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Osszefoglalas

Munkank soran a Velencei-tavi vadponty (Cyprinus carpio carpio morpha hungaricus) allomany
anyajeloltjeinek mitokondrialis DNS szekvenciajat vizsgaltuk. Célunk az allomany
diverzitasanak felmérése és keresztezési terv kidolgozasa egy tenyészallomany létrehozasahoz. A
vizsgalat soran 150 mintabdol 135 egyed mitokondriadlis DNS-ének kontroll (D-loop) régiojat
vizsgaltuk meg, mely alapjan 19 (haplotipust hordozd) anyai vonalba tudtuk besorolni az
egyedeket. A leggyakoribb haplotipusba (Hap_3) 94 egyed, a legritkabb haplotipusokba (Hap_4,
6 és 19) 1-1 egyed tartozik. Az egyes genotipusok el6fordulasi gyakorisaga alapjan 16 haplotipus
(Hap_2, 4-7 és 9-19) ritkanak mondhatdé. Az allomanyon beliilli minél nagyobb genetikai
diverzitas eléréshez javasoljuk a 22, legritkdbb anyai vonalba tartozo egyed keresztezését a
gyakoribb haplotipushoz tartozé egyedekkel. A keresztezéseket minél nagyobb szamu
kombinécioban érdemes kivitelezni. A tenyészallomany kialakitdsdba azonban kizarolag olyan
egyedeket ajanlott bevonni, melyek megfelelnek a fajtasztenderd kovetelményeinek és az eredeti
¢léhelyrdl, a Velencei tobol szarmaznak, igy ndvelhetd a ritka anyai vonalakhoz tartozo genetikai
hattér sikeres megdrzésének valdszinlisége. Munkdkat az Eurdpai Halaszati Alap, Haldszati
Operativ Program III. tengelyének (,,Europai Halaszati Alap: a megajuld halaszatért” — az
Eurdpai Unid és Magyarorszag tamogatasaval) projekt tdmogatta.

Kulcsszavak: Ponty, diverzitas, genetika, mitokondrialis genom D-loop, carp, diversity, genetics,
mitochondrial genome D-loop

MITHOCONDRIAL GENETIC ANALYSES OF THE VELENCE WILD CARP BROOS
STOCK CANDIDATES.

Abstract

Our aim was to evaluate the genetic diversity of the broodstock candidates of the Velence wild
carp (Cyprinus carpio carpio morpha hungaricus) based on mitochondrial DNA sequences, and
to develop a cross-breeding plan to maintain or to increase the genetic diversity. 150 specimen
were sampled during the experiment and 135 mitochondrial control (D-loop) region DNA
sequences were determined. Based on the data 19 maternal line were classified. The most
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common haplotype (Hap_3) was present in 94 individuals, while the rarest haplotypes (Hap_4, 6,
and 19) were present only in one specimen, respectively. Based on the frequency of the
genotypes 16 haplotypes (Hap_2, 4-7 and 9-19) are belonging to the rare category. To achieve the
greatest genetic diversity within the stock, we recommend crossing 22 individuals from the rare
maternal lines with the more common haplotypes. It is worthwhile to implement crossings in as
many combinations as possible, to increase the probability of successful conservation of rare
maternal lines and genetic backgrounds. But, only those specimens should be selected for
breeding that meets the landrace standards and originated from the Lake Velencei. The work was
supported by the European Fisheries Fund Fisheries Operative Program Ill. axis, European
Fisheries Fund for Renewable Fisheries provided by the EU and Hungary.

Irodalmi attekintés

Tenyésztett haldllomanyainkban gyakori jelenség a kevés tenyészegyed felhasznalasa miatt
kialakuld genetikai hattér besziikiilés, mely a beltenyésztettség ndvekedéséhez és az utdd-
generaciok alkalmazkodoképességének csokkenéséhez vezet. Az alacsony heterozigozitas
azonban nem csak a mesterségesen szaporitott togazdasagi allomanyokban okoz problémat, de az
elszigetelten, kis egyedszammal rendelkez6 allomanyokban is eléfordulhat. Az ilyen sziik
genetikai hattérrel rendelkezd allomanyok a természetes vizi kornyezethez is nehezebben
alkalmazkodnak, n6 az elhullés esélye.

A velencei-tavi vadponty egy olyan elszigetelédotten fejlodoé pontyvaltozat, mely 2013
decemberében kapta meg a végleges tajfajta elismerést (Gorda és Borbély, 2013), és amelynek
fenntartdsara egy minél szélesebb genetikai hatteri anya allomanyt kivannak létrehozni. A
pontyok kozott kisméretiinek szamitd tajfajta legismertebb fenotipusos bélyege a jellegzetesen
megnyult pikkelyes test, a mérsékelten magas hat és az un. ,,kosfej”. fvasi ideje korabbra tehetd a
tobbi ponty t4jfajtaénal, de bizonyos kornyezeti koriilmények eltolhatjdk azt, igy nem kizart a
fajtak/valtozatok kozotti hibridizacio sem (Szentes, 2000). Az allomanyokban végbemend
valtozasok felmérésének egyik lehetséges eszkdze az anyai leszdrmazast kovetd mitokondrialis
genom vizsgalat molekularis genetikai modszerekkel (Avise, 1994, Linda és Paul, 1995). A
mitokondrialis DNS marker vizsgalatok mara mar altalanosnak mondhatok az egyes rendszertani
osztalyok esetében, Gigy, mint a halaknal (Avise és mtsai., 1986, Heist és Gold, 1999), madaraknal
(Baker és Marshall, 1997, Zink és mtsai., 2000), emlésoknél (Menotti-Raymond és O’Brien,
1993), és a hiilloknél (Avise és mtsai., 1998, Shanker és mtsai., 2004). Jelen munka soran a
kosfejii pontyok allomanyvizsgalatdhoz. A modszer lehetévé teszi olyan szaporitasi tervek
kidolgozasat, melyek alapjan lehet6ség nyilik az allomanyon beliili megtalalhaté anyai vonalak
¢és a diverzitas megdrzésére, a heterozigozitas ndvelésére.

Anyag és modszer

Mintavétel

Vizsgalatainkhoz a Magyar Orszagos Horgasz Szovetség (MOHOSZ) Kajaszoi
gazdasagaban vettiink mintakat, ahol a Velencei-tavi vadponty tajfajta anyajelolt allomanyat
tartjak. Altatast kovetden 150 egyed farokuszojabodl vettiink szovetmintat. Mind a 150 halat
egyedi PIT Tag (Passziv Integralt Jelado - Passive Integrated Transponder) azonositoval lattuk el
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az egyedek kés6bbi nyomonkdvetésének érdekében. A mintakat steril, abszolut etanolt tartalmazo
centrifuga csovekbe helyeztiik és a késébbi felhasznalasig -20 C°-on taroltuk.

DNS izolalds

A szovetekbdl Omega Biotech gyartmanyd E.Z.N.A. Tissue DNS izoldlo készlet
segitségével nyertiik ki a a DNS-t , a gyarto eldirasai szerint. A protedz enzimmel végzett lizist
egy tobb 1épcsés tisztitasi reakcid kovette, mely soran mintanként 100 ul elualdé pufferben
leoldott DNS-t kaptunk. A DNS koncentraciot és tisztasagot ezt kovetéen agardz
gélelektroforézissel és spektofotométeres méréssel ellendriztiik. Majd a mintdkat 50 ng/ pl
toménységre higitottuk a tovabbi felhasznalashoz.

PCR és szekvendlas

polimeraz lancreakcioval (PCR) felszaporitottuk. A reakcidelegy komponensei a kovetkezOk
voltak egy mintara szamitva 2,50 pl 10x puffer ((NH4)2SOs), 0,75mM MgClz, 0,12 mM dNTP,
0,13 uM Primer Forward, 0,13 uM Primer Reverse, 0,05 U/ul Taq, 13,00 ul MQ viz. A
felsokszorozashoz a Carp-pro2-F (5’- TCACCCCTGGCTCCCAAAGC-3’) és Carp-Phe2-R (5°-
CTAGGACTCATCTTAGCATCTTCAGTG-3’) primereket hasznaltuk. A reakcidkat Applied
Biosystems gyartmanyu 2720 Thermo cycler PCR gépben végeztiik el a kdvetkezéd héprofil
alkalmazésaval: 95°C 3 perc, melyet 35 ciklus kdvetett 95°C-on 30 masodpercig, 50°C-on 30
masodpercig és 71°C-on 1 percig majd zarasként egy ciklus 72°C-on 3 percig. A PCR eljarast
kovetéen a templatot a reakcid kozegbdl enzimes emésztéssel ((Exonukleaz I. (10 Ulul), és
Alkalikus foszfataz - FastAP (1U/ ul )) megtisztitottuk a reakcid soran fennmaradt primerekt6l és
nukleotidoktol.

A termékbdl a Carp-pro2-F primer, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) felhasznalasaval elvégeztik a szekvenald reakciot, majd alkoholos
kicsapassal kinyertiik a jelolt DNS fragmenteket. A pelletet HIDI formamidban feloldottuk és 24
ords pihentetést €s a kettds szal denaturdlasat kovetéen a Godolléi Szent Istvan Egyetem
Halgazdalkodasi Tanszékén talalhatdo ABI Genetic Analyser Model 3130 (Applied Biosystems)
késziiléken elvégeztiik a bazissorrend meghatarozast.

Adatok elemzeése

A kromatogramok kiértékelését és a szekvencia illesztéseket, valamint a haplotipusok viszonyat
jellemzd filogenetikai fat a MEGA 7.0.5 (Kumar és mtsai., 2015) programmal készitettiik el. A
haplotipus csoportokat és a nukleotid diverzitast a DnaSP 5.10 (Librado és Rozas, 2009) szoftver
segitségével hatdroztuk meg. A haplotipusok gyakorisagat EXCEL (Microsoft) segitségével
jelenitettiik meg. A torzsfa elkészitéséhez Maximum Likelihood metddust alkalmaztunk, amely a
Tamura-Nei modellen (Tamura és Nei, 1993) alapszik. A szamitasokhoz 3000-es bootsrap értéket
alkalmaztunk. A filogenetikai fan a csomopontok mellett az egyes haplotipusok egymas mellé
helyez6désének szazalékos valdsziniisége lathatd a bootstrap teszt alapjan. A bootstrap
konszenzus torzsfa megjelenitésekor a kiilcsoportnak a leggyakoribb Hap 3-as haplotipust
valasztottuk.

10.17205/SZIE.AWETH.2017.2.074


https://doi.org/10.17205/SZIE.AWETH.2017.2.074

Keszte et al. / AWETH Vol 13.2. (2017) "

s

hataroztuk meg. A vizsgalatokban felhasznalt konszenzus szekvencia 661 bazis hosszsagu,
amelybdl 606 bazis valtozatlan volt mind a 135 egyedben. 55 bazis esetében volt polimorfizmus
kimutathato (/. dbra), ebbdl 34 pozicioban csak egy-egy egyedben, 21-nél pedig tobb egyedben
valtozott az 6roklott szekvencia nukleotid sorrendje. Az 55 nukleotid pozicioé alapjan 6sszesen 19
kiilonb6z6 haplotipust tudtunk elkiiloniteni. Az egyes haplotipusok kozott fellelhetd kiillonbség
viszonylag szlik skalan, 1 nukleotidtol 13 nukleotidig valtozott (/. abra). Az egyes haplotipusok
elé6fordulasi gyakorisaga a vizsgalt egyedek szamahoz viszonyitva széles skalan mozgott (2.
abra). A Hap_1-es haplotipusba 12 egyed tartozik, a Hap 2-esbe 4, a Hap_3-asba 94, a Hap_4-
est6l a Hap 6-esig 1-1 egyed tartozik, a Hap_8-asba 7, a Hap_9-esbe 4, a Hap_10-estdl a
Hap_19-es haplotipusig pedig ismét csak 1-1 egyed tartozik. Az Osszehasonlito filogenetikai
torzsfa alapjan (3. dbra) a haplotipusok harom nagyobb csoportba oszthatok. A leggyakoribb 3.
haplotipustdl a legnagyobb evolucios tavolsagban a 17-es, az 1-es és 2-es haplotipusok, mig a
legkodzelebb a 19-es és 7-es haplotipusok vannak.

1. abra: A velencei tavi anyajelolt ponty allomany d-loop haplotipusai kozotti eltérés

[ 10 20 30 40 50 ]
[ * * * * * ]
Hap 3 TTTATAGCATTTAGGTAACCCTAGCGGCTTTGTATAGGGTTTTTTTCTTATTTGT
Hap 1 ... TTTC...A....GA.GC. ...t ittt ittt ittt

Figure 1:The differences of the d-loop haplotypes in the Velence wild carp stock
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Figure 2: The distribution of the Velence wild carp mitochondrial haplotypes

3.dbra: A velencei tavi ponty dllomany mitokondrialis haplipusainak Maximum Likelihood
filogenetikai analizise
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Figure 3: The phylogenetic tree of mitochondrial haplotypes of the Velence wild carp stock made
of the maximum likelhood method.
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Eredmények értékelése

A velencei-tavi ponty anyajelolt allomanyanak mitokondrialis DNS vizsgalata soran
Osszesen 19 haplotipust tudtunk elkiiloniteni a 135 egyedbdl. Ebbdl 16 ritka (Hap_2, Hap_4,
Hap_5, Hap_6, Hap_7, Hap_9, Hap_10, Hap_11, Hap_12, Hap_13, Hap_14, Hap_15, Hap_16,
Hap 17, Hap 18, Hap 19), 2 kdzepesen gyakori (Hap 1, Hap 8), 1 pedig gyakori (Hap 3) tipus.
Mivel az a célunk, hogy minél nagyobb genetikai diverzitassal lehessen fenntartani az allomanyt,
ezért a ritkabb haplotipusok felértékelédnek a gyakoribbakkal szemben. Ideélis esetben mind a
16, ritkabb haplotipusba tartozd egyedet ajanlanank tovabbtenyésztésre, de az altalunk vizsgalt
egyedek még csak kétnyarasak és ivaruk nem ismert. Emiatt a felnevelés utan lehet kivalogatni
azokat a néivarii egyedeket, amelyek orokitik a ritka mitokondrialis haplotipusokat, és azokat
tovabb tenyészteni. A ritkdbb haplotipusi himivara vadpontyokat is be lehet venni a
tenyésztésbe, ugyanis nagy valosziniiséggel ezek az egyedek nuklearis genomi DNS-iikben is
hordozzdk az eltérd anyai vonalbol szarmazd, eltérd nuklearis genomot , kiillondsen ha az egy
nagyobb evolucioés tavolsagot mutatd vonal. Egy egyedet minél nagyobb szdmu kombindcidban
érdemes bevinni a tenyésztésbe (lehetdség szerint akar 5-6 masik egyeddel ajanlott keresztezni).
Ez megfeleld genetikai alapot nyujthat a torzs tenyészallomany kovetkezd generdcidinak
kialakitasahoz. Cél, hogy minden tenyésztésbe bevont egyed minél tobb parositasbol szarmazo
utodddal jaruljon hozza az utédgeneracio 1étrehozasahoz.
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