacidé nehezebb volt, hiszen
nincs olyan kozeli rokona, mint a késiillonek a fogassiilld, mivel a garda a Pelecus
nemzettség egyetlen tagja. Szakirodalmi adatok alapjan 11 markert Kkeriilt
kivalasztasra 5 kozel rokon, a pontyfélék csaladjaba tartozo fajtol, melyek a sujtasos
kiisz (Alburnoides bipunctatus), bodorka (Rutilus rutilus), ponty (Cyprinus carpio),
fenékjaro kiill6 (Gobio gobio) és a vaskos csabak (Leuciscus souffia) voltak. A 11
kivalasztott markerbdl 6 marker esetén sikeriilt PCR terméket amplifikalni, ami bar
picit tobb, mint 50%, de messze elmarad a kdsiilléonél mért eredményességtol. A
kozelebbi rokon fajoktol, mint a bodorka, vagy a sujtasos kiisz, tobb markert sikertlt
miikodésbe hozni (Gob28, Albi61), mint példaul a pontynal leirt markerek esetén
(MFW1, MFW9, MFW19). A tobbség azonban ezek koziil is monomorf volt. Itt is
bebizonyosodott tehat, hogy ha meg is taldlhat6 az azonos génszakasz a kozeli rokon
fajban, annak mérettartomanya, illetve heterogenitasa egyaltalan nem biztos, hogy
azonos lesz. Egyetlen marker (Albi61) bizonyult gyengén polimorfnak, 3-féle allél
mérettel. Onmagaban egy marker, természetesen nem elég egy populacié jellemzésére,
de a jovOben, ha sikeriilne Ujabb markereket adaptalni, vagy konyvtar-készitéssel
izolalni, mar lehetdség lenne egy atfogdbb vizsgalatra. Jelen munka pedig bizonyitja,
hogy az adaptacié nem lehetetlen, még olyan fajok esetében sem, melyek 6nallo
genuszba tartoznak. Bar ennél a fajnal a markerek tobbsége, melyekhez sikeriilt
miikédé PCR protokollt 1étrehozni, monomorfnak bizonyult a vizsgélt allomanyokon,
mas, genetikailag véaltozatosabb allomanyokon lehetnek polimorfak.
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5.2. K6siillo populacidgenetikai vizsgélatok

Az 5 darab siillobol izolalt polimorf mikroszatellit marker (MS 701, MS 704,
MS 404, MS 395, MSL-1) ¢és a mitokondrialis genom kontroll régioja (D-loop)
alkalmasnak bizonyult a Balaton, a Duna és Osszevonva a Tisza és Holt-Koros
populacidibdl vett mintak genetikai diverzitasvizsgalatara, bar mikroszatellitek esetén
érdemes lenne tobb markert is bevonni a késobbi vizsgalatokba, valamint a Tisza és
Holt-Koros teriiletérél tobb mintat begyiijteni, de ez ekkora teriiletrél nehezebb
feladat. Mivel a kosiillé kiemelten kedvelt a horgaszok korében, érdemes lenne a
jovOben a mintazasok kapcsan felvenni a kapcsolatot a kornyéken 1évé horgasz
szovetségekkel. A harom csoport koziil a balatoni kdsiillé populacié bizonyult a
legegyedibbnek. Mind a mikroszatellit markerek esetén kimutathato egyedi allélszam,
mind a mitokondridlis genom D-loop régidja alapjan meghatdrozott haplotipusokat
figyelembe véve elmondhato, hogy a balatoni késiillé populacid olyan ritka genetikai
hattérrel rendelkez6é egyedeket tartalmaz, mely alapjan a populéci6 értékes genetikai
er6forras lehet az esetlegesen beszlkiilt genetikai hattérrel rendelkezd kisebb
alloméanyok vérfrissitésé¢hez, illetve 1) allomanyok létrehozdsdhoz. Mig ezek a
beavatkozdsok konnyebben kivitelezhetdek egy kisebb és zart, beltenyésztett
populacié esetében, a Duna esetében hosszii tdvon lehet beszélni az allomany
»feljavitasarol”, amire a mitokondridlis genom vizsgalatok alapjan sziikség lehet,
tekintve az alacsony szamu (N=3) haplotipust, amit a populacié hordoz. Az dsszesen
7 haplotipus, amit a 118 egyed alapjan sikeriilt kimutatni, meglehetdsen kevésnek
mondhat6. Az alacsony haplotipus diverzitas mellett, a nuklearis genom vizsgalata
esetén is kimutathat6 volt a heterozigozitas csokkenése. Mindharom populacio eltérést
mutatott a Hardy-Weinberg egyensulytol, az adatok alapjan heterozigota hiany
kovetkeztében. Ugyanakkor a populaciok kozotti genetikai tdvolsdgok a vartnal
kisebbek, am aranyosak a fOldrajzi tavolsdgokkal, vagyis a foldrajzilag két
legtavolabbi alloméany kozott a legnagyobb a genetikai kiillonbség. Mindez esetleg
lehet horgasz célu telepitések kovetkezménye, amelyet kevés, esetleg dunai, vagy
balatoni eredetii tenyészallat felhasznalasaval végeztek. Mivel mar rendelkezésiinkre
allnak miikodd markerek és protokollok, az eredmények alapjan érdemes lenne egy
masodik mintazasi és vizsgalati kort tartani, tobb egyed és populacid bevonasaval. Ez
megvalaszolhatnd, hogy az eddigi ellendrizetlen telepitések milyen hatdssal vannak a
kosiilld természetes allomanyaira, vagy hogy a populaciokat a mintavételkor jellemzd
diverzifikaltsag tovabb romlott-e, illetve (mivel a FAO adatai kozott jelenleg az utolsod
fogasi adat 2018-as), sziikséges lenne ezen adatokat is frissiteni, hogy atfogdbb
véleményt lehessen mondani, a hazai dllomanyok allapotarol.

5.3. Eziistkarasz populaciogenetikai vizsgalatok

Az eziistkarasz (Carassius gibelio) esetén a mitokondrialis genom kontroll

crcr

populacidégenetikai vizsgalatat kiegészitve egy referencia-csoporttal a Hoégyészi

halastavak eziistkarasz populacidjaval. A 22 haplotipusnak, amit a 132 egyed

69



vizsgalata soran kaptunk tobb mint a fele csak 1 vagy 2 mintaban volt jelen, ami a
hazai allomany valtozatos szdrmazasara utal. A kapott eredményekbdl kitlinik az
két, a tobbi populaciotol teljesen elkiiloniilt haplotipust hordoznak. Az Oszodi-berek
mara mar nemcsak foldrajzilag, de genetikailag is teljesen elszigetelt populacio. A
terlilet korabban ¢€l6 kapcsolatban 4llt a téval, azonban az 1800-as évekbeli
vizrendezéskor levalasztottak, és azota a viz kapcsolata a toval egy szivattyun
keresztiil torténik, a halallomany tehat elszigetelddott. Annak oka, hogy a szintén tobbi
mintavételi hellyel €16 kapcsolatban nem allo Hogyész miért hordoz vegyesen tobbféle
haplotipust, és miért nem alakult ki ott is egy, csak arra a tora jellemz6 eziistkarasz
allomény, nem ismert, de nagy valosziniiséggel magyardzhaté a tavon és
vizrendszerén végzett telepitésekkel. A populaciokat jellemz6 16kusz differencialtsagi
értékek alapjan (Fu-féle Fs, Tajima D’) az Ingdi az egyetlen populdcid, aminek
esetében bar kismértékben, de csokkend egyedszamra Ilehet kovetkeztetni.
Feltételezhetd, hogy a Kis-Balaton Vizvédelmi Rendszer kialakitasa hatassal lehetett
ellenére is csokkenésnek indult, ami kedvezd az ott 1év6 dshonos dllomanyokra nézve.
A tobbitdl legeltérébb szekvenciaval rendelkezé egyedek a nukleotid diverzitasok
alapjan a Sioéfok-Toreki populacioban voltak. A Siofok-Toreki torendszer még ma is
¢l6 Osszekottetésben all a Balatonnal igy nem meglepd, hogy csak rd jellemzo
haplotipust minddssze egyetlen egyet tudtunk kimutatni. Ellenben ez a populacié volt
az, mely ravilagit, hogy az un. karasz komplex tagjai kapcsan a szakirodalomban
fellelhet6 taxonomiai kérdéseknek itthon is van Iétjogosultsaga. Erre utal a BLAST
analizis eredménye, mely kimutatta a fenotipusosan egyértelmiien eziistkarasz mintak
kozott jelenlévo 5 Carassius auratus auratus haplotipust, illetve a Carassius auratus
buergeri haplotipust. Ha elvetjiik mintaink eredete kapcsan a téves fenotipizalas
lehetségét, akkor a szekvencidk hibas kezelése, és a D-loop markerrel végzett
azonositasa 1s félreviheti az eredményeket. Ennek bizonyitasara ellendrzésre keriiltek
a detektalt haplotipusok, a masik két mitokondrialis genomi markerrel a Citokrém b-
vel és a Citokrom oxidaz-1 alegységgel egyiitt. A Citokrom b ezekvenciakkal végzett
BLAST keresés mindegyik korabbi D-loop haplotiput Carassius gibelio-ként
azonositotta. A Citokrom oxidaz 1-es alegység gyakori marker a taxondomiai
kutatasokban, szekvencia valtozatai alapjan épiilt fel a BOLD rendszer. Az illesztés a
BOLD rendszerben, valamint a BLAST vizsgalatok a haplotipusok egy részét szintén
aranyhal eredetlinek jelezte, akarcsak a D-loop. Mindez lehet az aranyhalak ¢és az
eziistkarasz kozotti hibridizacio kovetkezménye, amely jelenség jol ismert (Flajshans
et al., 2007; Mezhzherin et al., 2012). Mivel a mitokondrialis DNS anyai 6roklédés
menetii, abban az esetben, ha az aranyhal (C. a. auratus, vagy C. a. buergeri) volt a
néivard egyed a hibridizdcid sordn, az utdd generdcidkban a tdéle szadrmazod
mitokondrialis genom ,valtozatlan formédban” tovabbadodik, mikdzben a tdle
szarmaz6 utddok fenotipusa eziistkaraszra hasonlit. Az ilyen egyedek esetén ajanlott
lenne a nuklearis DNS ilyen iranyt vizsgalata is. Ugyanakkor az is feltételezhetd, hogy
az adatbazisokba tévesen rogzitett vagy azonositott szekvencia adatok is bekeriiltek,
ami helytelen taxonomiai azonositashoz vezethet. Ezek alapjan az eziistkarasz
vizsgalatokban a kétes fenotipusu halak esetében, illetve mas markerek alapjan kétes
eredetii szekvenciak azonositasara javasolt tobb marker és adatbazis hasznalata. Ezt
megerdsitendd a jovOben érdemes lenne a karasz komplex minden tagjatol (Carassius
carassius, Carassius cuvieri, Carassius gibelio, Carassius auratus grandoculis,
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Carassius auratus auratus) tobb, reprezentativ szamu mintat begytjteni és gy is
ellendrizni.

A Citokrom b régio alapjan késziilt el az a filogenetikai fa is, ahova az ezzel a
markerrel kapott haplotipusokat beillesztettiik mas filogenetikai kutatasok (Takada et
al., 2010; Kalous et al., 2012) eredményei k6z¢é. Bar a hipotézis az volt, hogy az
altalunk azonositott 5 csoport, a Kalous-féle Carassius gibelio l.-es csoportba fog
sorolddni a Cyt.B. 3 és a Cyt.B 5-0s csoport a mongol eredetii Carassius gibelio 11-
es csoportba keriilt. Ha figyelembe vessziik ezt, és a D-loop régio filogenetikai
torzsfajan a haplotipusaink kozé bekeriilt szintén Azsiai eredetii eziistkarasz
szekvenciat (AC: EF6336281), feltételezhetd, hogy a hazai vizekbe az id6k soran
onnan is érkeztek egyedek, példaul akvariumi diszhalként, melyet aztdn szabadon
engedtek, akarcsak az aranyhalakat. Jelen eredmények alapjan nagyon valdszinii, hogy
a kérasz komplex tagjai kozotti hibridizacid lezajlott a vizsgalt vizgytijton, és ennek
koszonhet6 a Carassius auratus aruatus és a Carassius auratus buergeri szekvencia
megjelenése a mintak kozott.

5.4 Garda populacidgenetika vizsgalatok

crer

populacid esetén aggasztd eredményt hozott. Az itthon kozdsségi jelentOségii
halfajként szadmontartott dshonos garda populdcioi rendkiviil alacsony diverzitast
mutattak a mitokondridlis D-loop marker alapjan. A 125 egyed szekvenciai alapjan
azonositott, mindossze 5 haplotipus rendkiviil kevés, foként ha azt is figyelembe
vessziik, hogy a mintak tobb mint 85%-a ugyanazt a variaciot hordozza, és hogy a
mintak egy része a referenciaként bevont lengyel Visztula-lagiinai populaciobol
szarmazik, ami foldrajzilag is meglehetdsen tavol van. Ennek ellenére a lengyel mintak
nem kiiloniiltek el a magyartdl, s6t egyetlen, a leggyakoribb haplotipusba sorolddtak.
A lengyel garda populacioé ugyanis mitokondridlisan teljesen homogén. Egy fokkal
nagyobb diverzitast mutat ezen a szinten a fert6i populacio, ahol az egyedek két kiilon
haplotipust hordoz6 csoportba keriiltek. Bar a kétféle haplotipus sem tal eldnyos
diverzitas szempontbol, (arra utal, hogy mindossze két 6si anyai vonalrdl szarmazik a
teljes vizsgalt allomany), kiilonosképpen egy elszigetelt populacio esetén, de ki kell
emelni, hogy ebbdl az egyik csoport (Hap 2) csak a Fertdre jellemzo, ezaltal igen
értékes. Egy ilyen homogén genetikai hattérrel rendelkezd faj esetében a genetikai
diverzitas ¢€s er6forras megOrzésének szempontjabol hasonléan értékes egyedi
csoportokat hordoz a balatoni populacié is (Hap_3, Hap 4, Hap 5). Az eredmények
alapjan bizonyithatd, hogy a fajok kozotti marker adaptacid a garda esetében sem
lehetetlen. A jovoben érdemes lenne még tobb mikroszatellit markert adaptalni és egy
nagyobb volumenli munka keretében tovabbi informaciokat gyiijteni a vizsgalt
populaciokrol. Uj SNP vagy mikroszatellit markereket fejleszteni, és a garda
allomanyok nuklearis genomjat is megvizsgalni azokkal. Ha a nuklearis markerek
esetén is ilyen alacsony diverzitas figyelhetd meg, a faj érdekében érdemes lenne
génmegOrzési 1épéseket tenni. A garda, mint k6zosségi jelentdségli halfaj megdrzése
a torvény 4altal is kimondva az eurdpai kozosség kiemelt feladata. Ha az allomany
genetikai homogenitasa tovabbi aldtdmasztast nyer, az azt jelenti, hogy akar egyetlen
ismeretlen betegség megjelenése az egész hazai dllomanyt veszélyezteti.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Vizsgalataim alapjan az 0j tudoményos eredmények:

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

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

3. Harom, a szakirodalomban méar kordbban jol jellemzett mitokondridlis genetikai
markerrel (Citokrom b, Citokrom oxidaz 1-es alegység, D-loop) elvégeztem a Balaton
és vizgyljtoteriiletén talalhatdo 5 és egy tovabbi eziistkarasz (Carassius gibelio)

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

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

5. A vilagon els6ként populacidgenetikai vizsgélatot végeztem 2 magyar €s 1 lengyel
garda populacion. Megallapitottam, hogy mind a hazai, mind a lengyel populéaciok
aggasztdoan homogén genetikai hattérrel rendelkeznek.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a biodiverzitas csokkenése, ezen beliil is az egyes teriileteket
jellemz6 6shonos fajok genetikai valtozatossaganak csokkenése az egyre siirgetobb
kornyezetvédelmi problémak egyik kulcseleme. A génmeg0Orzés azonban csak akkor
lehetséges, ha ismerjilk a megdrzendd fajok, illetve az azokat veszélyeztetd
idegenhonos invaziv fajok genetikai hatterét. Ezt figyelembevéve doktori munkam
soran 3 halfaj, a horgaszok korében kiemelten kedvelt és 6shonos kosiillé (Sander
volgensis), a kozosségi jelentéségii, 6shonos garda (Pelecus cultratus) és az
idegenhonos, invaziv eziistkarasz (Carassius gibelio) genetikai hatterének vizsgalatara
alkalmas molekuléaris modszerek kidolgozasa €s alkalmazasa volt az elsddleges cél.
Az 6shonos populéciok esetén a vizsgalatok két markertipusra, a nuklearis genomban
fokuszaltak, mig az idegenhonos eziistkarasz esetén - mivel az altalanos genetikai
allapot mellett elsGsorban a szarmazasra voltunk kivancsiak - a mitokondridlis genom
tobb régioja volt a vizsgaltaok célpontja (D-loop, Citokrom B., Citokrém oxidaz 1.-es
alegység).

A modszerfejlesztés soran a kosiillo és a garda esetén is uj markerek fejlesztése
helyett a koltséghatékonyabb, marker adaptalas tortént rokon fajokbol. A kdsiilld
esetén a vizsgalatokhoz 13 a fogassiill6 fajban leirt marker (MS 420, MS 417, MS 192,
MS 384, MS 373, MS 703, MS 701, MS 704, MS 404, MS 395, MSL-1) keriilt
kivalasztasra. A garda esetén 11 mikroszatellit markert keriilt kijelolésre a Pelecus
genusz mas tagjainak hidnyaban a pontyfélék csaladjabol (Cyprinidae). Egy markert
(Gob28) a fenékjaré kiillobol (Gobio gobio), 3 markert (Albi6l, Albi462, Albi22) a
sujtasos kiiszb6l (Alburnoides bipunctatus), 1 egy altalanos marker a pontyfélék
csaladjabol (CypG24), 1 a bodorkabol (Rutilus rutilus), 2 marker a vaskos csabakbol
(BI1-153, BI2-114) és 3 marker (MFW19, MFW1, MFW9) a pontybol keriilt
izolalasra. A protokollok optimalizalasa kozben elsGsorban a PCR-ek soran hasznalt
MgCl, mennyiséget (a primer kapcsolddast és a taq polimerdz aktivitasat is
befolyasolja), a primer feltapadasi homérsékleteket és a ciklusszam keriilt
megvaltoztatasra. A termékeket kapillaris gélelektroforézissel vizsgaltuk tovabb, és
kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol a monomorfnak bizonyult markereket. A kdsiilld
esetén 5 marker (MS701, MS704, MS404, MS395, MSL1) bizonyult polimorfnak, mig
a garda esetén csupan egy (Albi61). Mivel egy marker nem elegend? a vizsgalatokhoz,
a garda populacidk vizsgalata soran nem kertilt sor mikroszatellit elemzésre.

A késiillon tehat 5 mikroszatellit markerrel és a mitokondrialis genom kontroll
régidjaval 3 populacion (Balaton, Duna, Tisza Holt-Kords) végeztem el a
diverzitadsvizsgalatokat. A mikroszatellit markerek esetén, ez az adaptalds soran
kidolgozott PCR protokollokkal, majd az azt kovetd kapillaris gélelektroforézissel,
mig a mitokondrialis D-loop marker esetén a PCR-t kovetd szekvenalassal tortént. Az
eredményeket kiilon-kiilon értékeltiik, majd Osszevetettiik. A markerek nagyobb
mintaszdm (n=118) esetén alkalmasnak bizonyultak populacidgenetikai vizsgalatokra.
A mikroszatellit markerek, polimorf informacios tartalom (PIC) értéke alapjan, a
rendkiviil informativ kategoridba estek. A kapott heterozigozitasi mutatok alapjan
mindhérom populacio6 szignifikans eltérést mutat a Hardy-Weinberg egyensulytol €s
mérsékelt heterozigota hianyt feltételez. Az allélfrekvenciak alapjan a dunai populacio
a legdiverzebb, a Balaton viszont szamos egyedi all¢élt hordoz, mely diverzitasi
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szempontbol értékesebbé teszi. A mitokondrialis genom vizsgalat is a balatoni
populacidt hozta ki a legegyedibbnek. A 849 bazispar hosszl szekvencia illesztése és
szekvenalasa utan kapott 7 haplotipusbél 4 csak ra volt jellemzd. Osszességében a
vizsgalt populaciok az éket jellemz6 alacsony haplotipus szam, és a Hardy-Weinberg
egyensulytol vald eltérés mellett csokkend diverzifikaltsagot mutatnak. Emiatt a
jovOben javasolt lenne a bemutatott markerekkel, és esetleg tovabbiakkal egy nagyobb
mintaszamu, és tobb mintavételi teriiletet magaba foglalo vizsgalatot elvégezni.

Az invaziv eziistkarasz esetén 6 mintavételi helyrdl (Siofok, Kiskore, Ingo,
Oszodi-berek, Toreki-tavak, Hogyész) 132 egyed vizsgalata valosult meg a
mitokondrialis DNS D-loop régidja alapjan, majd a kapott haplotipusokat reprezentald
mintdkat 2 tovabbi mitokondrialis markerrel (Citokrom B, Citokrom oxidaz 1.
alegység) is. A vizsgalat DNS izolalas utan PCR, PCR termék tisztitas, majd
szekvenaldas. A PCR protokoll mindharom marker, s6t mindhdrom faj esetén
megegyezett, akarcsak a szekvenalasi protokollok, melyeket az anyagok és modszerek
fejezetben ismertettem. 22 haplotipust hataroztunk meg a D-loop régio alapjan. Az
Oszodi-berek nemcsak foldrajzilag, de genetikailag is teljesen elkiiloniilt allomanyt
alkotott. A legtobb haplotipust a Siofoknal mintazott balatoni populacié hordozta. Az
eredményeket 6sszehasonlitottuk az NCBI adatbazisaval is. Hat haplotipus (HapDI_3,
HapDI_4, HapDI_6, HapDI_8, HapDI_11, HapDI 14) nagyobb atfedést mutatott a
karasz komplex mas tagjaival (Carassius auratus auratus, Carassius auratus
buergeri), mint az eziistkarasszal. A haplotipusokat tovabb vizsgalva a Citokrém
oxidaz 1 esetén 4, a citokrom b esetén pedig 6 haplotipust kaptunk. A kiilon Co.l.
szekvenciakra specifikalodott adatbazissal (BOLD) Osszevetettiik a kétes taldlatokat,
de 2 szekvenciat még itt is Carassius auratus auratus-ként azonositott a rendszer.
Mindez arra utal, hogy a vizsgalt vizgylijton az aranyhal és az eziitkarasz kozott
intogressziv hibridizacid is lezajlott. Ugyanakkor nem zarhato ki, hogy az alkalmazott
adatbazisok helytelen taxonomiai besorolasu adatokat is tartalmaznak. Az irodalmi
attekintés és vizsgalatunk alapjan elmondhato, hogy a Balaton és vizgyiijto teriiletének
eziistkarasz populacidja szamos haplotipust hordoz, és ezek részben azsiai
szarmazasuak lehetnek.

A garda esetén 3 populaciot (Balaton, Fertd, Visztula-lagana (Lengyelorszag))
vizsgaltam, kelld mennyiségli mikroszatellit marker hidnyaban csak a mitokondrialis
genom D-loop régidja alapjan, PCR-t kovetd szekvenalassal. A 125 egyedbdl 5
haplotipust volt lehetséges elkiiloniteni, ami rendkiviil kevés. A lengyel populacio
teljesen homogén genetikai hattérrel rendelkezett a szekvencidk alapjan. A Fertd
mindbssze 2, mig a Balaton, mely a legvaltozatosabbnak bizonyult 4 haplotipust
hordozott. Ezek koziil 3 csak ra jellemzO, melyek ritkanak mondhatok, igy egy
génmegOrzési folyamatban szerepiik felértékelddik. A jovoben érdemes lenne még
tobb mikroszatellit markert adaptalni, vagy fejleszteni a garda vizsgalatokhoz,
valamint egy nagyobb volumenii munka keretében tovabbi informaciot gyiijteni a
garda nuklearis genomjardl és megvizsgalni, hogy az is aldtdmasztja-e a nagyfoku
genetikai homologiat, lehet6leg minél tobb egyed és populacio bevonasaval. Ha igen,
az azt jelenti, hogy a magyar garda populacio rendkiviil sériilékennyé valt.
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8. SUMMARY

Today, the loss of biodiversity, including the decreasing genetic diversity of native
species is a key element of the increasingly pressing environmental problems.
However, gene conservation is only possible if we know the genetic background of
the species to be conserved and the invasive non-native species which threaten them.
In the course of our work, the primary goal was to develop methods suitable for the
study of 3 fish species, Sander volgensis, Pelecus cultratus and Carassius gibelio’s
genetic background. In case of the native populations, we focused on two marker types,
microsatellite markers in the nuclear genome and mitochondrial genome control
region, while in case of non-native fish - as we were primarily interested in the origin
of the populations - we examined several regions of the mitochondrial genome (D-
loop, cytochrome B., cytochrome oxidase subunit 1).

During the development of the method, we chose to adapt the marker from more cost-
effective related species instead of developing new markers for the Sander volgensis
and Pelecus cultratus. For Sander volgensis we selected to test 13 markers (MS 420,
MS 417, MS 192, MS 384, MS 373, MS 703, MS 701, MS 704, MS 404, MS 395,
MSL-1) described in Sander luciperca. In case of the Pelecus cultratus 11
microsatellite markers were selected from Cyprinidae, in the absence of other members
of the genus Pelecus. One marker (Gob28) from Gobio gobio, 3 markers (Albi61,
Albi462, Albi22) from Alburnoides bipunctatus, 1 common microsatellite marker
(CypG24) from the carp family, 1 from Rutilus rutilus, 2 markers (BI1-153, BI2-114)
were isolated from Leuciscus souffia and 3 markers (MFW1, MFW9, MFW19) from
Cyprinus carpio. During the optimization of the protocols, we mainly changed the
amount of MgCl. used in the PCR reactions, which also affects the primary binding
and the activity of tag polymerase and the primary adhesion temperatures and also the
number of cycles. The products were further examined by capillary electrophoresis
and markers that proved to be monomorphic were excluded from further studies. In
the case of Sander volgensis 5 markers (MS 701, MS7 04, MS 404, MS 395, MSL-1)
proved to be sufficiently polymorphic, while in the case of Pelecus cultratus only one
(Albi61). As one marker is not sufficient for the studies, no microsatellite analysis was
performed in the study of Pelecus cultratus populations.

Diversity studies were performed on Sander volgensis with 5 microsatellite markers
and the control region of the mitochondrial genome in 3 populations (Lake Balaton,
Danube, Tisza_Holt-Koros). In case of microsatellite markers, this was done by PCR
protocols developed during the adaptation followed by capillary electrophoresis, while
in case of the mitochondrial D-loop marker, this was done by sequencing after PCR.
The results were evaluated separately and then compared. The markers proved to be
suitable for population genetic studies with a larger number of samples (n: 118). Based
on the polymorphic information content value (PIC) of the microsatellite markers, each
marker fell into the highly informative category. Based on the heterozygosity indices
we obtained, all three populations show a slightly significant (*) deviation from the
Hardy-Weinberg equilibrium with moderate heterozygous deficit. Based on the allele
frequencies, the Danube population resulted to be the most diverse, while Lake Balaton
carries many unique alleles, which makes it more valuable in terms of diversity. The
mitochondrial genome study also found the Balaton population to be the most unique.
Of the 7 haplotypes obtained after 849 bp long sequence alignment and sequencing, 4
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were unique. Overall, the populations studied took a negative direction for
diversification in terms of their low haplotype number and deviation from HWE.
Therefore, in the future, it would be advisable to perform a study with a larger number
of samples and more sampling areas with the markers presented here and possibly
further ones.

In the case of Carassius gibelio, 132 individuals from 6 sampling sites (Siofok,
Kiskore, Ingo, Oszodi-berek, Toreki-lakes, Hogyész) were examined based on the
mitochondrial D-loop region, and then the samples representing the obtained
haplotypes were examined with 2 additional mitochondrial markers (Cytochrome B,
oxidase subunit 1). The assay DNA was isolated, then PCR, PCR purification, and
then sequencing. The PCR protocol was the same for all the three markers and even
for all the three species and the sequencing protocols too, described in the Material
and Methodology section. 22 haplotypes were determined based on the D-loop region.
Oszodi-berek formed a completely separate group, not only geographically but also
genetically. Most of the haplotypes were carried by the population fished at Sidfok.
The results were also compared with the NCBI database. Six haplotypes (HapDI_3,
HapDI_4, HapDI_6, HapDI_8, HapDI_11, HapDI_14) showed greater overlap with
other members of the crucian complex (Carassius auratus auratus, carassius auratus
buergeri) than with Carassius gibelio. Further examination of the haplotypes revealed
4 haplotype groups for cytochrome oxidase 1 and 6 for cytochrome b. We compared
the dubious results with a database specified for Co. I. sequences (BOLD), but even
here 2 sequences were identified as Carassius auratus auratus. Cytochrome b
appeared to be the most reliable, designating each sequence as Carassius gibelio based
on NCBI BLAST alignment. This marker is recommended for taxonomic confirmation
of the Carassius auratus complex. Based on our literature review, it can be said that
the silver carp population of Lake Balaton and its catchment areas carries a number of
haplotypes and these may be part of Asian origin.

In the case of garda, 3 populations (Lake Balaton, Fert6, Vistula Lagoon (Poland) were
examined, in the absence of a sufficient amount of microsatellite markers only on the
basis of the D-loop region of the mitochondrial genome, by sequencing after PCR. We
were able to isolate 5 haplotypes from 125 individuals, which is an extremely small
amount. The Polish population had a completely homogeneous genetic background
based on the sequence. Fertd proved to be only 2, while Balaton proved to be the most
diverse with 4 haplotypes. 3 of these are unique to them, which are rare, so their role
in a gene conservation process is enhanced. In the future, it would be worthwhile to
adapt even more microsatellite markers to Pelecus cultratus studies, as well as to
gather more information about the garda nuclear genome in a larger-scale work and to
examine whether it also supports a high degree of genetic homology by involving as
many individuals as possible. If so, it means that the Hungarian Pelecus cultratus
population has become extremely vulnerable.
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Melléklet 2. A késiilld vizsgalatahoz tesztelt mikroszatellit markerek

jellemzése
Azonosito Primerek Ismétlodés Al,l é A!lél
szam méret
F:AGCTAATTTGAGGATGTTATCATG 150-
MS 424 KX375380 (GT)16 10
R:GTGTAGTAGTGAGGTGCGTGTAA 181
F:GAGATCCATCGGACTAAAGGT 144-
MS 423 KX375379 (AC)20 5 163
R:GAGTAGGGCAGTTGCTTCAA
F:CAGAATCACGCAAGCACTC 253
MS 701 KX375386 (AC)25 7 pyad
R:AGTTGTGCGATGGACTAATGT
F:-TGTTCTGGTTTATCTGTTTTGAA 236-
MS 704 KX375388 (GT)22 5 Py
R: TCTTCGCTGCTTATAGTCTGC 4
F:CATTGATGCCTGTAGCAAGTT 330-
MS 404 KX375372 (TG)23 5 350
~ R:CTCAGTAATCTTCCAGGGAGC
z
N F:GTCTCAGGTCGTTGGCATAG 217-
Ey MS 395 KX375370 (AC)25 7 P
o R:CATGGGATTACAACTCTGCTG 5
f<~)
= F:GCTGTTTCACAGGTCCTCACT 124-
S MS 420 KX375377 (AC)13 5 124
o R:TCCCAGTCGCTGCTTGAT
F:CACGCACCTTGTCTCTCTGT 260-
MS 417 KX375376 (CA)20 7
R:GACAACAGCCACATCAACG 281
F:ATGTTGAGAGTCAGGCGTGA 190-
MS 192 KX375359 (TG)19 17
R:CACGAGGTTATTTATGATAGACATTA 229
F:CAGACAATTTCACTGTTCGTAGA 257-
MS 384 KX375367 (AC)19 5
R:AACATCATCATCGTGGTTGTT 278
F:ATACTTGGATATGCGCTTATTG 169-
MS 373 KX375366 (AC)16 9
R:TGCGATTTCTCACATGCTG 200
F: GGTCAAGTAAAGAGGTCAACATT 128-
MS 703 KX375387 (TG)16 4
AAGCAACAGCAGAGGATGAG 141
Kohlmann & MSL-1 EF694018 F-TGTTTGTCAGCGTCAAGAGG (CA)39 6 150-
Kersten 2008 R:TTCCGCTCCAACATATCACA 170
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Melléklet 3. A kostillé (Sander volgensis) populaciok mikroszatellit vizsgalata
soran detektalt allél meretek

MS 701 MS 704 MS 404 MSL-1 MS 395
Balatoni ks 1 298 298 280 280 408 408 245 245 251 251
Balatoni ks 2 304 304 280 280 410 410 245 245 249 255
Balatoni ks 3 298 298 280 280 368 368 245 245 245 255
Balatoni ks 4 298 298 274 280 368 418 245 245 255 269
Balatoni ks 5 298 298 282 282 398 410 235 239 251 251
Balatoni ks 6 298 298 282 282 398 418 239 245 255 269
Balatoni ks 7 298 298 270 270 368 368 243 243 245 255
Balatoni ks 8 298 304 282 282 410 410 243 243 249 249
Balatoni ks 9 298 298 274 282 368 418 241 241 255 269
Balatoni ks 10 298 298 282 282 414 414 243 243 255 269
Balatoni ks 11 304 304 270 282 368 410 243 243 245 267
Balatoni ks 12 308 308 282 282 410 414 239 239 251 251
Balatoni ks 13 298 298 282 282 414 414 243 243 249 249
Balatoni ks 14 298 298 282 282 368 418 243 243 249 249
Balatoni ks 15 298 298 270 282 368 410 243 243 249 255
Balatoni ks 16 298 298 282 282 414 418 237 245 241 249
Balatoni ks 17 298 292 282 282 410 410 239 243 251 245
Balatoni ks 18 304 304 282 282 410 418 239 243 251 269
Balatoni ks 19 298 298 270 282 412 418 239 243 245 245
Balatoni ks 20 298 298 270 270 410 410 239 239 245 251
Balatoni ks 21 308 312 274 282 368 410 243 243 254 267
Balatoni ks 22 298 292 270 282 368 418 243 243 249 249
Balatoni ks 23 298 298 270 282 412 418 239 243 251 251
Balatoni ks 24 298 304 270 270 368 398 239 245 251 251
Balatoni ks 25 298 304 282 282 368 398 243 243 255 255
Balatoni ks 26 298 304 282 282 410 410 237 243 249 255
Balatoni ks 27 298 298 270 282 368 368 243 243 245 249
Balatoni ks 28 298 298 282 282 398 412 239 245 249 251
Balatoni ks 29 298 292 282 282 368 410 243 243 249 249
Balatoni ks 30 298 298 270 282 368 410 239 245 249 245
Balatoni ks 31 298 298 282 270 368 410 239 245 245 245
Balatoni ks 32 298 304 282 282 410 410 243 243 245 251
Balatoni ks 33 298 298 282 282 368 418 239 245 251 251
Balatoni ks 34 298 304 270 282 368 418 245 245 249 249
Balatoni ks 35 298 304 282 282 368 412 243 243 245 245
Balatoni ks 36 298 298 270 282 410 410 245 245 251 271
Balatoni ks 37 304 304 270 282 368 368 237 237 251 251
Balatoni ks 38 298 304 282 282 368 368 235 235 249 249
Balatoni ks 39 298 298 270 282 368 368 231 231 245 255
Balatoni ks 40 304 304 282 282 368 368 231 231 245 251
Balatoni ks 41 298 304 282 282 368 410 237 237 249 255
Balatoni ks 42 298 298 282 282 408 420 231 231 245 251
Balatoni ks 43 304 304 282 282 368 410 237 237 241 245
Balatoni ks 44 298 298 282 290 368 368 237 237 249 249
Balatoni ks 45 298 298 282 290 410 410 237 237 249 249
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Balatoni ks 46 286 298 270 282 368 368 0 0 251 251
Balatoni ks 47 304 304 282 282 368 368 241 241 251 251
Balatoni ks 48 298 298 270 282 368 368 231 235 245 245
Balatoni ks 49 298 308 282 282 368 368 239 239 251 269
Balatoni ks 50 298 298 282 286 368 368 231 239 245 245
Balatoni ks 51 304 304 282 282 368 368 239 239 241 251
Balatoni ks 52 298 304 282 290 368 368 231 235 251 251
Balatoni ks 53 298 298 282 282 408 408 239 239 245 251
Balatoni ks 54 298 298 278 278 412 412 239 239 251 251
Balatoni ks 55 298 298 278 286 410 416 233 239 255 255
Balatoni ks 56 298 286 280 280 368 368 237 241 245 245
Balatoni ks 57 298 286 280 280 416 416 239 239 269 269
Balatoni ks 58 304 304 266 280 368 368 235 235 249 249
Balatoni ks 59 298 304 278 278 368 410 235 235 251 251
Balatoni ks 60 298 304 282 282 368 368 237 237 249 251
Balatoni ks 61 298 298 280 266 368 398 239 239 249 259
Balatoni ks 62 298 308 276 276 368 420 237 237 251 251
Balatoni ks 63 304 304 280 268 368 368 239 239 259 259
Balatoni ks 64 298 298 280 266 408 408 239 239 251 259
Balatoni ks 65 304 298 282 266 368 368 233 241 249 249
Balatoni ks 66 298 298 280 280 420 420 235 235 251 251
Balatoni ks 67 304 298 270 278 408 420 233 239 251 251
Balatoni ks 68 298 298 282 266 408 420 231 239 251 269
Balatoni ks 69 304 298 276 266 410 410 239 239 251 259
Balatoni ks 70 298 298 280 280 368 408 239 239 249 249
Balatoni ks 71 304 304 282 272 368 408 239 239 251 251
Balatoni ks 72 298 298 268 280 408 408 235 241 249 249
Tisza_Holtkoros 1 302 302 282 282 410 410 235 235 241 245
Tisza_Holtkoros 2 298 304 282 282 408 408 235 235 241 263
Tisza_Holtkoros 3 298 302 282 286 408 408 231 243 241 245
Tisza_Holtkoros 4 302 302 282 282 408 408 235 235 245 251
Tisza_Holtkoros 5 298 302 282 282 408 408 235 235 241 245
Tisza_Holtkoros 6 298 302 278 282 408 408 235 235 241 251
Tisza_Holtkoros 7 302 308 282 282 408 408 235 235 249 251
Tisza_Holtkoros 8 298 298 282 282 410 410 237 237 245 251
Tisza_Holtkoros 9 298 298 286 286 408 408 237 237 249 251
Tisza_Holtkoros 10 298 304 282 282 408 408 237 237 251 251
Tisza_Holtkoros 11 302 302 282 282 408 408 231 231 251 245
Tisza_Holtkoros 12 298 304 282 282 408 408 0 0 241 251
Dunai ks 1 304 304 280 280 408 398 239 239 251 251
Dunai ks 2 312 312 280 282 408 398 231 239 251 251
Dunai ks 3 304 304 280 280 408 398 239 239 251 245
Dunai ks 4 298 308 278 278 408 398 239 239 251 251
Dunai ks 5 304 304 282 282 408 398 0 0 245 251
Dunai ks 6 308 308 270 280 408 398 231 231 245 251
Dunai ks 7 308 308 280 280 408 398 231 231 245 251
Dunai ks 8 302 302 280 280 408 398 237 241 251 251
Dunai ks 9 312 312 280 280 0 0 231 237 251 251
Dunai ks 10 304 304 270 280 408 398 239 231 241 249
Dunai ks 11 312 312 282 282 408 398 239 239 245 254




Dunai ks 12 308 308 280 282 408 398 239 239 249 249
Dunai ks 13 308 308 280 282 408 408 239 239 251 251
Dunai ks 14 304 304 278 282 408 408 239 239 251 251
Dunai ks 15 304 304 280 282 408 408 239 239 249 249
Dunai ks 16 298 308 280 282 408 408 239 239 0 0
Dunai ks 17 304 304 282 282 408 398 239 239 251 251
Dunai ks 18 308 308 270 282 408 408 239 239 251 251
Dunai ks 19 308 308 282 282 408 398 231 239 251 251
Dunai ks 20 302 302 270 270 408 398 231 239 251 245
Dunai ks 21 304 304 280 282 408 398 239 239 251 245
Dunai ks 22 298 308 282 282 408 398 231 239 249 249
Dunai ks 23 308 312 282 282 408 398 237 237 249 249
Dunai ks 24 304 304 272 280 408 398 231 237 245 251
Dunai ks 25 308 308 282 282 408 398 231 231 251 251
Dunai ks 26 302 302 280 282 408 408 239 239 249 249
Dunai ks 27 298 308 270 280 406 406 231 239 251 245
Dunai ks 28 308 308 280 282 408 398 231 231 0 0
Dunai ks 29 298 308 0 0 408 398 0 0 251 251
Dunai ks 30 308 308 280 282 408 398 241 231 0 0
Dunai ks 31 308 308 270 280 408 398 231 239 251 251
Dunai ks 32 298 298 272 280 408 398 239 239 251 245
Dunai ks 33 308 308 272 280 408 398 239 239 251 251
Dunai ks 34 304 304 270 282 408 398 239 239 251 251

Melléklet 4. K&siill6 mikroszatellit vizsgdlatok sordn detektalt allél-frekvenciak
markerenként az egyes populaciékban (Balaton, Duna, Tisza-Holt-Kords) ,ahol az els6

oszlopok a marker elnevezése (MS 701, MS 704, MS 404, MSI-1, MS 395), alattuk az allél
méretek és a tovabbi oszlopokban a 3 populacionkénti frekvencidjuk.

MS 701 Balaton T'SZQ.—HOH' Duna
Koros

286 2,08 - -
292 2,08 - -
298 65,97 41,67 10,29
302 - 41,67 8,82
304 25,69 12,50 29,41
308 3,47 4,17 41,18
312 0,69 - 10,29

MS 704 Balaton Tisza_Holt-—| -y |

koros

266 417 - -
268 1,39 - -
270 14,58 - 12,12
272 0,69 - 4,55
274 2,08 - -
276 2,08 - -
278 417 417 4,55
280 13,89 - 39,39
282 53,47 83,33 39,39
286 1,39 12,50 -
290 2,08 - -
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Tisza_Holt-

MS 404 Balaton e Duna
koros
368 43,06 - -
398 4,17 - 39,39
406 - - 3,03
408 9,03 83,33 57,58
410 21,53 16,67 -
412 4,17 - -
414 4,17 - -
416 2,08 - -
418 7,64 - -
420 4,17 - -
MSL-1 | Balaton | TSZHOt b e
koros
231 7,04 13,64 28,13
233 2,11 - -
235 8,45 54,55 -
237 11,97 27,27 7,81
239 28,87 - 60,94
241 4,93 - 3,13
243 23,24 4,55 -
245 13,38 - -
MS 395 Balaton TISZ?_I:lOlt— Duna
Kkoros
241 2,08 25,00 1,61
245 17,36 25,00 16,13
249 25,00 8,33 17,74
251 32,64 37,50 62,90
254 0,69 - 1,61
255 10,42 - -
259 3,47 - -
263 - 4,17 -
267 1,39 - -
269 6,25 - -
271 0,69 - -




Melléklet 5. K6siillé mikroszatellit vizsgalatok soran detektalt privat allélok
helye, az 6ket hordoz6 egyedek ¢€s az allél méretekkel

Minta | MS701 | MS704 | MS404 | MSL-1 | Ms3gs | A Privatallélthordozé
lokusz/lokuszok

Bal1l | 298|298 | 280 | 280 | 408 | 408 | 245 | 245 | 251 | 251 MSL-1

Bal2 | 304 | 304 | 280 | 280 | 410 | 410 | 245 | 245 | 249 | 255 MSL-1, MS 395

Bal3 | 298 | 298 | 280 | 280 | 368 | 368 | 245 | 245 | 245 | 255| MS 404, MSL-1, MS 395

Bal4 | 298|298 | 274 | 280 | 368 | 418 | 245 | 245 | 255 | 260 | MS 704'&”85’;18;1’ MSL-L,

Bal 6 | 298 | 298 | 282 | 282 | 398 | 418 | 239 | 245 | 255 | 269 | MS 404, MSL-1, MS 395

Bal 7 | 298 | 298 | 270 | 270 | 368 | 368 | 243 | 243 | 245 | 255 MS 404, MS 395

BalQ | 298 | 298 | 274 | 282 | 368 | 418 | 241 | 241 | 255 | 269 | MS 704, MS 404, MS 395

Bal 10 | 298 | 298 | 282 | 282 | 414 | 414 | 243 | 243 | 255 | 269 MS 404, MS 395

Bal 11 | 304 | 304 | 270 | 282 | 368 | 410 | 243 | 243 | 245 | 267 MS 404, MS 395

Bal 12 | 308 | 308 | 282 | 282 | 410 | 414 | 239 | 239 | 251 | 251 MS 404

Bal 13 | 298 | 298 | 282 | 282 | 414 | 414 | 243 | 243 | 249 | 249 MS 404

Bal 14 | 298 | 298 | 282 | 282 | 368 | 418 | 243 | 243 | 249 | 249 MS 404

Bal 15 | 298 | 298 | 270 | 282 | 368 | 410 | 243 | 243 | 249 | 255 MS 404, MS 395

Bal 16 | 298 | 298 | 282 | 282 | 414 | 418 | 237 | 245 | 241 | 249 MS 404 MSL-1

Bal 17 | 298 | 292 | 282 | 282 | 410 | 410 | 239 | 243 | 251 | 245 MS 701

Bal 18 | 304 | 304 | 282 | 282 | 410 | 418 | 239 | 243 | 251 | 269 MS 404, MS 395

Bal 19 | 298 | 298 | 270 | 282 | 412 | 418 | 239 | 243 | 245 | 245 MS 404

Bal 21 | 308 | 312 | 274 | 282 | 368 | 410 | 243 | 243 | 254 | 267 | MS 704, MS 404, MS 395

Bal 22 | 298 | 292 | 270 | 282 | 368 | 418 | 243 | 243 | 249 | 249 MS 701, MS 404

Bal 23 | 298 | 298 | 270 | 282 | 412 | 418 | 239 | 243 | 251 | 251 MS 404

Bal 24 | 298 | 304 | 270 | 270 | 368 | 398 | 239 | 245 | 251 | 251 MS 404, MSL-1

Bal 25 | 298 | 304 | 282 | 282 | 368 | 398 | 243 | 243 | 255 | 255 MS 404 MS 395

Bal 26 | 298 | 304 | 282 | 282 | 410 | 410 | 237 | 243 | 249 | 255 MS 395

Bal 27 | 298 | 298 | 270 | 282 | 368 | 368 | 243 | 243 | 245 | 249 MS 404

Bal 28 | 298 | 298 | 282 | 282 | 398 | 412 | 239 | 245 | 249 | 251 MS 404, MSL-1

Bal 29 | 298 | 292 | 282 | 282 | 368 | 410 | 243 | 243 | 249 | 249 MS 701, MS 404

Bal 30 | 298 | 298 | 270 | 282 | 368 | 410 | 239 | 245 | 249 | 245 MS 404, MSL-1

Bal 31 | 298 | 298 | 282 | 270 | 368 | 410 | 239 | 245 | 245 | 245 MS 404, MSL-1

Bal 33 | 298 | 208 | 282 | 282 | 368 | 418 | 239 | 245 | 251 | 251 MS 404, MSL-1

Bal 34 | 298 | 304 | 270 | 282 | 368 | 418 | 245 | 245 | 249 | 249 MS 404, MSL-1

Bal 35 | 298 | 304 | 282 | 282 | 368 | 412 | 243 | 243 | 245 | 245 MS 404

Bal 36 | 298 | 298 | 270 | 282 | 410 | 410 | 245 | 245 | 251 | 271 MSL-1, MS 395

Bal 37 | 304 | 304 | 270 | 282 | 368 | 368 | 237 | 237 | 251 | 251 MS 404

Bal 38 | 298 | 304 | 282 | 282 | 368 | 368 | 235 | 235 | 249 | 249 MS 404

Bal 39 | 298 | 208 | 270 | 282 | 368 | 368 | 231 | 231 | 245 | 255 MS 404, MS 395

Bal 40 | 304 | 304 | 282 | 282 | 368 | 368 | 231 | 231 | 245 | 251 MS 404

Bal 41 | 298 | 304 | 282 | 282 | 368 | 410 | 237 | 237 | 249 | 255 MS 404, MS 395

Bal 42 | 298 | 298 | 282 | 282 | 408 | 420 | 231 | 231 | 245 | 251 MS 404

Bal43 | 304 | 304 | 282 | 282 | 368 | 410 | 237 | 237 | 241 | 245 MS 404

Bal 44 | 298 | 208 | 282 | 290 | 368 | 368 | 237 | 237 | 249 | 249 MS 704, MS 404

Bal 45 | 298 | 298 | 282 | 290 | 410 | 410 | 237 | 237 | 249 | 249 MS 704

Bal 46 | 286 | 298 | 270 | 282 | 368 | 368 | -1 | -1 | 251|251 MS 701, MS 404
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Bal 47 | 304|304 | 282 | 282 | 368 | 368 | 241 | 241 | 251 | 251 MS 404
Bal 48 | 298|298 | 270 | 282 | 368 | 368 | 231 | 235 | 245 | 245 MS 404
Bal 49 | 298|308 | 282 | 282 | 368 | 368 | 239 | 239 | 251 | 269 MS 404, MS 395
Bal 50 | 298|298 | 282 | 286 | 368 | 368 | 231 | 239 | 245 | 245 MS 404
Bal 51 | 304|304 | 282 | 282 | 368 | 368 | 239 | 239 | 241 | 251 MS 404
Bal 52 | 298|304 | 282 | 290 | 368 | 368 | 231 | 235 | 251 | 251 MS 704, MS 404
Bal 54 | 298|298 | 278 | 278 | 412 | 412 | 239 | 239 | 251 | 251 MS 404
Bal 55 | 298|298 | 278 | 286 | 410 | 416 | 233 | 239 | 255|255 | MS 404, MSL-1, MS 395
Bal 56 | 298 | 286 | 280 | 280 | 368 | 368 | 237 | 241 | 245 | 245 MS 701, MS 404
Bal 57 | 298|286 | 280 | 280 | 416 | 416 | 239 | 239 | 269 | 269 | MS 701, MS 404, MS 395
Bal 58 | 304|304 | 266 | 280 | 368 | 368 | 235 | 235 | 249 | 249 MS 704, MS 404
Bal 59 | 298|304 | 278 | 278 | 368 | 410 | 235 | 235 | 251 | 251 MS 404
Bal 60 | 298|304 | 282 | 282 | 368 | 368 | 237 | 237 | 249 | 251 MS 404
Bal 61 | 298|298 | 280 | 266 | 368 | 398 | 239 | 239 | 249 | 259 | MS 704, MS 404, MS 395
Bal 62 | 298|308 | 276 | 276 | 368 | 420 | 237 | 237 | 251 | 251 MS 704, MS 404
Bal 63 | 304|304 | 280 | 268 | 368 | 368 | 239 | 239 | 259 | 259 | MS 704, MS 404, MS 395
Bal 64 | 298|298 | 280 | 266 | 408 | 408 | 239 | 239 | 251 | 259 MS 704, MS 395
Bal 65 | 304|298 | 282 | 266 | 368 | 368 | 233 | 241 | 249|249 | MS 704, MS 404, MSL-1
Bal 66 | 298|298 | 280 | 280 | 420 | 420 | 235 | 235 | 251 | 251 MS 404
Bal 67 | 304|298 | 270 | 278 | 408 | 420 | 233 | 239 | 251 | 251 MS 404, MSL-1
Bal 68 | 298|298 | 282 | 266 | 408 | 420 | 231 | 239 | 251 | 269 | MS 704, MS 404, MS 395
Bal 69 | 304|298 | 276 | 266 | 410 | 410 | 239 | 239 | 251 | 259 MS 704, MS 395
Bal 70 | 298|298 | 280 | 280 | 368 | 408 | 239 | 239 | 249 | 249 MS 404
Bal 71 | 304|304 | 282 | 272 | 368 | 408 | 239 | 239 | 251 | 251 MS 404
Bal 72 | 298|298 | 268 | 280 | 408 | 408 | 235 | 241 | 249 | 249 MS 704
T _HK2 |[298 |304 | 282 | 282 | 408 | 408 | 235 | 235 | 241 | 263 MS 395
Du27 |298|308| 270 | 280 | 406 | 406 | 231 | 239 | 251 | 245 MS 404
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Melléklet 6. A késullé mikroszatellit markerek Hardy-Weinberg egyensulyi vizsgélat soran az
egyes populaciokon markereként mért szignifikancia szintek ,ahol Bal:Balaton, T_HK:
Tisza_Holt-K6r6s, Du: Duna, DF:szabadsagfok, Prob:valdsziniiség, ChiSq:khi-négyzet,
Signif: */***: szignifikans eltérés, ns: nem szignifikans eltérés

Pop Locus | DF ChiSq | Prob Signif
Bal MS 701 15| 54,657 0,000 | ***
Bal MS 704 55 | 146,922 0,000 | ***
Bal MS 404 36 | 145,378 0,000 | ***
Bal MSL-1 28 | 195,045 0,000 | ***
Bal MS 395 45 | 154,431 0,000 | ***
T_HK MS 701 6 6,000 0,423 | ns
T HK MS 704 3 4,653 0,199 | ns
T HK MS 404 1] 12,000 0,001 | ***
T HK MSL-1 6| 23222 0,001 | ***
T HK MS 395 10 9,704 0,467 | ns
Du MS 701 10 | 91,765 0,000 | ***
Du MS 704 10 | 20,895 0,022 | *
Du MS 404 3| 48,449 0,000 | ***
Du MSL-1 6| 16,474 0,011 | *
Du MS 395 10 | 37,676 0,000 | ***

Melléklet 7. K8siill populaciok diverzitdsanak fétengely koordinata

abrazolasai , ahol az egyedek megoszlasabol mért differenciaciot a populacio (kék-

Balaton, narancs-Tisza_Holt-Ko6ros, sziirke-Duna) paronkénti matrix egyes
tengelyeire (Axis 1, Axis 2, Axis 3), illetve a 6 koordinatara (Coord. 1, Coord. 2)
levetitve mutatja be.
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Melléklet 8. Az eziistkarasz filogenetikai torzsfaihoz beillesztett referencia

szekvenciak

Azonosito

Faj

Szerzo

Cikk

JN117610.1

Carassius gibelio

Woulters et al. 2012

Molecular identification of hybrids of the
invasive gibel carp Carassius auratus gibelio
and crucian carp Carassius carassius in
Swedish waters

MF036180.1

Carassius gibelio

Agdamar, 2018

High genetic diversity in an invasive
freshwaterfish species, Carassius gibelio,
suggests establishment success at the frontier
between native and invasive ranges

AB377299.1

Carassius gibelio

Komiyama et al. 2009

An evolutionary origin and selection process
of goldfish

EF633628.1

Carassius auratus gibelio

Li & Gui, 2008

Clonal diversity and genealogical
relationships of gibel carp in four hatcheries

KC243414.1

Carassius gibelio

Japoshvili et al. 2013

Invasive Carassius carp in Georgia: Current
state of knowledge and future perspective

AB379957.1

Carassius auratus auratus

Komiyama et al. 2009

An evolutionary origin and selection process
of goldfish

Ab377291.1

Carassius auratus buergeri

Komiyama et al. 2009

An evolutionary origin and selection process
of goldfish

LC019787.1

Carassius cuvieri

Uchii et al., 2016

A novel environmental DNA approach to
quantify the cryptic invasion of non-native

genotypes

JN117597.1

Carassius Carassius

Woulters et al. 2012

Molecular identification of hybrids of the
invasive gibel carp Carassius auratus gibelio
and crucian carp Carassius carassius in
Swedish waters

JX122531.1

Cyprinus carpio
haematopterus

Yang et al. 2011

Non-native carp of the genus Cyprinus in
Lake Xingyun, China, as revealed by
morphology and mitochondrial DNA analysis

JQ390593.1

Cyprinus carpio

Kohlmann & Kersten,

2013

Deeper insight into the origin and spread of
European common carp (Cyprinus carpio
carpio) based on mitochondrial D-loop
sequence polymorphisms

DQ399929.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2007

First European record of carassius langsdorfii
from the Elbe basin

DQ399926.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2007

First European record of carassius langsdorfii
from the Elbe basin

HMO008685.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp and
designation of a neotype for Carassius
gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

HM000020.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp and
designation of a neotype for Carassius
gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

HMO000009.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp and
designation of a neotype for Carassius
gibelio (Teleostei:Cyprinidae)
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Azonositd

Faj

Szerzo

Cikk

HMO000008.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp and
designation of a neotype for Carassius
gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

FJ478019.1

Carassius gibelio

Apalikova et al. 2011

Phylogenetic Relationships of Silver Crusian
Carp Carassius auratus gibelio, C. auratus
cuvieri, Crucian Carp Carassius carassius,
and Common Carp Cyprinus carpio As
Inferred from Mitochondrial DNA Variation

HMO008684.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp and
designation of a neotype for Carassius
gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

FJ822041.1

Carassius gibelio

Apalikova et al. 2011

Phylogenetic Relationships of Silver Crusian
Carp Carassius auratus gibelio, C. auratus
cuvieri, Crucian Carp Carassius carassius,
and Common Carp Cyprinus carpio As
Inferred from Mitochondrial DNA Variation

JN402305.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp
and designation of a neotype for
Carassius gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

HMO008678.1

Carassius gibelio

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp
and designation of a neotype for
Carassius gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

AB368700.1

Carassius auratus

Takada et al. 2010

Biogeography and evolution of the
Carassius auratus-complex in East Asia

GU170378.1

Carassius gibelio

Podlesnykh et al. 2009

Phylogenetic relationships among
crucian carp ploidy forms
(Unpublished)

DQ868925.1

Carassius sp.

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp
and designation of a neotype for
Carassius gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

DQ868924.1

Carassius sp.

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp
and designation of a neotype for
Carassius gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

DQ868926.1

Carassius sp.

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp
and designation of a neotype for
Carassius gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

HM008690.1

Carassius sp.

Kalous et al. 2012

Hidden diversity within the Prussian carp
and designation of a neotype for
Carassius gibelio (Teleostei:Cyprinidae)

AY347293.1

Cyprinus carpio

Zhou et al. 2003

Phylogenetic study for three subspecies
of common carp Cyprinus carpio, based
on sequence analysis of cytochrome
Band control region of mtDNA
(Unpublished)
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Melléklet 9. Eziistkarasz (Carassius gibelio) citokrom b (9/a) és citokrom
oxidaz | (9/b) haplotipusok és az 6ket meghatarozo polimorf bazisok

MATRIX

[ 10 20 ]
[ ® * ]
HapCb 1 TTTTATGTACGGCCACATCAGTAACCC

HapCh 2 ....G.vivvvnnnn. Gevivnnnnnn

HapCb_3 ,CCC.CAAGTAAT.GG..TGACG.T..

9/a, Eziistkarasz citokrém b haplotipusok és polimorf bazisaik

MATRIX

[ |
[ ]

HapCol 1 TGA
HapCol_2 . A.
HapCol 3 C..
HapCol_4 , AG

b ]

END;

9/b, Eziistkarasz citokrém oxidaz 1. haplotipusok és polimorf bazisaik
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Melléklet 10. Garda filogenetikai vizsgalata soran hasznalt referencia
szekvencidk és eredetiik

Azonosito

Faj

Szerzo

Cikk

DQ664491.1

Leuciscus leuciscus

Costedoat et al., 2006

Heterogeneous colonization
pattern of European Cyprinids, as
highlighted by the dace
complex (Teleostei: Cyprinidae)

AJ388404.1

Abramis brama

Gilles & Lecointre, 1999

A more accurate phylogeny of
european cyprinids based on the
mitochondrial control
region (nincs publikalva)

FJ188382.1

Rutilus rutilus

Tumnoi et al. 2008

Csak a szekvencia elérhet6

AJ388402.1

Leucaspius delineatus

Gilles & Lecointre, 1999

A more accurate phylogeny of
european cyprinids based on the
mitochondrial control
region (nincs publikalva)

AJ388401.1

Alburnus alburnus

Gilles & Lecointre, 1999

A more accurate phylogeny of
european cyprinids based on the
mitochondrial control
region (nincs publikalva)

AJ388410.1

Phoxinus phoxinus

Gilles & Lecointre, 1999

A more accurate phylogeny of
european cyprinids based on the
mitochondrial control
region (nincs publikalva)

MH797174.1

Rhodeus ocellatus

Cheng et al. 2018

Csak a szekvencia elérheto

LC098114.1

Pseudorasbora parva

Tabata et al. 2016

Phylogeny and historical
demography of endemic fishes in
Lake Biwa: the ancient lake as a
promoter of evolution and
diversification of freshwater fishes
in western Japan

AJ388393.1

Gobio gobio

Gilles & Lecointre, 1999

A more accurate phylogeny of
european cyprinids based on the
mitochondrial control
region (nincs publikalva)

KF395261.1

Rhinichthys atratulus

Kraczkowski & Chernoff,

2014

Molecular Phylogenetics of the
Eastern and Western Blacknose
Dace, Rhinichthys atratulus and R.
obtusus (Teleostei: Cyprinidae)

L07753.1

Cyprinella sprioptela

Broughton & Dowling,
1994

Length variation in mitochondrial
DNA of the minnow Cyprinella
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AJ388411.1

Tinca tinca

Gilles & Lecointre, 1999

A more accurate phylogeny of
european cyprinids based on the
mitochondrial control
region (nincs publikalva)

MH797241.1

Pseudobrama simoni

Cheng et al. 2018

Csak a szekvencia elérheto

MN958523.1

Megalobrama
terminalis

Hu & Shi, 2020

Genetic differentiation between
Megalobrama terminalis in the
Heilong River and other fish
speices in the genus Megalobrama

MN958485.1

Megalobrama
amblycephala

Hu & Shi, 2020

Genetic differentiation between
Megalobrama terminalis in the
Heilong River and other fish
speices in the genus Megalobrama

AB274417.1

Carassius carassius

Sakai et al. 2009

Morphological and mtDNA
sequence studies on three crucian
carps (Carassius: Cyprinidae)
including a new stock from the Ob
River system, Kazakhstan

AB008802.1

Carassius auratus

Murakami et al. 1998

The Complete Sequence of
Mitochondrial Genome from a
Gynogenetic Triploid 'Ginbuna'’
(Carassius auratus langsdorfii)

KX576714.1

Cyprinus carpio

Fu & Dong, 2016

Csak a szekvencia elérheto
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Melléklet 11. Garda filogenetikai vizsgalata soran hasznalt mikroszatellit
markerek ismertetdi

Faj Primer Primer szekvencia Ismfs’ t!(’,jdﬁ Génbal}k,i
regio azonosito
Alburnoides . CAGGAGCCACTGTAGTGC (AC)a1(AA)

) Albi 22 X22
bipunctatus bi GGGACTGGTGGATTCATAGAC 1 ! 8956
Alburnoides . AACTCCCTCGCGTGCC
bipunctatus Albi 61 ATATTGATCAGCGCTTTGTCG (AC) | JX228957
Alburnoides . CTCCATTGTGCCCACATACAC

) Albi462A AC KC161205
bipunctatus ! CCAGAGATCAGCGCTCAG (AC)z:

o CGCCACAACAGCTCAGACTC | (GT)s(GA)s
Gob b Gob28 DQ207805
oblo gobio ° CGGTATGTACAAGCCAGATGAA (GT)s Q
. ] GAATCCTATCATGCAAAC
Cyprinus carpio | MFW19 GCACAAACTCCACATTGTGCE (CA)16 DQ780025
Leuciscus CTGCCGCATCAGAGATAAACACTT
24 AGA
leuciscus CypG TGGCGGTAAGGGTAGACCAC (CAGALs | AY439142
. . GGGGAGTCTGGCTTCAGG
Rutilus rutilus Rru3 CGGCACACAGGGAGGTTA (GT);A(TG)s | AB112739
GCACAGCTCTAATCGGTCACT
Telest j Bl1-153 AC FJ4
elestes souffia TATGGTCAAACACGGGTCAA (AC)0 1468350
_ ATCACTGCCATTTTATTA (TC)sTA(TC)
Telest Bl2-114
elestes souffia CTGCTCCGCTCTGTTCCA » F1468352
FGTCCAGACTGTCATCAGGAG i
Cyprinus carpio MFW1 CA Crooijmans
GAGGTGTACACTGAGTCACGC et al. 1997
FGATCTGCAAGCATATCTGTCG ii
Cyprinus carpio MFW9 CA Crooijmans
ATCTGAACCTGCAGCTCCTC et al. 1998
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretném megkdszonni a rengeteg segitséget és tdmogatast, amit az elmult
években munkdmhoz és a dolgozat elkészitéséhez kaptam az Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézet munkatarsainak, kiilon kiemelve:

Dr. Kovacs Balazs, témavezetomet, aki 2014 oOta mentoral, eloszor a
mesterképzésen, majd a doktori tanulmanyaim soran. Az elmult par évben
mind szakmailag, mind emberileg egy kivald személyt ismertem meg benne,
akihez barmikor bizalommal fordulhattam szakmai tanacsért.

Dr. Urbanyi Bélinak és Dr. Kriszt Baliazsnak az Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézet vezetdinek, akik nélkiil szintén nem johetett volna
létre ez a munka. K6szonom nekik, hogy mar 2015-ben bizalmat szavaztak
nekem, igy tanszéki demonstrator lehettem ¢€s azoéta is toretleniil tamogatjak
szakmai fejlédésemet.

Szeretnék kiilon koszonetet mondani Kanainé Dr. Sipos Déra Ildikonak, aki
meglatasaival, szakmai segitségével, tandcsaival mindig segitett, ha
hozzafordultam. Rengeteget tanultam tdle.

Koszonet illeti a terepre jutds segitéséért, a mintagyljtésekért és azok
szervezéséért Dr. Bokor Zoltant, Dr. Bernath Gergelyt, Dr. Varkonyi
Leventét, Molnar Jozsefet és minden veliik dolgozé hallgatét, akik az évek
soran segitették munkamat.

Kiilon szeretném kiemelni és megkoszonni a segitséget a Természetesvizi
Halokoldgia Tanszék dolgozoéinak, Dr. Ferincz Arpadnak, Dr. Staszny
Adiamnak, Dr. Weiperth Andrasnak, Lente Veranak és Hegediis
Annanak, hogy a véghajraban egyiitt dolgozhattunk és segitettek. Nélkiiliik ez
a dolgozat nem késziilhetett volna el.

Szeretném megkdszonni, a mintaim feldolgozasahoz és a laborozashoz nyujtott
sok segitséget Balogh Rékanak, Toéth-Thasz Katalinnak és a korabbi
Regionalis Egyetemi Tudaskozpont minden dolgozojanak.

Halaval tartozom Biré Adrienn, Mészaros Orsolya, Kovacs Istvan Gyorgy
és Somogyi Barnabas hallgatéimnak munkajukért és szorgalmukért.

Végezetiil szavakban nem is tudom kifejezni mennyire halas vagyok Csaladomnak
és Paromnak, akik mindig hittek bennem, végtelen tiirelemmel voltak felém,
batoritottak, tartottdk bennem a lelket €s végig tdmogattak, sosem hagyva, hogy
feladjam, a legnagyobb akadalyok eldtt sem.

Munkamat a GINOP-2.3.2-15-2016-00004, a TKP2020-NKA-16, valamint az
EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00008 szamu projekek tamogattak. A projekt az
Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valosult

meg.
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